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Arkadiusz Czerwonka', Aleksandra Zurek?

Agammaglobulinemia Brutona — pierwotny niedobor
odpornosci zwigzany z dojrzewaniem limfocytow B

1. Pierwotne niedobory odpornosci i agammaglobulinemia Brutona

Pierwotne niedobory odpornosci (PID — Primary immunodeficiency
disorders) to grupa obejmujaca przeszto 250 schorzen o réznym podiozu
genetycznym izrdznicowanym stopniu nasilenia objawow. Choroby te
charakteryzuja si¢ zaburzeniami w rozwoju i funkcji uktadu odpornosciowego
co w 75% przypadkéw ma zwigzek z nieprawidlowa produkcja immunoglobulin
[1]. PID s3a niewatpliwie jednymi z najczestszych choréb o podlozu
genetycznym, ktore wywieraja istotny wplyw na $miertelno$¢ populacji
w wyniku licznych zakazen drobnoustrojami [2]. W Europie, szacunkowo
wystepuja $rednio u 1: 2000 zywo urodzonych dzieci, a globalnie wskaznik ten
wynosi w przyblizeniu 1:1200. Zgodnie z danymi (European Society
of Immunodeficiencies) na 7567 zarejestrowanych europejskich pacjentéw
zniedoborami w produkcji immunoglobulin u 813 zdiagnozowano
agamaglobulinemie [1]. Pierwotne niedobory odporno$ci moga by¢ zwigzane
z defektami [3]:

¢ limfocytow B (uposledzenie odporno$ci humoralnej),

o limfocytow T (uposledzenie odpornosci zwigzanej z komoérkami Tc, Th
Treg)a

e obu populacji limfocytéw (CIDs — combined B- and T-cell
immunodeficiency disorders),

e komorek fagocytarnych lub biatek uktadu dopetniacza.

Sposréd PID na szczegodlng uwage zastuguje agammaglobulinemia Brutona
zwana  rowniez  agammaglobulinemia  sprzezona z  chromosomem
X (ang. X linked agammaglobulinemia — XLLA). Schorzenie genetyczne, ktére po
raz pierwszy opisal w 1952 r. amerykanski pediatra Ogden Bruton [4].
Intensywnie prowadzone badania doprowadzity w 1993 roku do bezposredniego
powiazania tej jednostki chorobowej z uwarunkowanym genetycznie deficytem
jednej z cytoplazmatycznych kinaz tyrozynowych, nazwang kinaza Brutona [5,6].

Charakterystycznymi objawami zwigzanym z XLA jest brak lub wykrywanie
jedynie §ladowych ilo$ci wszystkich izotypow immunoglobulin w surowicy krwi
czyli agammaglobulinemia i bardzo niski poziom dojrzalych obwodowych
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limfocytow B (okolo 1% — 2%) [7]. Skutkuje to powaznym uposledzeniem
odpowiedzi immunologicznej typu humoralnego. Konsekwencjami XLA sg wiec
liczne bakteryjne, grzybowe i pierwotniacze infekcje, czesto zagrazajace zyciu
pacjenta. Co ciekawe zazwyczaj w przebiegu choroby poziom i aktywno$¢
limfocytow T pozostaje w normie, przez co znacznie mniejsza rolg¢ odgrywaja
infekcje wirusowe.

2. Molekularne podloze choroby

XLA wywoluja mutacje w genie btk (zbudowanym z 36778 par zasad)
znajdujacym si¢ na chromosomie X (Xqg21.3-Xq22). Gen ten koduje
dziewigtnasto—egzonowe mRNA dla kinazy tyrozynowej Brutona (BTK, biatko
zbudowane z 659 aminokwaséw o masie 77 kDa)[7,8].
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Rys. 1. Umiejscowienie geny btk na chromosomie X (9)

Mutacja wystepuje szacunkowo u 1:250000 nowo narodzonych dzieci [10].
Jak dotad zdiagnozowano ponad 500 réznych mutacji tego genu (duplikacje
egzondw, przesunigcie ramki odczytu, mutacje nonsensowne itp.) [11].
doprowadzajacych do powstania XLA w wyniku utraty funkcji biatka. Ponad
65% [8] diagnozowanych przypadkow zwiazana jest z dziedziczeniem, czgsto
specyficznie dla danej rodziny, zmutowanego genu btk, przenoszonym
w typowy sposob dla chordb sprzezonych z picig — z matki nosicielki na mgskie
potomstwo wykazujace objawy choroby. Pozostate zachorowania zwigzane sa
z powstaniem mutacji de novo (znacznie czgsciej dotycza mezczyzn niz kobiet).
Tak wigc ilos¢ odkrywanych mutacji systematycznie ro$nie. W 15%
przypadkow zaburzen o identycznym obrazie klinicznym do XLA nie stwierdza
si¢ mutacji btk. Ma to zwigzek z innymi wadami w procesach dojrzewania
limfocytow B. Przypadki te moga by¢ dziedziczone zaréwno autosomalnie
dominujaco (mutacja gemu LRRC8A) [12] Iub autosomalnie recesywnie
(mutacje gené6w IGHM - dla fancucha cigzkiego p immunoglobulin, CD79A —
dla sktadnika transbtonowego receptora Igo/Igp limfocytéow B czy BLNK — dla
biatka pomocniczego kaskady sygnalnej [13]. Podobne jednostki chorobowe
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o tym samym podltozu genetycznym diagnozowane sg roOwniez u myszy i zostaty
okre§lone  mianem choréb deficytu immunologicznego zwigzanych
z chromosomem X (Xid — X-linked immunodeficiency disease). Modelowym
przykladem moze by¢ tu spontaniczna mutacja w genie mysiego btk
doprowadzajaca do zamiany reszty argininy na cysteine [14]. Daje to mozliwos$¢
wykorzystania takiego modelu w celach badawczych.

3. Kinaza tyrozynowa Brutona i jej wplyw na wewnatrzkomorkowe
szlaki sygnalne

BTK nalezy do rodziny kinaz Tec (u ssakow reprezentowanej jeszcze przez
cztery kinazy — Tec, Itk, Txk, Bmx) jednej z najwiekszych grup
cytoplazmatycznych (nie zwiazanych bezposrednio z receptorami) kinaz
tyrozynowych [15]. Analizy genetyczne pozwolity ustali¢, ze homologiczne
kinazy, ktore wykazuja bliskie pokrewiefstwo z organizmami zwierzgcymi
wystepuja juz u jednokomoérkowych wiciowcoéw kotnierzykowych (takich jak
Monosiga brevicollis nalezacych do Choanoflagellate). Prawdopodobnie to
wlasnie z genow wystepujacych u podobnych jednokomoérkowych form w toku
ewolucji powstata cata rodzina kinaz Tec (obecnie izolowanych u tak odrebnych
organizmow jak gabki, owady, ptazy czy ptaki). Ssacza sekwencja genu btk jest
juz wysoce konserwatywna i w toku ewolucji nie ulegla wiekszym zmianom
[16]. U ssakow BTK ulegta wyspecjalizowaniu i gtownie pelni funkcje zwigzane
z dojrzewaniem komorek uktadu odpornosciowego. Ulega ekspresji i aktywnie
wptywa na rozwdj limfocytéw B przez caty proces dojrzewania i zanika dopiero
po przeksztatceniu si¢ dojrzatych limfocytow B w komorki plazmatyczne [17].
W budowie kinazy Brutona [8,18,19] od N-terminalnego konca mozemy
wyodrebnic pie¢ nastgpujacych domen:

e PH (pleckstrin homology) wiazaca trifosforany fosfatydyloinozytolu,

e TH (Tec homology) region z wysoce konserwatywnym motywem
wigzacym kationy Zn 2+ ktdre, sa wymagane do prawidtowej stabilno$ci
biatka,

e SH3 (Src homology 3) i SH2 (Src homology 2) regiony umozliwiajace
aktywacje kinazy (poprzez autofosforylacje 223 reszty tyrozyny) oraz
interakcje BTK z innymi biatkami (poprzez rozpoznawanie w ich strukturze
ufosforylowanych reszt aminokwasowych),

e SHI o aktywnosci kinazy tyrozynowe]j z reszta tyrozyny w pozycji 551,
ktéora musi zosta¢ ufosforylowana w celu aktywacji kinazy (poprzez
dziatanie kinaz z rodziny Src, np.: Lyn).
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Rys.2. Budowa BTK ze wzgledu na domeny oraz bialka i jony prawdopodobnie oddziatujace
z kinazg. Miejsca wymagane do aktywacji BTK, zaznaczono czerwonymi trojkatami [19]

BTK Jest kluczowym elementem wewnatrzkomérkowego szlaku sygnalnego
dojrzewajacych limfocytow B. Poczatkowo w szpiku kostnym z dzielacych sie
hematopoetycznych komoérek macierzystych linii limfoidalnej, powstaja
prekursory limfocytow B, komdrki pro-B (ang. progenitor B—cell) dajace sie
identyfikowa¢ poprzez obecno$¢ charakterystycznych markerow w postaci
CD34 i transferazy deoksynukleotydow terminalnych — TdT. Komorki te nie
posiadaja jeszcze cigzkiego cytoplazmatycznego tancucha p, ktory musi zostac
wytworzony aby powstal powierzchniowy receptor limfocytow [20,21].
Komoérka pro-B przeksztatca si¢ w kolejne stadium rozwoju, limfocyt pre-B,
pod wptywem sygnatu aktywacyjnego prawdopodobnie z powierzchniowych
heterodimerycznych biatek receptorowych, Igo/Igp. Struktury te inicjuja
przekazywanie sygnatu do wnetrza komorki poprzez wzrost aktywnosci kinazy
3—fosfatydyloinozytolu (PI3K) produkujacej wtorne przekazniki sygnalne pod
postacia trifosforanéw fosfatydyloinozytolu (PIP3), ktore z kolei doprowadzaja
do rekrutacji BTK (poprzez domeny SH) w poblize blony komoérkowej (22).
To z kolei umozliwia fosforylacyjna aktywacje domeny SH1 (Y551) przy
udziale kinaz Lyn 1 Syk [8]. Wowczas BTK uzyskuje zdolnos¢ do
autofosforylacji (Y223) i wraz z biatkiem pomocniczym — BLNK, do aktywacji
migdzy innymi fosfolipazy PLC—y2 co inicjuje dalsza kaskade sygnalng.
Niewielka czg§¢ aktywnej BTK moze zostaé transportowana do jadra, gdzie
prawdopodobnie  oddzialuje na potencjalne cele molekularne [23].
W konsekwencji aktywacja BTK doprowadza miedzy innymi do wzrostu
wewnatrzkomorkowego poziomu jonéw Ca 2+ (aktywujacego biatkowa kinaze
C, ktéra z kolei doprowadza do spadku aktywnosci BTK), inhibicji czynnikéw
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proapoptotycznych oraz do aktywacji elementdéw szlaku kinaz MAPK — przez co
moze wykazywaé pewien potencjat onkogenny [19,24,25]. Konsekwencja
kaskady sygnalnej jest aktywacja wielu czynnikdéw transkrypcyjnych, miedzy
innymi BAP-135,TFII-I, Bright czy bialek z rodzinny NF-«B [25,26].
W przypadku limfocytéw szczegoOlnie szeroki wplyw na ekspresje gendéw
wywieraja cytoplazmatyczne dimery czynnikow z rodziny NF—«B,
(np.: zbudowane z podjednostek RelA, c—Rel), nieaktywne z powodu wigzania
si¢ z nimi bialek inhibitorowych zrodziny IxB [27]. Szlak inicjowany przez
BTK doprowadza do fosforylacyjnego oznaczenia IkB (poprzez kinaze IKK)
kierujacego inhibitor do rozkladu proteosomalnego zaleznego od ubikwitynacji
[28], co w konsekwencji doprowadza do uwolnienia czynnikow
transkrypcyjnych z rodziny NF—«B. Tak wigc catoksztalt szlakow sygnalnych
umozliwia przezycie, proliferacje irearanzacje genow dla ciezkiego fancucha
immunoglobulin, co z kolei jest niezbedne dla prawidlowego rozwoju
1 aktywnosci limfocytow B [29,30].

Poza limfocytami B, BTK jest obecna w komorkach linii mieloidalne;j,
z ktorej powstaja takie komorki jak monocyty, makrofagi, neutrofile, komorki
tuczne 1 megakariocyty, gdzie bierze udzial w aktywacji szlakow sygnalnych
odpowiedzialnych migdzy innymi za procesy zwigzane z dojrzewaniem
1 zywotnoscig komorek, produkcja cytokin i degranulacja komorek [31]. Tak
wiec u chorych na XLA i te procesy mogg zosta¢ zaburzone [32,33]. Niedawne
badania sugeruja réwniez zwiazek BTK z przekazywaniem informacji
pochodzacych od aktywowanych receptorow TLR (Toll-like receptor) takich jak
TLR3,4,6,8.,9 oraz bialek z nimi zwigzanych (Myd88, Mal) Prawdopodobnie ma
to wpltyw na aktywacje komodrek np.: NK [34] i ekspresje wielu cytokin
prozapalnych (IL-6, TNF—a, IL-12B) [19,35].

4. Leczenie i przebieg XLA

60% przypadkéw z XLA diagnozuje si¢ bezposrednio po 6 miesigcu zycia,
gdy spada poziom matczynych immunoglobulin. Pojawiaja si¢ wowczas liczne
infekcje bakteryjne [11]. W niektérych przypadkach choroba moze pozostaé
asymptotyczna do 5 roku zycia. W obrazie klinicznym moze wystapi¢
niedostatek w rozwoju uktadu limfatycznego w postaci nierozwinigtych
migdatkow 1 weztéw chlonnych [1]. Osoby z XLA wykazuja predyspozycje do
ciezkich, przewlektych, zagrazajacych zyciu infekcji bton §luzowych (zapalenie
ptuc, ropniaki oplucnej, zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych) i1 innych
choréb: neurodegeneracyjnych, posocznicy, zapalenia tkanki tacznej lub
septycznego zapalenia stawow [7], a nawet do rozwoju choréb nowotworowych
[36]. Najczesciej identyfikowanymi mikroorganizmami przy rozpoznaniu
choroby sa réznorodne gatunki bakterii z otoczka polisacharydowa jak:
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis,
Moraxella catarrhalis [1,7] Czesto identyfikowane sa rowniez pierwotniaki

10
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wywolujacy giardioze (Giardia intestinalis) lub wywotujace zapalenie opon
moézgowych pikornawirusy (ECHO) [1]. W przypadkach XLA z neutropenia
czesto dochodzi do rozwoju sepsy wywolanej gatunkami Pseudomonas sp. lub
Staphylococcus sp. U chorych wystepuje réwniez szereg objawow nie
zwigzanych z infekcjami. Miedzy innymi samoistne choroby jelit, alergie,
aseptyczne zapalenie stawdw czy zespOt przypominajacy zapalenie skorno
migéniowe [1,37]. Jak do tej pory jedynym skutecznym sposobem walki z XLA
jest systematyczne podawane chorym immunoglobulin (zaréwno dozylnie IVIG
jak i1 podskornie — SCIG) oraz profilaktyczna antybiotykoterapia [1,38]. Niestety
w wielu przypadkach (szczegélnie zwigzanych z dozylnym podawaniem
immunoglobulin) leczeniu towarzysza niepozadane skutki uboczne, np.: bodle
glowy, uderzenia goraca, bdle plecow, nudno$ci, wymioty, zapa$¢ ukiadu
krazenia oraz zaburzenia pracy nerek [11]. Ponadto, terapia jest kosztowna
iucigzliwa dla pacjenta, lecz wczesne rozpoznanie, a w konsekwencji zwigzana
z nim mozliwo$¢ natychmiastowej pomocy medycznej, znacznie redukuje ilo§¢
infekcji. Pomimo tego nawracajace zakazenia i1 szereg rozwijajacych sie
schorzen wywotuje wysoka $miertelno$ci u chorych (50% pacjentow umiera
przed ukonczeniem 45 roku zycia) [39]. Tak wigec mimo ciaglego postepu
w rozwoju metod leczenia XL A wcigz brakuje skutecznej, taniej i nieucigzliwej
dla pacjenta terapii W zwiazku z tym, ze w wigkszosci przypadkow XLA
dotyczy mutacji jednego dobrze opisanego genu o okre§lonej funkcji
podejmowane sa proby kierowanej terapii genowej, miedzy innymi z udziatem
wektorow lentiwirusowych zawierajacych geny dla cigzkiego fancucha
u i elementow sktadowych receptora Iga/Igf [36,40].

5. Podsumowanie

Badania nad XLA daja mozliwo$¢ lepszego zrozumienia zasad
funkcjonowania uktadu immunologicznego a w szczegdlnosci roli i funkcji
limfocytow B. Choroba ta jest dobrym przykladem, ukazujacym w jaki sposob
mutacje pojedynczego genu, lub niewielkiej ich grupy moga doprowadzi¢ do
znacznych zmian w funkcjonowaniu organizmu. Pomimo znacznego stanu
wiedzy na temat pierwotnych niedoborow odpornosci, agammaglobulinemia
Brutona pozostaje choroba trudng w leczeniu dlatego wymagany jest znaczny
postgp w obszarach medycyny, biologii molekularnej i mikrobiologii.
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Agammaglobulinemia Brutona — pierwotny niedobér odpornosci zwiazany
z dojrzewaniem limfocytéw B

Streszczenie:

Agammaglobulinemia Brutona (lub agammaglobulinemia sprzgzona z chromosomem X — XLA)
jest jedng z najwczesniej opisanych choréb z grupy pierwotnych niedoboréw odpornosci (PID).
W wickszosci przypadkdéw powstaje na skutek mutacji w genie btk kodujacym kinaze tyrozynowa
Brutona (BTK). Biatko to jest odpowiedzialne za dojrzewanie limfocytow B. Utrata aktywnosci
kinazy doprowadza do spadku aktywnosci oraz zahamowania proliferacji komoérek. Skutkuje to
obnizeniem liczby dojrzatych limfocytow B i agammaglobulinemig. BTK odgrywa rowniez wazna
role w procesach degranulacji i produkcji cytokin niektorych komérek uktadu odpornosciowego.
Pacjenci z XLA sa narazeni na czeste infekcje bakteryjne (powszechne bakterie wywolujace
zapalenia ropne takie jak Streptococcus pneumoniae lub Haemophilus influenzae) wirusowe
(ECHO wirus) i pierwotniacze (Giardia intestinalis). Obecnie leczenie XLA obejmuje podawanie
immunoglobulin (zaréwno dozylnie jak i podskoérnie) oraz profilaktyczng antybiotykoterapig,
chociaz podjeto badania w kierunku mozliwosci zastosowania terapii genowe;.

Stowa Kluczowe: Agammaglobulinemia Brutona, BTK

Bruton's agammaglobulinemia — primary immunodeficiency syndrome
associated with the maturation of B cells

Abstract:

Bruton's agammaglobulinemia (or X-linked agammaglobulinemia — XLA) was one of the first
described primary immunodeficiency disorders (PID). In most cases the disease is caused by
mutations in the btk gene coding for Bruton's tyrosine kinase (BTK). This protein is critical for the
maturation of B cells which dysfunction leads to disorder of B—cell differentiation, development
and activity. It leads to absence of peripheral mature B cells and hypogammaglobulinemia. BTK
plays also important role in cytokine production and cell degranulation. Patients with XLA are at
risk for frequent recurrent bacterial (commonly pyogenic Streptococcus pneumoniae or
Haemophilus influenzae), viral (ECHO virus) and protozoal (Giardia intestinalis) infections. So far
the basic medical treatment is based on intravenous or subcutaneous application of
immunoglobulins and prophylactic antibiotic therapy although there are indications for gene
therapy trials.

Key words: Bruton's agammaglobulinemia, BTK
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Ciala obce nosa — stan zagrozenia zycia czy blaha sprawa?

Wstep

Cialo obce w nosie jest jedna z najczestszych przyczyn jednostronnego
upo$ledzenia droznosci nosa u dzieci. W 80% przypadkow dotyczy dzieci
w wieku 2—4 lat i jest zazwyczaj przypadkowa konsekwencja zabawy i braku
nadzoru. W wieku starszym zdarza si¢ to raczej chorym psychicznie lub
niepetnosprawnym umystowo. O tym, co mozna znalez¢ w nosie dziecka, kazdy
lekarz dyzurny Oddziatu Otolaryngologii Dziecigcej moze opowiedzie¢ swoja
wlasng histori¢. Poczawszy od kulek, pinezki, §rubki, klocka, kamienia poprzez
roznego rodzaju papierki a skonczywszy na kukurydzy, grochu , pestki, baziach
i innych fragmentach roslin. Uzaleznione jest to od inwencji dziecka,
niefrasobliwosci rodzicow, dostgpnych przedmiotéw w otoczeniu a nawet pory
roku. NajczeSciej ciato obce przenika do jamy nosowej przez nozdrza przednie,
rzadziej przez nozdrza tylne, na przyklad podczas kaszlu, wymiotow Iub
ziewania (rys. 1.).

1. Objawy obecnosci ciala obcego w jamie nosowej

Objawy zaleza od ksztaltu, wielkosci ciata obcego, a takze czasu zalegania
w jamie nosowej. Objawami sugerujacymi zaleganie ciala obcego moze by¢ bol
nosa, wyciek S$luzowej wydzieliny, zaczerwienie nosa, jednostronne Iub
obustronne upo$ledzenie droznos$ci nosa, krwawienie, ropna wydzielina z nosa
o0 nieprzyjemnym zapachu, czesto podbarwiona krwig. W poczatkowym okresie
jedyna reakcja moze by¢ kichanie lub 1zawienie. Obecnos¢ niewielkiego ciala
obcego moze pozosta¢ dlugo niezauwazona, nawet przez kilka miesiecy.
Dlatego rodzice czasem si¢ nie orientuja, co sie¢ stalo. Dlugo zalegajace ciala
obce mogg przybiera¢ forme kamienia nosowego (rynolitu) (rys. 2.).

! edytalipskal989@o02.pl, Studenckie Koto Naukowe przy Klinice Otolaryngologii Dzieciecej,
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Rys. 1. Miejsca najczestszej lokalizacji ciat obcych w jamie nosowej [zasoby Internetu]

Rys.2. Rynolit [opracowanie wlasne]

Wigksze rozmiary ciala obcego wiaza si¢ z szybszym wystapieniem
dolegliwosci — natychmiast pojawia si¢ bol i1 jednostronne uposledzenie
droznos$ci nosa. Zalegajace, pgczniejace ciato obce moze byé przyczyng bolow
glowy. W wickszosci przypadkow ciato obce zalega w przedniej czgsci jamy
nosowej na wysoko$ci przewodu nosowego dolnego lub $rodkowego, wtedy
okres§lenie jego lokalizacji nie sprawia wigkszych probleméw. O wiele
trudniejsze do zlokalizowania jest ciatlo obce matych rozmiaréw potozone
w tylnej czeSci jamy nosowe] (zwlaszcza gdy znajduje za skrzywiong
przegroda) [1].

Trudnosci diagnostyczne moze sprawi¢ rowniez dlugo zalegajace cialo obce.
Oprocz uposledzonej droznosci dochodzi wowczas do jednostronnego
przewleklego niezytu nosa oraz pojawienia si¢ ropnej lub krwistej wydzieliny,
a nawet wytworzenia ziarniny wokot ciata obcego (rys. 3.).
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Rys.3. Jednostronny wyciek krwistej wydzieliny z nosa [zasoby Internetu]

Wyjatkowo niebezpiecznym materialem sa male, okragle, ptaskie baterie,
w ktore bywaja zaopatrzone zabawki. W wilgotnym $rodowisku zaczyna ptynaé
prad o niskim napigciu. Na drodze elektrolizy dochodzi do powstania
draznigcego chloru i wodorotlenku sodu. Nieszczelno$¢ baterii i wyciek
zasadowej zawarto$ci moze doprowadzi¢ do martwicy rozptywne;j.

2. Rodzaje cial obcych

Organiczne: ro$liny straczkowe, kukurydza, groszek, pestki owocow,
ziarenka kawy, orzeszki, owady, fragmenty papieru, kreda, cukierki (tic—tac).
Nieorganiczne: plastikowe czeSci zabawek, guziki, $rubki, gwozdzie, kulki
plastikowe, styropian, koraliki, kamyki, plastelina, plaskie baterie, monety.
Przedmioty z materiatdw pochodzenia organicznego czeSciej 1 szybciej
wyzwalajg odczyn zapalny.

Do kazuistyki zaliczy¢ mozna znalezienie w jamie nosa fragmentu galazki
swierkowej, wcisnigtego zgodnie z ukladem igiel i w zwiazku z tym
zaklinowanego nieodwracalnie w jamie nosowej (konieczne byto jej usunigcie
w warunkach sali operacyjnej przez nosogardto) [2].

3. Post¢powanie

Warto sprobowa¢ wydmucha¢ nos. Czgsto jest to metoda wystarczajaca.
Nie zaleca si¢ jej jednak u bardzo matych dzieci. Dziecko musi bowiem
doktadnie rozumie¢, co nalezy zrobic. W skutek stresu i zltego zrozumienia
polecenia moze dojs¢ do efektu odwrotnego. Dziecko wciggnie przedmiot do
glebszej czesSci nosa lub nawet do krtani, tchawicy lub oskrzeli.
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Nalezy pamigtaé, ze samodzielne usuwanie cial obcych moze spowodowaé
powazne komplikacje poczawszy od uszkodzenia struktur nosa (btony Sluzowe;j,
przegrody nosa, matzowin nosowych) poprzez wklinowanie lub przemieszenie
ciata obcego do dalszych odcinké6w nosa a skonczywszy przesunigciem
zalegajacego ciata obcego do krtani czy oskrzeli, powodujac stan
bezposredniego zagrozenia zycia. Z tego powodu uzasadniona jest wizyta
u lekarza.

W gabinecie lekarskim konieczne jest stworzenie warunkow dla spokojnego
zbadania dziecka i wykonania zabiegu, tj. krotkotrwale znieczulenie, dobre
oczyszczenie nosa, odessanie tre§ci ropnej i anemizacja btony $luzowej nosa [3].

W warunkach ambulatoryjnych, a wigc np. w gabinecie lekarza rodzinnego,
nalezy ograniczy¢ si¢ do jednej proby usunigcia ciala obcego. Starsze dzieci
trzeba poprosi¢ o wspotprace, natomiast u mtodszych dzieci nalezy o pomoc
poprosi¢ rodzica, by zmniejszy¢ strach dziecka. Ciata obce krotko znajdujace sie
oraz nie wklinowane pod matzowing nosows, sa dobrze widoczne w czasie
rynoskopii. Zalegajace dluzej otoczone sa ziarning, brudng wydzieling ropna
ipowoduja tatwe krwawienie, nawet przy niewielkim dotyku. Badanie
radiologiczne moze by¢ przydatne, jednak wykrywa tylko te ciata, ktore
zatrzymujg promienie (rys. 4.).

Rys.4. Zdjecie RTG czaszki z widocznym cialem obcym— metalowa nakretka w jamie nosowe;j
[opracowanie wtasne]
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W celu wykonania  proby usunigcia ciala obcego, nalezy najpierw
zlokalizowa¢ wzrokiem przedmiot tkwigcy w jamie nosowej i dokladnie
zaplanowa¢, co si¢ chce zrobi¢. Nieprzemyslane postegpowanie moze
doprowadzi¢ do zepchnigcia ciata obcego w glab jamy nosowej i zaaspirowania
do tchawicy lub oskrzeli. Z uwagi na mozliwo$¢ wystapienia takich powiklan,
nie wolno ciala obcego usuwaé ,,na sit¢”, ale nalezy uda¢ si¢ z dzieckiem do
laryngologa. Tam w odpowiednim S$wietle i przy pomocy odpowiednich
narzgdzi laryngolog usunie cialo obce, starajac si¢ przy tym nie uszkodzié
zadnych struktur nosa i ,,uwolni dziecko od ktopotu” (rys. 5.). Laryngolog
usuwa ciato obce w znieczuleniu miejscowym z anemizacja btony §luzowej nosa
za pomoca odpowiedniego sprzgtu: lampa czolowa, wziernik nosowy, pesety,
kleszczyki hemostatyczne, mate tgpe haczyki, cewniki Foleya.

Rys. 5. Lekarz laryngolog z lampg czotowa [opracowanie wlasne]

Przedmioty migkkie takie jak wata, kawalki materiatu lub papieru
wypetniajace szczelnie jame¢ nosowa mozna probowaé usungé silnie
wdmuchujgc powietrze przez usta pacjenta (technika oddechu usta—usta) przy
uci$nigtym skrzydetku nosa po niezatkanej stronie. Mozna réwniez uzy¢ worka
samorozprezalnego z maska, trzymang szczelnie tylko wokot ust [4].

Twardy, kanciasty, niekruszacy si¢ przedmiot usuwa si¢ za pomocg haczyka,
pesety lub kleszezykow, ale tylko, gdy nie tkwi on zbyt mocno i mozna to zrobi¢
pod kontrolg wzroku, bez ryzyka przesunigcia go do tyhu.
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Przedmioty okragle sa trudne do chwycenia narzedziem i tatwiej moga si¢
przesunag¢ w tyl, co grozi aspiracja. Mozna wtedy uzy¢ cienkiego cewnika
Foleya lub ssaka wytwarzajacego podci$nienie (rys. 6.). Odsysanie jest
szczegolnie przydatne w  przypadku rozdrobnionych ciat obcych
np. rozkruszonych tabletek.

Rys. 6. Cewnik Foleya wprowadzony do jamy nosowej [4]

Przedmioty duze, =zaklinowane, dlugo zalegajace, z towarzyszacym
obrzgkiem lub ziarning oraz przy braku wspolpracy chorego wymagaja usuniecia
w znieczuleniu ogo6lnym i intubacji dotchawiczej (rys. 7.).

Zawsze nalezy skontrolowa¢ druga jame nosowsa i przewody shuchowe.

Rys. 7. Pacjent przed zabiegiem usunigcia ciata obcego w znieczuleniu ogdlnym [opracowanie
wlasne]
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4. Powiklania

Cialo obce zalegajace w jamie nosa prowadzi do zaburzenia ruchu rzgsek, co
wywoluje przewlekla reakcje zapalng btony Sluzowej, ktéra w polaczeniu
z blokadg nosa i zwolnionym przeptywem powietrza powoduje wysychanie
btony $luzowej nosa. W konsekwencji tych zaburzen cialo obce zalegajace
W jamie nosa stanowi potencjalne jadro, wokot ktorego moze utworzy¢ si¢ ziog
wapienny okres$lany jako kamien nosowy lub rynolit [5]. Rynolit moze
prowadzi¢ do powstania powiklan, takich jak: odlezyny, perforacje przegrody
lub uszkodzenia bocznej $ciany nosa [6].

Najgrozniejsze ciata obce to plaskie bateryjki z zabawek. Wyciek tych
substancji bardzo drazni §luzéwke, co moze doprowadzi¢ do martwicy §cianek
nosa, przedziurawienia przegrody, duzego uszkodzenia i krwawienia.

Ciato obce w nosie, blokujac kanalik nosowo—tzowy, moze tez prowokowac
zapalenie spojowek. Inne przedmioty powoduja miejscowe draznienie i rozwoj
stanu zapalnego, co w konsekwencji moze by¢ przyczyng zapalenia zatok
przynosowych, zapalenia ucha srodkowego, perforacji przegrody nosa, zapalenia
nagto$ni, a nawet zapalenia opon mozgowo—-rdzeniowych.

Istnieje réwniez ryzyko aspiracji ciala obcego do drog oddechowych, co
moze stanowi¢ bezposrednie zagrozenie dla zycia dziecka (rys. 8.).

mAs: 3

A Zdj. LA
VBt piersiows) PANRSEe- boczna
Rys. 8. Ciato obce zaaspirowane do dolnych drég oddechowych [opracowanie wlasne]

5. Material i metody

Materiat obejmuje 89 pacjentow w wieku od 2—17 lat, 41 chtopcow i 48
dziewczynek, ktore zostaly przyjete do Kliniki Otolaryngologii Dziecigcej,
Foniatrii i Audiologii UM w Lublinie. Dane zostaly opracowanie w programach
Statistica i Excel.
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6. Dyskusja wynikow

W Klinice Otolaryngologii Dziecigcej, Foniatrii i Audiologii UM w ramach
ostrego dyzuru w okresie od stycznia do grudnia 2012 przyjeto 89 dzieci. Bylo
to 41 chlopcow i1 48 dziewczynek. Pacjenci byli w wieku od 2 do 17 roku zycia,
przy czym najliczniejsza grupa stanowity 4—latki.

73% dzieci pochodzito z miast, a 27% ze wsi. Srednio raz na 4 dni trafia
dziecko z cialem obcym zlokalizowanym w jamie nosowej. Jednak problem jest
jeszcze czgstszy, poniewaz ciala obce mogg by¢ zlokalizowane réwniez
w oskrzelach, przetyku i w uchu.

W analizowanym materiale organiczne ciala obce stanowity 68% (najcz¢$cie;j
byty to rosliny straczkowe, kukurydza, groszek, pestki), a 32% nieorganiczne
(plastikowe czeg$ci zabawek, guziki, §rubki, plastikowe kulki, styropian).

Dzigki odpowiedniej reakcji rodzicow i interwencji lekarzy laryngologéw
wszystkie ciata obce zostaty usuniete bez powiklan.

Niestety nie zawsze historie z cialem obcym w jamie nosowej dobrze si¢
koncza. Z kazdym wdechem zwigksza si¢ prawdopodobienstwo przesunigcia
przedmiotu ku dalszym odcinkom przewodu nosowego. Moze tam dojs¢ do
zablokowania ciata obcego, bowiem miejsce to jest wezsze niz sam otwor
nosowy. Cialo obce bedzie powodem dyskomfortu dla dziecka, obecnos¢ takze
moze stac si¢ przyczyna stanu zapalnego. Istnieje ryzyko aspiracji ciala obcego
do drog oddechowych, a w konsekwencji do zgonu dziecka z powodu
zadlawienia. Wigkszosci rzeczy wtozonych do nosa nie mozna zobaczy¢ inaczej
niz przy pomocy specjalnych narzgdzi i o$wietlenia. Dlatego nie wolno
lekcewazy¢ nastgpujacych objawow:

e bol nosa,
wyciek wydzieliny $luzowe;j,
zaczerwienienie nosa,
jednostronne lub obustronne uposledzenie droznosci nosa,
krwawienia z nosa,
ropna wydzielina z nosa o nieprzyjemnym zapachu, czesto podbarwiona
krwia.

W tabeli 1 przedstawiono kilka najbardziej istotnych wskazéwek, ktore moga
by¢ pomocne w uchronieniu dziecka przed aspiracja ciata obcego oraz
postgpowaniu w przypadku pojawienia si¢ objawdw alarmujacych.
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Tabela 1.

NIE WOLNO NALEZY

Unika¢ pozostawiania drobnych

Lekcewazy¢ jednostronne;j i~y .
przedmiotow w zasiggu matego

wydzieliny z nosa u dziecka. dziecka
Wpycha¢ ciata obcego w glab
nosa, bo grozi to jego przesunigciem Dostosowywaé zabawki
do gardta i aspiracja do drzewa odpowiednio do wieku dziecka.

oskrzelowego.

Zglosic¢ sie do lekarza zawsze
w przypadku zauwazenia
niepokojacych objawow.

Podejmowac nieprzemyslanej
préby usuwania ciata obcego.

Zrodto: opracowanie wlasne przy wykorzystaniu zasobow Internetu

Kiedy pilnie potrzebny jest lekarz?

e Kiedy nie jesteSmy w stanie sami usung¢ przedmiotu (nie daje sie
wydmuchac),

o Kiedy przedmiot, ktéry jest w nosie moze spowodowac¢ uszkodzenie btony
sluzowej nosa (bateria, ostry przedmiot),

¢ Kiedy ciato obce przesuwa si¢ do drog oddechowych,

¢ Kiedy pojawiaja si¢ krwotoki z nosa, krwiste wydzieliny, nieprzyjemny
zapach z nosa i ust dziecka, obrzek nosa.

7. Wnioski

Ciala obce tkwigce w jamie nosowej zwykle nie stanowia bezposredniego

zagrozenia zycia. Przy pomocy do§wiadczonego specjalisty laryngologa moga
by¢ usuniete szybko i bez powiklan, o czym §wiadcza wyniki analizowanego
materialu. Nalezy jednak pamigtac, ze nie jest to sprawa blaha i nie mozna tego
problemu lekcewazyc.
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Ciala obce nosa — stan zagrozenia Zycia czy blaha sprawa?

Streszczenie

Przedstawiona praca dotyczy zagadnienia cial obcych w jamie nosowej u dzieci jako czestego
problemu w praktyce ambulatoryjnej i klinicznej. W wigkszo$ci przypadkow aspiracja ciata
obcego zdarza si¢ u dzieci do 4 roku zycia, ktére podczas zabawy wktadaja sobie niepozadany
przedmiot do jamy nosowej. W niniejszej pracy przedstawiamy material zebrany w okresie od
stycznia do grudnia 2012, dotyczacy 89 dzieci, ktore zglosity si¢ do Kliniki Otolaryngologii
Dziecigcej, Foniatrii i Audiologii z powodu obecnosci ciala obcego w jamie nosowej. Najczesciej
byly to drobne elementy zabawek, cukierki i ro$liny straczkowe.

U wszystkich pacjentow dzigki, szybkiej i specjalistycznej pomocy lekarzy laryngologow, ciata
obce udato si¢ usungé bez powiktan. Jednak jest to sprawa, ktorej nie nalezy lekcewazyc,
poniewaz niewlasciwie udzielona pomoc lub bagatelizowanie objawdw i nie zgloszenie si¢
z dzieckiem do lekarza moze by¢ dramatyczne w skutkach.

Stowa Kluczowe: jama nosowa, ciato obce, dzieci

Foreign bodies in the nasal cavities — state of emergency or a small
problem?

Abstract

This article a detailed discussion of the different types of nasal foreign bodies which is a common
problem in clinical practice. Most of cases includes children up to 4 years old which put toys into
the nose during play. Our article presents clinical cases from January to December 2013, applies
for 89 children with foreign bodies in the nasal cavity. The most common were small pieces of
toys, candies and beans.

Due to fast and professional help all of foreign bodies were pulled out without any complications.
However, we cannot neglect this problem, because inappropriate first aid can be disastrous.

Keywords: nasal cavity, foreign bodies, children
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Kinesiotaping w kompleksowej fizjoterapii

Wstep

Kinesiotaping jest stosunkowo nowg metoda fizjoterapii, ktorej popularnosé
na przestrzeni ostatnich lat rosnie. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na pozytywny
odbidr tej metody zardwno przez personel medyczny, jak i przez pacjentow, oraz
rosnacy zasob badan naukowych, potwierdzajacych jej skuteczno$¢ w Swietle
paradygmatu Evidence Based Medicine — EBM — Medycyny Opartej na Faktach.
Badania na temat zastosowania kinesiotapingu wciaz trwaja, przyczyniajac si¢
do powstawania coraz to nowych dowoddéw naukowych, wspierajacych zar6wno
zastosowanie metody, jak i jej efektywnos¢. [1, 2, 3, 4]

Twoérca metody to chiropraktyk Kenzo Kase, ktory opracowal i rozwinat ja
w roku 1973 jako Kinesio Taping. Uzywane przez autora plastry to Kinesio Tex
Tape. W literaturze, w szczegolnosci anglojezycznej, mozna spotkac si¢ rowniez
z nazwami kinesiology taping oraz skrotami KT badz KTA. W artykule przyjeto
nazwe wystepujaca w nazewnictwie polskim najczesciej kinesiotaping. Nazwa
metody wskazuje na to, iz wykorzystuje ona nauke o ruchu czltowieka,
kinezjologig.[1, 5]

Poczatkowo kinesiotaping znajdowat zastosowanie przede wszystkim
w medycynie sportowej, by z czasem =zaistnie¢ w takich specjalnosciach
klinicznych, jak ortopedia, traumatologia, chirurgia narzadu ruchu, neurologia,
onkologia, ginekologia i potoznictwo czy pediatria. [2]
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Kinesiotaping moze by¢ stosowany w fizjoterapii zarowno jako metoda
samodzielna, jak i uzupetniajaca dla szeregu innych. Podstawowym jej zadaniem
jest wspomaganie struktur w obrebie uktadu ruchu w powrocie do prawidtowego
funkcjonowania za pomocg aplikacji stworzonych do tego celu plastrow. Tasmy
sa przy produkcji wstgpnie rozciggane do 15 — 25% a nastepnie przyklejane do
papierowego podkladu. Mozna je rozciagna¢ do 120 — 140% wyjsSciowej
dlugosci, natomiast po aplikacji charakteryzuje je zdolno$¢ powrotu do dtugosci
wyjsciowej. Bawelniane tasmy zostaly zaprojektowane w ten sposob, by
imitowa¢ fizyczne cechy ludzkiej skéry — uwaza si¢, ze majg podobng do
naskorka wage i grubos$¢, jak rowniez wlasciwos$ci elastyczne. Plastry nakladane
sa na odpowiednio przygotowana skore bezposrednio, w sposob uzalezniony od
zatozonego u danego pacjenta celu terapeutycznego. [1, 3, 6, 7]

1. Informacje ogdlne

1.1. Mechanizm dzialania

Sposob dziatania plastrow do kinesiotapingu polega na uniesieniu
i pofaldowaniu naskorka wraz z warstwa brodawkowa skory wlasciwe;.
Prowadzi to do zwickszenia mozliwosci przeptywu krwi w obrebie sieci
naczyniowej podbrodawkowej i w naczyniach lezacych w glebi skéry oraz
zwielokrotnienie transportu chtonki, poczawszy od wlosniczek chtonnych,
brodawek, poprzez sie¢ chlonng podbrodawkowa, do naczyn krwiono$nych,
dzieki czemu powstaja korzystniejsze warunki do regeneracji w obrgbie
miejsc zmienionych procesem chorobowym. W efekcie dochodzi do
normalizacji napig¢cia mig$niowego, powieziowego, uaktywnienia przeplywu
krwi 1 limfy, zmniejszenia dolegliwo$ci bolowych oraz poprawy motoryki. [8, 4]

1.2. Cel aplikacji

Cele, ktére sa stawiane przed poszczegélnymi technikami, to przede
wszystkim poprawa funkcjonowania ukladu mig§niowego, normalizacja napigcia
migsniowego (jego obnizenie badz podwyzszenie, w zaleznosci od potrzeb
pacjenta), usprawnienie przeptywu limfy, dzialanie przeciwbolowe wynikajace
z aktywacji endogennego systemu znieczulenia oraz poprawe lokalnego
mikrokrazenia. Do niewatpliwych zalet stosowania kinesiotapingu mozna
zaliczy¢ ciaggto$¢ oddziatywania, brak negatywnych odczu¢ skérnych u pacjenta
oraz oszczedno$¢ zwigzang ze stosunkowo dhlugim czasem korzystania z jednej
aplikacji (3 do 5 dni) [1].

1.3. Techniki aplikacji

Techniki naklejania plastréw maja za zadanie wspomdc naturalne procesy
samoleczenia zachodzace w organizmie ludzkim. [9, 10] Podstawowe techniki
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naklejania plastrow na skore, réznig si¢ migdzy soba pozycja wyjsciowa okolicy
ciala pacjenta poddawanej oklejaniu, stopniem rozciagnigcia plastra oraz
rozciggnieciem skory, na ktéra zostanie natozona tasma. Biorac pod uwage te
trzy elementy, rozrdznia si¢ nastgpujace techniki:

e Mig$niows, stosowang najczesciej. Przebieg tasmy odpowiada przebiegowi
miesnia, jest ona naklejana bez napiecia, za to w maksymalnym
rozciggnieciu mie$nia poddawanego terapii. W przypadku nadmiernego
napiecia mie$nia, w celu normalizacji tonusu migsniowego, tasme nakleja
si¢ od przyczepu dystalnego do proksymalnego, natomiast jesli zachodzi
potrzeba wspomagania funkcji mie$nia, sposob przyklejenia tasmy jest
odwrotny — od przyczepu proksymalnego do dystalnego,

e Wigzadlowa, w ktorej wykorzystuje si¢ napigcie plastra (25 — 100%).
Tasma naklejona bazowo na elementach kostnych ma za zadanie
wspomaga¢ prace wiezadel zarowno przy ich przecigzeniach, jak i po
urazach,

e Powieziows, ktora podobnie jak wigzadtowa wykorzystuje napigcie plastra
(0 — 85%). Aplikacja ma na celu korekcj¢ ulozenia powigzi na danym
obszarze, co wspomaga prawidtowa funkcje miesni i stawdw,

o Korekcyjng, bedaca modyfikacja techniki powigziowej. Stosuje si¢
rozciggnigcie plastra w zakresie od 25 do 75%, w zalezno$ci od stopnia
nasilenia miejscowych dolegliwo$ci bolowych,

e Limfatyczng, w ktorej stosuje si¢ bardzo niewielkie rozciggnigcie ta§my
(0 —25%). Podstawowym zadaniem tej techniki jest poprawa krazenia krwi
ilimfy, co pozwala minimalizowa¢ zastoje tkankowe 1 przyspiesza
ustepowanie standw zapalnych,

¢ Funkcjonalna, w ktorej stopien napigcia tasmy jest uzalezniony od zakresu
ruchu w danym stawie. Technika ma za zadanie wspomodc oslabione
miegsnie. [1,3, 5, 9].

2. Kinesiotaping w fizjoterapii klinicznej

2.1. Medycyna sportowa

Taping w pierwszej kolejnosci znalazt zastosowanie w medycynie sportowe;j,
ktora wykorzystywata t¢ forme fizjoterapii do zewnetrznego unieruchomienia
lub pozadanego zmniejszenia zakresu ruchu w réznych obszarach narzadu
ruchu. Taping sportowy jest uzywany zaréwno w przypadku uszkodzen kosci,
jak 1 urazoéw tkanek migkkich (migéni, §ciegien, wiezadel, kaletek maziowych,
powiezi). Jest to metoda wykorzystujaca sztywny przylepiec, ktéry ma za
zadanie dziata¢ na trzy sposoby: 1) redukowa¢ mechaniczng niestabilnos¢ stawu,
2) ogranicza¢ ekstremalne ruchy w stawie, 3) aktywowac propriocepcje
w obrgbie stawu objetego urazem. Taping moze by¢ skutecznym sposobem
profilaktyki, leczenia i fizjoterapii schorzen i urazéw w uktadzie ruchu, ma
jednak pewne ograniczenia. Nalezy do nich stosunkowo kroétki czas uzytkowania
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tasmy, ktora szybko traci swoje wiasciwosci stabilizujace, oraz do$¢ wysoki
koszt jej uzywania. [10] Kinesiotaping w sporcie na gruncie europejskim
zaistniat po raz pierwszy w roku 1998, i to wlasnie sport w duzej mierze
przyczynit si¢ do popularyzacji tej metody.

Gtowng zaleta stosowania kinesiotapingu w sporcie jest jego wysoka
skutecznos¢, co determinuje mozliwo$¢ kontynuacji treningu pomimo zaistniatej
dysfunkcji. Jest to niezwykle istotne u oséb, ktére zawodowo zajmujg si¢
sportem, poniewaz istniejacy uraz i zwigzany z nim bdl moga by¢ przyczyna
pojawienia sie zanikdéw mig$niowych zwigzanych z przenoszeniem obcigzen na
zdrowa strone ciala lub konczyng. Stosowana rownolegle z dopasowanym do
potrzeb pacjenta planem fizjoterapii, aplikacja kinesiotapingu pozwala ztagodzi¢
objawy bolowe i skorygowac ustawienie stawu, zabezpieczajac zawodnika przed
atrofia mie$niowa z nieczynno$ci. Doraznie, w przypadku przecigzen, wynikiem
ktorych jest obrzek, techniki limfatyczne przynosza pozytywne efekty w postaci
zmniejszenia wysigku w stawie. W koncowym etapie rehabilitacji na plan
pierwszy wysuwajg sie techniki zwigkszajace stabilno$¢ stawu, wspomagajace
czucie glebokie i funkcje miesni. Kinesiotaping w sporcie moze by¢ rowniez
stosowany profilaktycznie, w celu zabezpieczenia stawow i struktur migsniowo
— powieziowych przed przecigzeniem. [9] Badania wykazaly, ze kinesiotaping
jest skuteczng metoda w redukcji bolu podczas leczenia urazow tkanek migkkich
1 moze by¢ z powodzeniem stosowany jako uzupelnienie procesu usprawniania
po przebytym urazie tkanek migkkich wsrdd sportowcéw. Ponadto, szybsza
redukcja bélu pourazowego wpltywa na szybszy powrét zawodnika do pelnej
aktywnosci sportowej. [11]

2.2. Ortopedia i traumatologia

W schorzeniach ortopedycznych i traumatologii kinesiotaping jest stosowany
jako uzupetnienie nowoczesnej, kompleksowej fizjoterapii. W dzisiejszych
czasach coraz cze$ciej dochodzi do powstawania wad postawy, ktére wynikaja
ze zlych nawykow ruchowych 1 siedzacego trybu zycia. Dhugotrwale
przebywanie w pozycji siedzacej, praca przy komputerze, jednostronno$¢
ruchowa (czeste 1 dlugotrwate wykonywanie podobnych czynno$ci) prowadza
do przecigzen migénie grzbietu i obreczy barkowej i ich oslabienia, przy
jednoczesnym wiotczeniu nieuzywanych mie$ni brzucha. Nadwerezeniu ulegaja
rowniez §ciggna mies$ni przedramion (prostownikow oraz zginaczy nadgarstka).
Postawa ciata ulega przygarbieniu, mig$nie piersiowe przykurczaja sig, plecy
zaokraglaja, krazki migedzykregowe ulegaja obnizeniu, co z czasem prowadzi do
powazniejszych zmian degeneracyjnych. Zaburzona biomechanika ciala
prowadzi do powstania szeregu bolesnych dla pacjenta schorzen — dyskopatii,
rwy ramiennej, kulszowej, przecigzeniowych zespotow bolowych (lokie¢
tenisisty, bark golfisty). W tych czesto wystepujacych jednostkach chorobowych
ulge moga przynies¢ umiejetnie zastosowane, indywidualnie dobrane aplikacje
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kinesiotapingu. [9] W schorzeniach kregostupa 1 grzbietu zwigzanych
z przepukling jadra miazdzystego 1 dyskopatia, cele stawiane przed
kinesiotapingiem to przede wszystkim redukcja bolu, normalizacja napigcia
migsniowego 1 poprawa gry powieziowe] w obrebie tulowia. W przypadku
istnienia problemu stopy opadajacej, istnieje mozliwos¢ jej korekcji
1 mechanicznego wzmocnienia mig$ni odpowiadajacych za wyprost w stawie
skokowym. Wszystkie te cele mozna osiagnaé, stosujac techniki migSniowe,
korekcyjne i funkcjonalne. [12] Leczenie zespotow przeciazeniowych konczyn
gérnych moze by¢é wspomagane za pomoca kinesiotapingu. Za cel fizjoterapii
stawia si¢ wowczas dzialanie przeciwbolowe, odciazenie struktur obszaru stawu,
poprawe gry powieziowej oraz zmniejszenie obrzeku okolicy objetej procesem
chorobowym.

Szerokie  spektrum  zastosowan  kinesiotapingu = mozna  znalez¢
w traumatologii. ‘Smagniecie biczem’, uraz odcinka szyjnego kregostupa,
bedacy wynikiem gwattownego zgiecia i wyprostu tej okolicy najczesciej
w wyniku wypadku komunikacyjnego, nie zawsze wymaga zaopatrzenia
ortopedycznego w postaci kolnierza. Kinesiotaping moze w takim przypadku
peti¢ funkcje wspomagajaca proces powrotu do zdrowia, pod warunkiem
wczesniejszego wykluczenia ztamania kregu. W tym przypadku cel stosowania
metody to zwigkszenie stabilizacji zewnetrznej odcinka szyjnego kregostupa
oraz obnizenie i redukcja bolu. Przy ztamaniach i réznego rodzaju urazach
w obrgbie ukladu ruchu na plan pierwszy, oprocz dziatania przeciwbolowego,
wysuwa si¢ mozliwo§¢ uzyskania stabilizacji zewnetrznej oraz dziatania
przeciwobrzgkowego. Aplikacja limfatyczna w takich przypadkach pozwala
dodatkowo na szybsze ustgpowanie krwiakow. Jezeli po urazie pozostaje blizna,
ktora zmniejsza ruchomos¢ i ogranicza przesuwalno$¢ powiezi, oprocz technik
migkkiej terapii manualnej istnieje mozliwo$¢ zastosowania kinesiotapingu
wcelu poprawy gry powieziowej. W przypadku powstania pourazowych
skostnien wewnatrzstawowych wywotujacych bol, ograniczenie zakresu ruchow
w stawie, obrzek i lokalne zmniejszenie sity mie$niowej, w kompleksowym
postgpowaniu fizjoterapeutycznym mozna réwniez skorzysta¢ z aplikacji
wspomagajacych proces powrotu pacjenta do zdrowia. [12, 13]

Kolejng mozliwosciag uzycia kinesiotapingu jest wspomaganie za pomoca
tasm dzialan wynikajacych z programu rehabilitacji oséb z wadami postawy
i schorzeniami kregostupa. Drziatanie przeciwbdlowe i regulujace napigcie
migéniowe pozwalajag na korzystanie z tej metody w fizjoterapii w chorobie
Scheuermanna, ZZSK, plecach ptaskich, okraglych i wklesto — wypuktych.
Wykorzystanie plastréw moze mie¢ na celu uzyskanie nowych efektow
terapeutycznych badz utrwalenie rezultatdéw dotychczasowej terapii. [12]
Badania dotyczace wspomagania leczenia skolioz przez kinesiotaping wykazaty,
ze wybrane techniki pozwalajg na zmiane przebiegu linii stabilno$ci oraz
zrbwnowazenia tutowia, co znajduje odzwierciedlenie w postaci zmiany kata
talii. Ponadto, aplikacje taSm normalizujace napigcie migSniowe i powieziowe,
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zmieniaja obraz postawy dziecka ze skolioza w plaszczyznie czotowej
i strzatkowej. Pozwala to na przypuszczenie, ze kinesiotaping jako metoda
wykorzystujaca wiele form i technik terapeutycznych, moze by¢ pomocna
w realizacji programu usprawniania dzieci ze skoliozami. [14]

2.3. Neurologia

Kinesiotaping znajduje zastosowanie w terapii probleméw funkcjonalnych
u pacjentow, u ktorych w wyniku udaru moézgu dochodzi do porazenia
polowiczego. Rehabilitacja neurologiczna jest wiec kolejnym obszarem,
w ktérym mozna zastosowaé kinesiotaping. Porazenie potowicze stwarza
u pacjenta szereg probleméw funkcjonalnych, ktoérych rozwigzywanie mozna
wspomagac za pomoca ta§m terapeutycznych. W zalezno$ci od potrzeb pacjenta,
zastosowanie technik oklejania jest dowolne, natomiast najczeSciej stosuje si¢
techniki korekcyjne, mie§niowe (zaréwno rozluzniajace, jak i stymulujace) oraz
limfatyczne. Pozwalaja one na wspomaganie terapii takich zaburzen, jak
spastyka, niestabilno$¢ stawu skokowego, opadanie i obrzgk stopy i dioni,
niestabilno$§¢ stawu barkowego, ostabienie mig$ni tutowia czy problemy
funkcjonalne w obrebie twarzy. [15] Aplikacje migéniowe i1 wiezadlowe
przyczyniaja si¢ do obnizenia napigcia spastycznego i obrzgkow zastoinowych
w obrgbie konczyn porazonych. Ponadto badania wykazuja, iz zastosowanie
kinesiotapingu wptywa na poprawe wzorca chodu u os6b po udarze mozgu,
poddanych kompleksowej fizjoterapii. Zastosowanie indywidualnie dobranych
aplikacji mie$niowych i wigzadlowych ma istotny wplyw na poprawe funkcji
stawu skokowego, co znajduje przetozenie na poprawe stereotypu chodu.
Osiagniete efekty to wyrownanie dtugosci kroku, wydhuzenie fazy podporowej
przejmujacej ciezar ciala oraz zwigkszeniem predkosci chodu. [16] Znacznie
lepsze efekty w fizjoterapii pacjentéw po udarze mozgu uzyskuje si¢ przy
polaczeniu réznych metod, np. PNF z kinesiotapingiem. Badania wykazuja, ze
wlaczenie obydwu metod do programu usprawniania i rownolegte ich
stosowanie pozytywnie wplywa na poprawe funkcji konczyny gornej.
Zaobserwowano znaczng roznicge w funkcji konczyny gornej po zastosowaniu
aplikacji. Z funkcjonalnego punktu widzenia, czynno$¢ konczyny gornej
w znaczne] mierze zalezy od réwnowagi pomiedzy migéniami brzucha
a krotkimi  migéniami  przykregostupowymi, stabilizujacymi  kregostup
w odcinku piersiowym i ledzwiowym. W przypadku porazenia polowiczego,
rownowaga ta ulega zaburzeniu, poniewaz czesto dochodzi do zmniejszenia
aktywnosci tych migéni, skutkiem czego jest hiperlordoza ledzwiowa i boczne
pochylenie tutowia w strone przeciwng do porazonej. Aplikacja kinesiotapingu,
ktorej celem jest facylitacja postawy wyprostowanej i zmniejszenie rotacji
tutowia, moze wspomoc prawidlowe jego ustawienie, ponadto umiejscowienie
tasm w obrebie mig$ni kontrolujacych topatke pozwala na poprawe ruchomosci
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i stabilno$ci w obrebie stawu barkowego. Przeklada sie to bezposrednio na
poprawe funkcji konczyny goérnej. [17, 18, 19]

2.4. Onkologia

W onkologii kinesiotaping stosowany jest u pacjentek po mastektomii.
W wyniku usuniecia sutka wraz z weztami pachowymi oraz czgsto stosowanego
leczenia uzupeliajacego 1 systemowego (radioterapia, chemioterapia,
hormonoterapia), w obrebie konczyny gornej po stronie operowanej dochodzi do
obrzgku, bedacego jedna z przyczyn ograniczenia jej sprawno$ci. Wyraza sie
ona przede wszystkim w zmniejszeniu zakresu ruchéw oraz spadku sity
migéniowej konczyny. Badania przeprowadzone wsrod pacjentek po
mastektomii wskazuja na skutecznos¢ przeciwobrzekowa dziatania aplikacji
limfatycznych. Zastosowanie technik limfatycznych moze w do$¢ znacznym
stopniu (o okoto 25%) zmniejszy¢ obrzek w obregbie koficzyny gornej po stronie
operowanej. Skutkiem tego jest wzrost zakresu ruchu w stawach konczyny, oraz
zwigkszenie sity mig§niowej, bedace wynikiem normalizacji napi¢cia mie§niowo
— powigziowego przez dedykowana aplikacje. Dzieki zastosowaniu
kinesiotapingu, pacjentki zglaszaja zmniejszenie najczgstszych dolegliwosci
w obrgbie konczyny po stronie operowanej, do ktérych naleza uczucie
dyskomfortu, ciasnoty czy rozpierania. [20, 21]

2.5. Ginekologia i poloznictwo

Jednym z rozwigzan problemoéw zwigzanych z dolegliwo$ciami bélowymi
i obrzekami limfatycznymi, towarzyszacymi kobietom w ostatnich miesigcach
cigzy, jest kinesiotaping. Stosowane techniki, poprzez oddzialywanie na
powiezi, mig$nie oraz wiezadla, moga korzystnie wptywa¢ na zmniejszenie
niepozadanych zaburzen z zakresu biomechaniki zmienionego przez ciaze
organizmu. Odpowiednia aplikacja plastrow powoduje zaréwno subiektywne
zmniejszenie bolesnosci okolicy ledzwiowo — krzyzowej, jak i obiektywne
zmniejszenie obwodoéw konczyn dolnych w poréwnaniu do stanu sprzed
aplikacji, co $wiadczy o skuteczno$ci metody. Jedna z jej podstawowych zalet
jest brak inwazyjnosci. Plastry wlasciwos$ciami fizycznymi zblizone sa do skory,
co pozwala na ich proste i bezpieczne zastosowanie u kobiet w cigzy. Sa one
antyalergiczne, a odpowiednia budowa powoduje torowanie pozytywnej
informacji czuciowej poprzez skore i receptory. Co wigcej, plastry sa tatwo
akceptowane przez przyszie matki, gdyz nie ograniczaja mozliwosci
wykonywania czynno$ci zycia codziennego. Pozwala to na utrzymanie efektu
terapeutycznego przez 24 godziny na dobe, przez okres od kilku dni do kilku
tygodni, stajac si¢ przez to metoda oszczgdng i wykluczajaca dodatkowe
zagrozenia. Istotna jest rowniez mozliwo$¢ indywidualnego podejscia do
probleméw 1 potrzeb kazdej kobiety w ciazy poprzez dopasowywanie
dostepnych technik do istniejacych dolegliwosci. [5, 22, 23, 24]
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Wsroéd wielu  dostgpnych aplikacji  kinesiotapingu, u kobiet w ciazy
najczesciej wykorzystuje sie te, ktore pomagaja przysztym matkom lepiej znosi¢
dolegliwosci wynikajace ze zwigkszonego obciazenia ukladu ruchu. Metoda
moze by¢ czynnikiem wspomagajacym prace mig$ni brzucha. Dzigki
odpowiedniej aplikacji plastra istnieje mozliwo$¢, w zalezno$ci od potrzeb
kobiety, zwiekszenia badz zmniejszenia napigcie migsnia prostego brzucha
i mie$ni skosnych zewnetrznych oraz wewnetrznych. Skutkiem odpowiednio
dobranej aplikacji bedzie przywrocenie dziatania tych miegs$ni jako ‘gorsetu’,
utrzymujacego prawidtowa postawe i zapobiegajacego bolom krzyza. Ponadto,
kinesiotaping bedzie w tym przypadku dziatal jako zabezpieczenie przed
nadmiernym rozcigganiem skoéry i powstawaniem rozstepow. Roéwnolegle
z umieszczeniem plastrow w obszarze brzucha, czesto stosuje sie aplikacje
okolicy ledzwiowo — krzyzowej, majace na celu stabilizacje i wspomaganie
migsni 1 wiezadel. Dzigki takiemu dzialaniu uzyskujemy symetryczne
wyrdéwnanie napiecia mie$ni prostownikéw kregoshupa. Aplikacja obejmujaca
stawy krzyzowo — biodrowe wywola stabilizacj¢ tego obszaru i usprawnienie
przeptywu limfy. Zastosowanie obydwu aplikacji wplynie na zmniejszenie
odczuwalnego bolu. W trzecim trymestrze ciazy, wiele kobiet odczuwa
dyskomfort zwiazany z uciskiem powigkszajacej si¢ macicy na przepone.
Rosngcy ptod zmniejsza mozliwosci swobodnego przemieszczania si¢ tego
migénia, i w konsekwencji powoduje trudnosci w oddychaniu. Ucisk na bogato
unerwiong przepone powoduje bol jej samej, jak réwniez duze
prawdopodobienstwo odczuwania dolegliwosci w obrgbie zeber, a nawet
obreczy barkowej. Prawidlowo wykonana aplikacja zmniejsza bol i ulatwia
oddychanie. Kinesiotaping oferuje rowniez bezpieczne sposoby radzenia sobie
z obrzekami limfatycznymi konczyn, szczegolnie konczyn dolnych, bedacymi
czgstym problemem kobiet w cigzy. Techniki limfatyczne ulatwiaja odptyw
chlonki ze wspomnianych rejondw, dzigki zmniejszeniu nacisku skory i powiezi
na naczynia i przewody chtonne. Zmniejszenie obrzekdéw poprawia komfort
funkcjonowania przysztych matek. [1, 5, 23, 24, 25]

2.6. Pediatria

Kinesiotaping znajduje réwniez zastosowanie w pediatrii, stwarzajac szereg
mozliwosci rozszerzenia standardowej terapii o nowe oddziatywania. W terapii
dziecka z opdznieniem ruchowym, istnieje mozliwo$¢ zastosowania plastrow
w polaczeniu z metodami neurofizjologicznymi, na przyktad NDT — Bobath.
Dobrana indywidualnie do potrzeb pacjenta aplikacja kinesiotapingu
z powodzeniem moze wspomagac u dziecka funkcje podporowe czy zmniejszac
badz zwigkszaé napigcie migsniowe, w sposob istotny wptywajac na wygaszanie
patologicznych odruchéw neurologicznych, przez co wspomagany jest rozwoj
dziecka. Sterowanie napieciem migsniowym dziecka bezposrednio przeklada sie

33



Kinesiotaping w kompleksowej fizjoterapii

na tworzenie nowych mozliwosci lokomocji. Metoda daje réwniez mozliwo$¢
zmniejszania obrzgkow i parestezji. [26, 27]

Fizjoterapia schorzen reumatycznych w pediatrii moze by¢ takze
wspomagana przez odpowiednio dobrane sposoby aplikacji kinesiotapingu, bez
wzgledu na wiek 1 wczedniejsze leczenie pacjenta. W przebiegu chordb
reumatycznych w wieku rozwojowym dochodzi do powstawania w uktadzie
ruchu stanu zapalnego, bedacego przyczyna przewleklego i nawracajacego bolu.
Toczacy si¢ stan zapalny sprzyja destrukcji elementéw czynnych i biernych
stawow. Kinesiotaping w przypadku choréb reumatycznych ma za zadanie
wspiera¢ funkcje stawow objetych procesem zapalnym, dzieki poprawie czucia
glebokiego, korekcji ich ustawienia oraz regulacji napigcia mig$ni, co
w znacznym stopniu  wplywa na zmniejszenie bolu. Aplikacja tasm
terapeutycznych moze by¢ rowniez pomocna, gdy zachodzi potrzeba
przywrdcenia utraconych funkcji. Poprawa mozliwosci lokomocyjnych dzieci,
u ktorych stosuje si¢ oklejanie, stanowi istotne wsparcie kompleksowej
fizjoterapii. Co istotne, nie ma przeciwwskazan do taczenia kinesiotapingu
z innymi metodami, a metoda jest tatwo akceptowana zaréwno przez dzieci, jak
i rodzicow. [26, 28]

3. Podsumowanie

Kinesiotaping jest stosowany od kilkudziesieciu lat jako sposob leczenia
dolegliwosci bolowych w obrebie stawow oraz migsni, jak rdwniez
w zmniejszaniu skutkéw urazéw i przecigzen w obrebie uktadu migsniowo—
szkieletowego. Metoda, ktorej popularnos$¢ i powszechnos¢ uzycia ro$nie, ma
zaréwno zwolennikow, ktorzy uwazaja, ze przynosi dobre efekty terapeutyczne,
jak i przeciwnikéw, twierdzacych, ze wykorzystanie plastrow nie jest poparte
publikacjami wynikéw opartych na realnych dowodach naukowych.
Przedstawione w pracy mozliwo$ci wykorzystania kinesiotapingu potwierdzaja
szerokie spektrum zastosowan metody jako elementu kompleksowej fizjoterapii
w wielu specjalno$ciach klinicznych. Nalezy zaznaczy¢, ze kinesiotaping
powinien by¢ rozpatrywany jako wart rozwazenia S$rodek dodatkowy -
wspomagajacy indywidualny plan rehabilitacji w wybranych przypadkach
klinicznych, gdyz jako metoda samodzielna, rzadko bywa wystarczajacy. Dalsze
badania przyczynig si¢ do lepszego poznania mechanizmoéw dziatania metody
1 umozliwig znalezienie dla niej nowych zastosowan.
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Kinesiotaping w kompleksowej fizjoterapii

Streszczenie

Kinesiotaping to metoda, ktdrej popularno$¢ zaré6wno wsréd personelu medycznego, jak
i pacjentow, wzrasta. Poczatkowo metoda znajdowata zastosowanie glownie w medycynie
sportowej, z czasem zaistniala rowniez w takich specjalnosciach klinicznych, jak ortopedia,
traumatologia, chirurgia narzadu ruchu, neurologia, onkologia, ginekologia i poloznictwo czy
pediatria. Kinesiotaping polega na umieszczaniu na skorze pacjenta zaprojektowanych w tym celu
plastréw, naklejanych w rézny sposéb w zalezno$ci od zatozonego celu terapeutycznego. Metoda
moze dziata¢ bezposrednio na migsnie (normalizujac napigcie migsniowe), wiezadla i powigzi.
Sposob aplikacji warunkuje réwniez dziatanie stabilizujace, korekcyjne, limfatyczne oraz
funkcjonalne. Kinesiotaping niesie ze soba wiele mozliwosci oddzialywania i stanowi cenne
uzupehienie metod stosowanych w fizjoterapii.

Stowa Kluczowe: Kinesiotaping, Fizjoterapia, Rehabilitacja, Taping
Kinesiotaping in complex physiotherapy

Abstract

Kinesiotaping is the method, which popularity increases among medical staff as well as patients.
Initially, the method had been used in sports medicine, over time it arised also in such clinical
specialties, as orthopedics, traumatology, musculoskeletal surgery, neurology, oncology,
gynecology and obstetrics, and pediatry. In kinesiotaping it is essential to put on patient’s skin the
tapes, specially designed for the method, in the manner dependent on the assumed treatment
targets. The method can act directly on the muscles (normalizing muscle’s tension), ligaments and
fascias. Applications manner contributes to stabilizing, corrective, lymphatic and functional action.
Kinesiotaping creates many opportunities of therapeutic influence and comprises valuable
addendum of methods used in physiotherapy.
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Kwas foliowy — skutki blednej suplementacji, wady cewy
nerwowej

Wstep

Kwas foliowy (folacyna, witamina B9, witamina M, witamina Bl11) to
organiczny zwigzek chemiczny, ktéry nalezy do grupy witamin B. Jego nazwa
pochodzi od tacinskiego stowa folium oznaczajacego "lis¢". Termin witamina B9
utozsamia si¢ z cala grupa zwiazkow (ustalono, ze moze istniec teoretycznie ok. 150
rozmaitych form kwasu foliowego; w przyrodzie jest ich nieco mniej, bo okoto 20
rodzajéw). Najbardziej aktywna forma jest kwas lewomefoliowy (S—-MTHF).

Zwiazki te charakteryzuja si¢ podobng aktywno$cig biologiczng. Kwas
foliowy jest najbardziej stabilnym i najlepiej przyswajalnym zwiazkiem z tej
grupy. Rzadko wystepuje w zywnoSci, jest natomiast czgsto stosowany jako lek,
suplement, a takze jako sktadnik dodawany do produktéw spozywczych w celu
ich wzbogacania [1]. Zwiazki te sa wrazliwe na dziatanie wysokiej temperatury,
promieni stonecznych oraz kwasowos$¢ srodowiska. Podczas przechowywania
ulegaja utlenieniu do mniej przyswajalnych pochodnych. Gotowanie powoduje
straty foliandéw rzedu 50-90% ich zawartosci wyjsciowej [2]. Wielkos¢
zapotrzebowania na foliany jest bardzo trudno oceni¢. Zaleca si¢ spozywanie
180-200 mg na dobe przez osoby doroste, natomiast kobiety ciezarne powinny
spozywacé 400 mg folianéw na dobe. Wedtug polskich norm zalecane spozycie
folianoéw dla 0sob dorostych wynosi od 280 do 340 pg dziennie, w zaleznosci od
ptci, wieku i1 aktywnoSci fizycznej. W Stanach Zjednoczonych Ameryki zalecane
dzienne spozycie jest wicksze i wynosi 400 pg dziennie [3].

Kwas foliowy jest substancja egzogenna, musi by¢ dostarczony
z pozywieniem, gdyz sam organizm nie potrafi go wytworzyé. W organizmie
cztowieka moze by¢ jedynie syntezowany przez bakterie jelitowe. Wigkszosé
folianéw organizm cztowieka przyswaja jednak z zywnosci. Foliany wystepuja
w wigkszosci produktéw spozywczych, zardwno pochodzenia roslinnego jak
1 zwierzecego. Znajduja si¢ w lisciastych warzywach, (np. w szpinaku, ale takze
w safacie, kapusScie, brokutach, szparagach, kalafiorze, brukselce) oraz
w mniejszych ilo$ciach w pomidorach, grochu, fasoli, soczewicy, soi, burakach,
orzechach, stoneczniku, drozdzach piwnych, watrobie, zottku jaja, pszenicy,
bananach i awokado. Przecigtna dieta dorostego cztowieka pokrywa do 50%
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dobowego zapotrzebowania na kwas foliowy. Bogate w kwas foliowy sa takze:
sok z pomaranczy, cykoria, groszek cukrowy, rzepa, pszenica i zarodki ziaren
pszenicy. Przy przygotowywaniu positkow nalezy pamietaé, aby warzywa byly
gotowane krotko, gdyz dlugie gotowanie niszczy wiele witamin [4]. W wielu
krajach (np. Stany Zjednoczone Ameryki Péinocnej), ale nie w Polsce kwasem
foliowym wzbogaca si¢ chleb.

1. Znaczenie folianéw w procesach biochemicznych

Kwas foliowy, podobnie jak inne witaminy, pelni w organizmie wiele
waznych funkcji. Kwas foliowy reguluje wzrost i funkcjonowanie komorek,
bierze udzial w syntezie kwasow nukleinowych, czyli materialu genetycznego
komoérek, co czyni go niezbednym w procesie wzrostu i rozmnazania.
Uczestniczy w produkowaniu hormonu szczescia — serotoniny, czyli wplywa na
ludzki system nerwowy, w syntezie noradrenaliny aktywizujacej nasz organizm
oraz bierze udzial w tworzeniu czerwonych krwinek — zapobieganie anemii [5].
Wplywa na poziom homocysteiny, tj. aminokwasu, od ktorego zalezy nasze
zdrowie, zapobiega chorobom serca, wylewom, zakrzepom zylnym [6].
W ukladzie pokarmowym pomaga w sprawnym funkcjonowaniu watroby (jako
kofaktor enzymow), jelit i zotadka oraz tworzy sok zoladkowy. Ponadto kwas
foliowy zmniejsza ryzyko wystapienia raka jelita grubego (okreznicy), zotadka,
szyjki macicy, raka phuc, trzustki, przetyku, zotadka, szyjki macicy, jajnika
isutka, a takze nerwiaka niedojrzalego i biataczki [7]. Dziata uspokajajaco
1kojaco na zmysty. Pomaga radzi¢ sobie ze stresem. W okresie ptodowym
reguluje rozwdj komoérek nerwowych. Osoby o mniejszym stezeniu kwasu
foliowego we krwi tatwiej i cze$ciej popadaja w depresje. Jesli nie przyjmujemy
odpowiedniej porcji aktywnych biologicznie folianow moze dojs¢ do
zahamowania wzrostu i odbudowy komoérek w organizmie (powstaja stany
zapalne jezyka oraz blony S$luzowej warg), anemii megaloblastycznej
(makrocytowej), czyli matej ilo§¢ czerwonych cialek we krwi. Skutkiem tego
moze by¢ uczucie przemeczenia, klopoty z koncentracja, stany niepokoju, lgku,
depresja, nadmierna drazliwo$¢, bezsennos$¢, roztargnienie oraz problemy
z pamiecig [8,10]. Dodatkowo mogg pojawié¢ si¢ zaburzenia w trawieniu i we
wchianianiu sktadnikow odzywczych, niedozywienie, biegunka, zmniejszony
apetyt, obnizona masa ciata, uczucie kotatania serca, przedwczesna siwizna
u dzieci 1 mlodziezy zahamowanie wzrostu. Niestety nadmiar folianow tez moze
powodowa¢ niekorzystne skutki dla organizmu: bezsennos$¢, rozdraznienie,
depresjg, zaburzenia zotadkowo—jelitowe, skorne reakcje alergiczne (wysypka,
zaczerwienienie, swedzenie), w rzadkich przypadkach skurcz oskrzeli. Ponadto
nadmiar kwasu foliowego w czasie cigzy zwieksza ryzyko zachorowania przez
dziecko na astmg. Nalezy jednak pamigtaé, ze duzo cze$ciej wystepuje niedobor
niz nadmiar, poniewaz kwas foliowy jest substancja rozpuszczalng w wodzie
ijego nadmiar jest wydalany przez nerki. Nie tylko spozywanie kwasu
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foliowego jest wazne. Istotng role odgrywa tez wchlanianie tej witaminy ze
$wiatla przewodu pokarmowego. Dzigki takim substancjom, jak kompleks
witamin z grupy B: witamina B6, kwas para—aminobenzoesowy (PABA),
witamina B12, witamina H oraz witamina C, mozemy zoptymalizowaé ten
proces. Istnieja tez czynniki pogarszajace wchianianie: $wiatlo (cze$¢ foliandw
jest rozktadana pod wplywam $wiatla), alkohol, wysoka temperatura oraz
hormonalne $rodki antykoncepcyjne.

2. Kwas foliowy w ciazy

Badania naukowe w wielu o$rodkach na $wiecie potwierdzity role kwasu
foliowego w 70% redukcji wad cewy nerwowej. Kazda kobieta, ktora planuje zajs¢
w cigze lub juz stara si¢ o dziecko powinna przyjmowac profilaktycznie dawke
0,4 mg kwasu foliowego dziennie (czyli jeszcze w okresie przedkoncepcyjnym)
[11]. Prawidlowy poziom kwasu foliowego w organizmie kobiety jest niezwykle
istotny, zwlaszcza dla przysztych matek oraz ich nienarodzonych dzieci. Nalezy
zaznaczy¢ ze okoto 50% cigz w Polsce jest nieplanowanych, wigc kazda kobieta
prowadzaca aktywne zycie seksualne powinna suplementowaé witaming B11.
Z tego powodu zaleca si¢ suplementacje odpowiedniej dawki kwasu foliowego
wszystkim kobietom, ktore planuja cigze — przede wszystkim ze wzgledu na jego
znaczenie w profilaktyce wad cewy nerwowej u ptodu.

Do wad cewy nerwowej zaliczane sg rézne postacie kliniczne wad o$rodkowego
uktadu nerwowego, ktére powstaja w wyniku zaburzenia procesu zamykania si¢
cewy nerwowej. Zaburzenie to w obrebie glowowego odcinka cewy jest przyczyna
bezmozgowia i przepuklin mézgowych. Jesli natomiast dotyczy dolnego odcinka
cewy nerwowej, to prowadzi do powstawania przepuklin rdzeniowych. Do wad tych
naleza bezmodzgowie, rozszczep kregostupa, przepuklina oponowo-rdzeniowa.
Wady cewy nerwowej powstaja podczas pierwszych czterech tygodni zycia
ptodowego, kiedy kobieta bardzo czesto nie wie jeszcze, ze jest w ciazy. Wady
cewy nerwowej sg wynikiem zaburzenia w przeksztatcaniu si¢ rynienki nerwowe;j
w cewe. Prawidlowe zamkniecie si¢ rynienki nastgpuje w 25 dniu-—zamknigcie
otworu przedniego oraz w 27 dniu—zamkniecie otworu tylnego. Z 2/3 przednich
cewy powstaje mézg natomiast z tylnej 1/3 rdzen kregowy. Najwiecej wad
lokalizuje si¢ w odcinku lgdzwiowo— krzyzowym kregostupa. Rozszczep
kregostupa moze by¢ torbielowaty lub zamkniety. W przypadku torbielowatego
rozszczepu kregoslupa widoczna jest cysta, zawierajgca ptyn mozgowo-rdzeniowy
(przepuklina oponowa) lub plyn moézgowo-rdzeniowy oraz rdzen krggowy
(przepuklina oponowo-rdzeniowa). Wady dotyczace moézgowa zazwyczaj sa
letalne. Dziecko rodzi si¢ martwe lub umiera szybko po porodzie. Urodzenie sig¢
dziecka z wada jest jednoznaczne z rozpoznaniem rodziny zwickszonego ryzyka
genetycznego. Ryzyko wystapienia wady u kazdego kolejnego dziecka wynosi
okoto 4% 1 ro$nie w miar¢ pojawiania si¢ nowych przypadkéw wad u kolejnych
cztonkow potomstwa (po urodzeniu dwojga dzieci z WCN ryzyko to przekracza
10%).
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Kwas foliowy w cigzy pomaga zapobiega¢ niedokrwistosci (anemii)
ciezarnych. Niedobdr kwasu foliowego podczas cigzy stwarza rowniez inne
niebezpieczenstwa. Male jego spozycie wiaze si¢ ze zwickszonym
prawdopodobienstwem wystapienia przedwczesnego porodu i urodzenia dziecka
z matg masg urodzeniows.

Prawidlowa podaz kwasu foliowego jest niezwykle istotna u kobiet w okresie
cigzy. W celu profilaktyki wad cewy nerwowej u plodu, zaleca si¢
przyjmowanie 0,4 mg kwasu foliowego dziennie, przez okres poczawszy od
trzech miesiecy przed planowang ciaza, az do 12 tygodnia cigzy. W praktyce, ze
wzgledu na duzy odsetek cigz nieplanowanych, zaleca sig, aby wszystkie
kobiety w wieku rozrodczym, przyjmowaty stale doustng suplementacje kwasu
foliowego w dawce 0,4 mg. U kobiet, ktére urodzity juz jedno dziecko z wada
cewy nerwowej, zaleca si¢ profilaktyke dawka 5 mg kwasu foliowego na dobe.
Panie, ktore przyjmuja leki przeciwpadaczkowe (kwas walproinowy) powinny
otrzymywa¢ 1,0 mg kwasu foliowego dziennie. W trakcie cigzy
zapotrzebowanie na witamine wzrasta nawet czterokrotnie.

Kwas foliowy mozna przyjmowaé z preparatami multiwitaminowymi
zawierajacymi odpowiednig ilo§¢ kwasu foliowego. Preparaty te mozna kupic¢
w aptece bez recepty. Mozna tez spozywac ptatki zbozowe wzbogacone w kwas
foliowy. Przyjmowanie przez kobiety z obcigzeniami genetycznymi 4,0 mg
kwasu foliowego codziennie przez miesiac przed spodziewanym zaptodnieniem
1 przez 3 pierwsze miesiace cigzy zmniejsza ryzyko wystapienia wad cewy
nerwowej u ptodu o 75%.

Trudno jest jednak przekona¢ mtode kobiety, ktore czuja si¢ zdrowo i nie
planuja cigzy do dzialan profilaktycznych. Stad w Polsce rodzi si¢ 1-2 dzieci
z wadami ukladu nerwowego na 1000 zywych urodzen. Ponadto 90% dzieci
z wadg rodzi si¢ zdrowym matkom i w rodzinach, w ktorych nigdy wcze$niej
taka wada nie wystapila. Bezmozgowie jest wadg letalna czyli $miertelna.
Przepukliny rdzeniowe stanowia przyczyne wczesnej umieralnosci dzieci.
Interwencja chirurgiczna w przypadku ,,otwartych” przepuklin rdzeniowych
sprawia, ze ok. 40% dzieci przezywa 7 lat, lecz tylko 1% z nich nie wykazuje
cech kalectwa. Polska nalezy do krajow o najwiekszym wspotczynniku zgondw
z powodu rozszczepu kregostupa i wodogltowia. Wady cewy nerwowej stanowia
istotng przyczyne umieralnosci okotoporodowej dzieci 1 umieralnosci
niemowlat. Poniewaz efekty leczenia chirurgicznego sa ograniczone, sprawa
najistotniejsza jest profilaktyka pierwotna tych wad.

2.1. Badanie

Praca zawiera wyniki badania przeprowadzonego metoda ankietowa. Ankieta
sktadata sie 20 pytan. Do badania wiaczono kobiety cigzarne hospitalizowane
w latach 2012-2013 w Klinice Potoznictwa i Patologii Ciazy w Samodzielnym
Publicznym Szpitalu Klinicznym nr 1 w Lublinie. W$réd 72 ankietowanych
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wiekszo$¢ (42 ciezarne) miescila si¢ w przedziale wiekowym od 21-30 roku
zycia, 28 ankietowanych byta w wieku od 31-40 roku zycia, dwie cigzarne byto
w wieku od 15-20 roku zycia. Ankieta byla skierowana do kobiet w wieku
rozrodczym, w celu ukazania §wiadomosci kobiet na temat profilaktyki wad
cewy nerwowej. Wsrod 42 kobiet w wieku od 21-30 roku zycia 35 z nich
podaje, ze cigza byla planowana, natomiast tylko 25 z nich suplementowala
kwas foliowy przed cigza, kazda z 35 pan spozywala kwas foliowy w ciazy.
Wsrod tej grupy wiekowej 15 kobiet nie wie jaka dawke kwasu foliowego
powinna spozywacé. Wigkszos¢ ankietowanych wie, ze kwas foliowy ma
najwigkszy wplyw na pierwszy trymestr ciazy, tylko 3 ankietowane uwazaja, ze
kwas foliowy jest wazny zarowno w I, I jak i III trymestrze ciazy. W tej grupie
wiekowej 34 ankietowane wigze brak lub nieprawidtowa suplementacje kwasu
foliowego w ciazy z ryzykiem rozwoju wad cewy nerwowej u dziecka,
3 ankietowane uwazaja, ze kwas foliowy niezbedny jest w zapobieganiu rozwoju
anemii u kobiety ciezarnej. Dwie ankietowane uwazaja, ze spozywanie kwasu
foliowego w cigzy ma uchroni¢ dziecko przed rozwojem wad chromosomalnych
typu zespolu Downa, zespolu Edwardsa a takze przed autyzmem. Jedynie
3 ankietowane podaja, ze suplementacja kwasu foliowego chroni ci¢zarng przed
zakazeniami wewnatrzmacicznymi.

Grupa ankietowanych w wieku 3140 lat liczyta 28 kobiet, 16 spos$rdd nich
planowalo ciaze, 12 — cigzy nie planowato. 4 kobiety, ktore planowaty zaj$cie
w cigzeg, nie spozywaty kwasu foliowego przed ciaza, dla kazdej z nich to nie
jest pierwsza cigza. Prawidlowo wiaza konieczno$¢ spozywania kwasu
foliowego w celu zapobiegania rozwoju wad cewy nerwowej u dziecka, a takze
wszystkie wiedza o tym, ze kwas foliowy ma najwazniejsze znaczenie
w [ trymetrze cigzy. Jedynie 8 kobiet, ktore planowaly zajScie w cigze oraz,
ktore spozywaly kwas foliowy jeszcze w okresie przedcigzowym wie jaka
dawka jest zalecana w profilaktyce wad cewy nerwowej. Grupa kobiet
nieplanujgcych zaj$¢ w ciaze liczy zaledwie 2 cigzarne, ktdre prewencyjnie
spozywaly kwas foliowy w okresie prokreacyjnym, przed ciaza. Pozostate 10
kobiet kwasu foliowego przed ciaza nie spozywaly, mimo ze kazda z nich
prawidtowo zaznaczyta w ankiecie I trymestr jako ten, w ktorym kwas foliowy
odgrywa najwigksze znaczenie. W tej grupie ankietowanych jedynie 4 kobiety
uwazaja, ze profilaktyczne spozywanie kwasu foliowego chroni przed
wystepowaniem wad genetycznych tj.: zespotu Downa, zespotu Edwardsa oraz
autyzmu. Pozostale 24 ankietowane prawidtowo odpowiedzialy, ze profilaktyka
wad cewy nerwowej wiaze si¢ ze spozywaniem kwasu foliowego.

Ostatnia grupa badanych w wieku 15-20 liczyta tylko dwie kobiety. Jedna
z nich podaje, ze cigza byta planowana. Obydwie ankietowane nie spozywaty
kwasu foliowego przed cigza, prawidtowo odpowiedzialy, ze kwas foliowy
najwazniejszy jest w I trymestrze cigzy oraz zapobiega rozwojowi wad cewy
Nerwowe;j.
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2,78%

m15-20 lat
m21-30 lat
31-40 lat
Wykres 1. Wiek kobiet w cigzy wsrod ankietowanych
Znany .
Znana Zwiazek
. . trymestr .
Suplementacia Suplementacjajprawidlowa W czasie suplementacji
. Liczba Ciaza P . 1 kwasu dzienna , kwasu
Wiek . kwasu foliowego . ktorego .
pacjentek | planowana . foliowego dawka . . | foliowego z
przed ciazg . I tacj .
w ciazy kwasu et wystepowanie
foliowego ) JE_ES L. WCN
najwazniejszd
15-20 2 1 0 2 0 2 2
21-30 42 35 25 42 27 39 34
31-40 28 16 24 28 8 28 28
Lacznie 72% 72,22% 68,05% 100% 48,61% 95,83% 88,89%

3. Podsumowanie

Foliany pelnia istotng role w krwiotworzeniu oraz w metabolizmie
homocysteiny i w rezultacie zapobiegaja pojawieniu si¢ wrodzonych wad cewy
nerwowej i prawdopodobnie zmniejszaja zagrozenie chorobami uktadu krazenia.
Zbyt niska podaz folianéw przyczynia si¢ do ograniczenia remetylacji
homocysteiny do metioniny, co skutkuje hiperhomocysteinemia [12]. Foliany sa
niezbedne dla prawidlowego dziatania osrodkowego uktadu nerwowego, a ich
niedobdr sprzyja demencji, zaburzeniom funkcji poznawczych i depres;ji.
Zawarto$¢ kwasu foliowego przyjmowanego z pokarmem jest niewystarczajaca
w okresie cigzy, dlatego suplementacje powinny stosowa¢ wszystkie kobiety
w wieku rozrodczym, ktore moga zajs¢ w cigze. Dzienna dawka kwasu
foliowego jaka powinna zostaé przyjeta wynosi 0,4mg. Czas trwania
suplementacji to minimum 3 miesiace przed zajSciem w cigz¢ i pierwsze 12 tyg.
cigzy. Ostatnio proponuje si¢ wydluzenie czasu przyjmowania kwasu foliowego
do 16 tygodni przed zajSciem w cigze lub zwigkszenie dawki dobowej do
800 pg/d.

Podczas suplementacji kwasu foliowego nalezy pamieta¢ o czynnikach
obnizajacych jego przyswajalnos¢, miedzy innymi sa to: palenie papierosow,
picie alkoholu a takze leki: metformina, leki przeciwpadaczkowe, doustne
hormonalne leki antykoncepcyjne, sulfonamidy oraz cytostatyki.
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W $wietle wynikéw przeprowadzonych przez nas badan, okazuje sie, ze
wszystkie kobiety w cigzy spozywaty kwas foliowy. 68% ankietowanych
suplementowato kwas foliowy przed ciazg. 89% kobiet wiaze prawidtowo
suplementacj¢ kwasu foliowego z profilaktyka wad cewy nerwowe;j.
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Kwas foliowy — skutki blednej suplementacji, wady cewy nerwowej

Streszczenie

Kwas foliowy — witamina niezb¢dna do prawidlowego rozwoju CUN. W naszej prezentacji
chcieli$my przyblizy¢ problem wlasciwej suplementacji oraz skutki jakie wigza si¢ z jego brakiem.
Program Pierwotnej Profilaktyki Wad Cewy Nerwowej wprowadzony w 1997 r. w Polsce zaklada,
ze kazda kobieta w okresie prokreacyjnym, ktora moze zajs¢ w cigzg, powinna spozywac dzienna
dawke 0,4 mg. Wady cewy nerwowej powstaja w | trymestrze cigzy, dlatego niezmiernie wazna
jest suplementacja kwasu foliowego zaréwno przed jak i w czasie tego okresu. Najczgstszg wada
cewy nerwowej jest przepuklina oponowo-rdzeniowa odcinka ledzwiowo—krzyzowego
prowadzaca do kalectwa. Cze$¢ wad jest niewykrywalna w kontrolnym badaniu USG, jakiemu
powinna si¢ poddawaé kazda kobieta w ciazy, co wigze si¢ z opodznionym wdrozeniem
specjalistycznej pomocy medycznej i wigkszymi komplikacjami zdrowotnymi. Najcigzsze wady
jakimi sg bezmoézgowie 1 przepuklina czaszkowa sa w wickszosci wadami letalnymi.
W prezentacji przedstawione sg rowniez wyniki ankiety skierowanej do kobiet w cigzy, na temat
suplementacji kwasu foliowego.

Stowa Kluczowe: kwas foliowy, profilaktyka, wady cewy nerwowej

Folic acid — consequences of the incorrect supplementation, neural tube
defect

Abstract

Folic acid — the essential vitamin for the correct development of central nervous system. In our
presentation we would like to bring closer the problem of appropriate supplementation and the
consequences of lack of the folic acid. Primal Prevention of Neural Tube Defects Program, which
started in Poland in 1997, assumes that every woman in procreative age who may become
pregnant should take the daily dose of 0.4 mg folic acid. Neural tube defects arise in the first
trimester of pregnancy, thus the supplementation of folic acid is incredibly important both before
and during this period. Among the neural tube defects the most common is meningomyocele of
lumbosacral spine which leads to disability. It is impossible to detect some of the defects during
routine USG examination, which every pregnant woman should undergo, causing a delay in
providing specialist medical assistance and more serious health complications. The most severe
defects are anencephaly and encephalocele. In most cases, both these defects are lethal. We also
included the results of study on 50 pregnant woman, who were given the questionnaire about the
supplementation of the folic acid.

Keywords: folic acid, prophylaxis, neural tube defect
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Nowoczesne leczenie choroby Parkinsona — terapia genowa

Wstep

Choroba Parkinsona (w skrocie PD — Parkinson's Disease) jest przewlektym,
postgpujacym schorzeniem osrodkowego uktadu nerwowego. Nazwa tej choroby
pochodzi od nazwiska londynskiego lekarza — Jamesa Parkinsona, ktory jako
pierwszy rozpoznat i opisal jej objawy. Opublikowana przez niego w 1817 roku
praca pt. "An Essay on the Shaking Palsy" byla punktem wyjscia dla wszystkich,
p6zniejszych badan [1].

1. Pierwsze wzmianki

Pierwsze wzmianki o osobach cierpiacych na chorobe Parkinsona pojawily
sie¢ juz w egipskich papirusach pochodzacych z XIII wieku przed nasza era,
atakze w indyjskiej Ajurvedzie. Charakterystyczne dla pacjentow objawy
zostaty nastepnie opisane w II wieku naszej ery przez greckiego lekarza — Galena.
Ich  usystematyzowania dokonat James Parkinson. Doktadniejszego
przedstawienia choroby dokonal w 1884 roku Jean Martin Charcot [2].

1.1. Dane epidemiologiczne

Wedhug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) na §wiecie jest
okoto 5 milionéw os6b z choroba Parkinsona. U wigkszosci pierwsze objawy
pojawiaja si¢ okoto 60. r.z. Zdarzaja si¢ jednak przypadki zachorowan
w znacznie miodszym wieku, nawet przed 21 r.z. Czgsto$¢ wystepowania
choroby w populacji oceniana jest na okoto: 0,15% i zwigksza si¢ wraz
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z wiekiem. W$rdd osob powyzej 65 r.z. wynosi okoto 1,8%, natomiast powyzej
85 r.z. 2,6%. Stwierdza si¢ 13—-19 przypadkdéw zachorowaf/100 tys. osob/rok.
W Polsce rocznie na chorobe Parkinsona zapada okoto 8 tys. osob. Laczna
liczba chorych w kraju wynosi ponad 80 tys. Mezczyzni choruja nieco czesciej
niz kobiety. Z powodu wydluzenia $redniej dlugo$ci zycia w populacji, stale
ros$nie liczba osob z PD [3].

1.2. Etiopatogeneza

Istota procesu patologicznego lezacego u podtoza choroby Parkinsona jest
zwyrodnienie 1 zanik dopaminergicznych neuronéw istoty czarnej
srodmozgowia. Wytwarzaja one neuroprzekaznik zwany dopamina, ktory
odpowiedzialny jest m.in. za koordynacje czynno$ci ruchowych. Z powodu
duzych zdolno$ci kompensacyjnych mozgu, objawy choroby pojawiaja dopiero
wtedy, gdy zanikowi ulegnie okolo 80% neuronéw dopaminergicznych.
Dochodzi rowniez do zaburzen w ukladzie serotoninergicznym,
noradrenergicznym i cholinergicznym. Naturalny przebieg choroby trwa wiele
lat, zostat podzielony i opisany przez Braak’a na sze$¢ stadiow. W kazdym
z nich pojawiajg si¢ charakterystyczne neuryty Lewy’ego w obrebie wypustek
komoérkowych oraz ciala Lewy’ego w obrgbie cial komorek nerwowych.
Wystepuja one zarowno w osrodkowym, jak i obwodowym ukladzie nerwowym.
Zawieraja glownie biatka neurofilamentow, alfa—synukleing i ubikwityne.
Proces neurodegeneracyjny w PD postgpuje w sposob sekwencyjny, poczawszy
od predysponowanych miejsc w rdzeniu przedluzonym i nakrywce mostu,
zajmujac kolejne rejony istoty szarej. Jako pierwsze ulegaja zwyrodnieniu
grzbietowe jadro ruchowe nerwu blednego, przylegajaca do niego strefa
siatkowata posrednia oraz opuszka wechowa (stadium 1). Zwyrodnienie pojawia
sie¢ rowniez w niektérych neuronach uktadu autonomicznego, np. w neuronach
splotu Auerbacha. W kolejnym przedobjawowym etapie zmiany nasilajg si¢
iobejmuja jadra szwu, jadro siatkowate olbrzymiokomorkowe oraz jadro
miejsca sinawego (stadium 2). Proces patologiczny dotyczy kolejno czeSci
podstawnej sroédmozgowia i przodomdzgowia oraz czesci zbitej istoty czarne;.
Réwnoczes$nie uszkodzeniu ulega cialo migdalowate, jadro konarowo—mostowe
nakrywki, jadro przednie szwu i niektore jadra podwzgdrza (stadium 3). Na tym
etapie, po przekroczeniu indywidualnego progu neuropatologicznego, wystepuja
pierwsze objawy choroby. W kolejnej fazie zmiany pojawiaja si¢ w korze
skroniowej (stadium 4), a w koncowych stadiach (stadium 5 i 6) w catej korze
nowej.

Przyczyna neurodegeneracji w chorobie Parkinsona nie zostata doktadnie
poznana. Obecnie dominuje teoria wieloczynnikowej epigenetycznej etiologii,
w ktorej na predyspozycje genetyczng naktadaja si¢ czynniki Srodowiskowe.
Wigkszos¢ przypadkéw to postaci sporadyczne, w ktérych istotng role
odgrywaja: przyspieszone starzenie, substancje toksyczne, swoiste i nieswoiste
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procesy zapalne ukladu nerwowego, stres oksydacyjny oraz dysfunkcja
proteasomow. Czynniki te mogg w odmienny sposob wplywaé na powstawanie
choroby u poszczegdlnych pacjentéw, co warunkuje réznorodno$¢ przebiegu
klinicznego [4].

Tylko u niewielkiego odsetka pacjentow rozpoznaje si¢ posta¢ rodzinng
choroby Parkinsona. Ostatnie badania dowodzg jednak, ze czynnik genetyczny
odgrywa istotng rol¢ w jej patogenezie. Ryzyko wystapienia PD u krewnego
pierwszego stopnia moze by¢ od 2 do 14 razy wyzsze, niz w rodzinach nie
dotknietych  chorobg. Stwierdzono dotychczas ponad 10 rdéznych,
nieprawidlowych mutacji genetycznych. Sa one odpowiedzialne m.in. za
nieprawidlowe kodowanie alfa synukleiny i parkininy (biatka strukturalne
moézgu). Pacjenci o okre$lonym rodzaju mutacji moga mie¢ rézny przebieg
choroby, jak tez odwrotnie— w tej samej postaci choroby Parkinsona moga by¢
obecne rézne mutacje [5].

1.3. Objawy

Choroba Parkinsona rozpoczyna si¢ najczesciej pomiedzy 55. a 65. r.z.,
jednak rozpigto$¢ wiekowa jest bardzo szeroka i sigga od 21 do 80 lat. Jednym
zjej pierwszych sygnatow moze by¢ pochylenie sylwetki ciata, daszkowate
utozenie dloni oraz zaburzenia rownowagi, szczegdlnie przy wstawaniu
izmianie kierunku ruchu, co jest przyczyna upadkow. Nieprawidlowa,
zgarbiona postawa ciala przyspiesza narastajace z wiekiem zmiany
zwyrodnieniowe kregostupa. Mniej typowy poczatek objawia si¢ bolem barku
lub catej konczyny gornej. Stopniowo narasta pogorszenie sprawnosci fizycznej.
Dochodzi do zubozenia i spowolnienia ruchow konczyn, pojawia si¢ sztywnos¢
migéni 1 trudno$ci z chodzeniem, twarz pacjenta staje si¢ maskowata, a mowa
niewyrazna. W skrajnych sytuacjach chory zastyga w bezruchu i bez dodatkowej
pomocy nie moze ruszy¢ si¢ z miejsca. Uposledzenie ruchéw naprzemiennych
utrudnia wykonywanie czynno$ci wymagajacych czestej zmiany kierunku ruchu,
na przyktad obracanie przedmiotow, krojenie itp. Dotyczy to rowniez gryzienia
izucia, co w efekcie nasila klopoty z potykaniem. Charakterystyczne drzenie
parkinsonowskie ma rézny przebieg. Czesto jest jednym z pierwszym objawow,
wystepuje zwykle jednostronnie, pozniej moze zanikaé lub rozszerza¢ si¢ na
druga polowe ciata. Przypomina ruch krgcenia pigutek lub liczenia pieniedzy.
W typowych przypadkach jest najsilniejsze, kiedy rece lub nogi pozostaja
w spoczynku, a zmniejsza si¢ podczas ruchu zamierzonego lub podczas
utrzymywania jakiej§ pozycji. W zwiazku z tym nie uposledza istotnie
codziennych czynnosci, jednak u niektorych pacjentow moze mie¢ charakter
mieszany, czyli wystepowac zarowno w spoczynku, jak i w ruchu.

Inne typowe objawy choroby Parkinsona, ktére czesto dolaczaja sie do
obrazu klinicznego pacjenta, to: depresja, lgk, zaburzenia snu, spowolnienie
mys$lenia, ostabienie pamigci 1 orientacji przestrzennej, spadek ci$nienia
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tetniczego, upo$ledzenie regulacji cieplnej ciata, zaburzenia potencji i funkcji
pecherza moczowego, zaparcia, ltojotok, nadmierne S$linienie lub sucho$¢
w ustach [6].

1.4. Diagnostyka

Rozpoznanie choroby Parkinsona jest trudne, z uwagi na podobienstwo
objawow klinicznych w réznych schorzeniach neurodegeneracyjnych. Jedna
z metod umozliwiajagcych weryfikacje diagnozy jest podanie leku lewodopy,
bedacej skuteczng forma leczenia. Je$li objawy zmniejsza si¢ po jej
zastosowaniu, pacjent prawdopodobnie ma chorobe Parkinsona. Po$miertne
badanie patomorfologiczne m6ézgoéw oso6b z PD ujawnia wyrazne zniszczenie
istoty czarnej, ktora jest wyraznie bledsza niz w warunkach prawidlowych. Pod
mikroskopem widoczne sa ciatka Lewy'ego w cytoplazmie niektorych
neuronéw. Sa one jednak znajdowane takze ws$rod zdrowej populacii,
tj. u 5-6% osob powyzej 40 r.z. 1 wsrdd 10 % powyzej 80 r.z. Ponadto tylko
u3/4 chorych z klinicznie rozpoznang chorobg Parkinsona wystepuja
charakterystyczne zmiany neuropatologiczne [1].

1.5. Leczenie

Podstawowa terapia w chorobie Parkinsona to leczenia objawowe, do ktérego
zaliczamy: farmakoterapig, zabiegi neurochirurgiczne, rehabilitacj¢ oraz
fizykoterapie [2]. Z uzyciem tych metod udaje si¢ opdzni¢ rozwdj choroby,
wydhuzy¢ czas zycia oraz poprawi¢ jego jako$¢. Niemozliwe jest jednak
catkowite zatrzymanie postepu zmian neurodegeneracyjnych i ich cofnigcie.
Fakt ten stal si¢ przyczyng poszukiwania alternatywnych sposoboéw leczenia.
Jednym z nich jest zastosowanie terapii genowej [7].

2. Terapia genowa

Terapia genowa to forma leczenia polegajaca na wprowadzeniu obcych
kwasow nukleinowych (DNA lub RNA) do komoérek, co ma wywiera¢ efekt
terapeutyczny. Termin ,terapia genowa” zostal wprowadzony przez Elizabeth
1 Wactawa Szybalskich, naukowcoéw, ktorzy w roku 1962 po raz pierwszy
przeprowadzili transformacje genetyczng komoérek eukariotycznych [8].

2.1. Zalozenia

Terapia genowa, mimo ze jest technika bardzo nowoczesna, czerpiaca
z najnowszych osiagnig¢ technologicznych, w swoich zatozeniach ma wiele
wspolnego ze standardowymi metodami leczenia, np. farmakoterapia.
Wigkszos¢ preparatéw farmakologicznych zbudowanych jest na zasadzie
substancja czynna/no$nik i dopiero po potaczeniu tych dwoch faz uzyskaé
mozna wilasciwa forme leku wraz z jego wiasciwosciami terapeutycznymi
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i farmakokinetycznymi. Terapia genowa, jako technika leczenia kwasami
nukleinowymi, w zasadniczej wigkszosci przypadkow opiera si¢ na tym samym
ukladzie substancji. Kwas nukleinowy (DNA lub RNA) stanowi substancje
czynng w terapii genowej, natomiast wektor (np. plazmid lub wirus) jest
no$nikiem substancji, ktory umozliwia wniknigcie terapeutycznych genow do
tkanek lub narzadéw. No$nik warunkuje ekspresje insertu w miejscu docelowym
oraz stanowi ochrong dla substancji terapeutycznej [8].

2.2. Metody transferu DNA do komérki

Material genetyczny mozna wprowadzi¢ do tkanek pacjenta wykorzystujac
jedna z dwoch dostepnych strategii: in vivo lub ex vivo. Strategia pierwsza
polega na bezposrednim transferze DNA do komorek chorego. Preparat genowy
mozna poda¢ do gltéwnych naczyn rozprowadzajacych krew po catym
organizmie lub do konkretnego narzadu lub tkanki, np. S$rodskornie,
dootrzewnowo, do zmiany nowotworowej. W strategii ex vivo komorki
pobierane sa z organizmu pacjenta, a nastepnie hodowane w laboratorium. Tam
zostaja one poddane transformacji i selekcji, komorki zmodyfikowane namnaza
si¢ 1 podaje z powrotem do organizmu. Tego typu zabiegi mozliwe sa tylko
w przypadku komorek, ktore latwo mozna pobra¢ i hodowaé in vitro,
np. komorek szpiku kostnego lub komoérek macierzystych krwi [9].

Bez wzgledu jednak na zastosowang strategie transfer kwasow nukleinowych
do komérek docelowych napotyka na wiele przeszkdd. Pierwsza jest transport
przez blong komoérkowa. Zaréwno plazmalemma, jak i czasteczki DNA i RNA
majg tadunek ujemny, co w znacznym stopniu utrudnia ich zblizenie si¢ do
siebie. Ponadto kwasy nukleinowe maja silnie hydrofilowy charakter, co
catkowicie uniemozliwia ich wnikniecie do komoérki na drodze fuzji z blona
lipidowa. W odpowiedzi na ten problem opracowano szereg metod majacych
ulatwi¢ przedostanie si¢ gendw terapeutycznych do wnetrza komorki. Metody te
mozna podzieli¢ na dwie grupy: wirusowe i niewirusowe. W systemie opartym
na transferze gendéw za pomocg wirusoOw gtéwna role odgrywaja retrowirusy,
adenowirusy, lentiwirusy i wirusy zwiazane z adenowirusami. Systemy
niewirusowe dotyczg transferu badz ,,nagiego DNA” (np. plazmidowego), badz
DNA potaczonego z no$nikiem (np. lipidowym) [8].

2.3. Systemy wirusowe

W  terapii genowej opracowanej dla leczenia choroby Parkinsona
wykorzystuje si¢ nosniki wirusowe. Podstawa do powstania wirusowych
systemow transformacji komorek byla naturalna zdolno§¢ wiruséw do
wprowadzania swojego materialu genetycznego do genomu gospodarza.
Z genomu wirusa usuwane sa geny odpowiedzialne za wirulencje oraz czesé
genow odpowiedzialnych za jego replikacje. Jest to wazne, by wektor stosowany
w leczeniu nie wywolywat niepozadanej reakcji immunologicznej oraz, by nie
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namnazal si¢ w komoérkach chorego. Najbardziej pozadanym rozwigzaniem jest
przekazanie genu terapeutycznego do jadra komodrkowego, a nastepnie
degradacja pozostalosci wektora. Ze wzgledu na budowg genetyczng podzielono
wektory wirusowe na dwa rodzaje- rekombinowane 1 defektywne.
Rekombinowany wektor wirusowy zawiera obcy gen w swoim genomie. Jest to
mozliwe dzieki rekombinacji homologicznej, ktora tutaj wiaze si¢ z delecja
jednego lub wiecej gendw wirusa odpowiedzialnych za jego replikacje
w organizmie nosiciela. Tego typu wektory moga by¢ namnazane jedynie
w komorkach, ktore posiadajg aktywne geny usunigte z wirusa. Do tego typu
no$nikéw nalezg adenowirusy i niektore wektory oparte o wirusa opryszczki.
Wirusowe wektory defektywne zamiast genomu wirusa posiadaja w kapsydzie
jedynie plazmid zawierajacy docelowy gen oraz sekwencje wirusowe
odpowiedzialne za upakowanie DNA do kapsydu. Zatem wektory
rekombinowane zachowuja wiele swoich naturalnych gendéw, podczas gdy
wektory defektywne zadnego z wyjatkiem sekwencji umozliwiajacych
umieszczenie plazmidu w otoczce biatkowej. System no$nikéw wirusowych jest
bardzo wydajny i do tej pory stosowany jest w wiekszo$ci przypadkéw, co
stanowi ok. 80% wszystkich przeprowadzanych prob klinicznych terapii
genowej.

Wektory retrowirusowe sa jednym z najczg$ciej uzywanych narzedzi
w transformacji komorek. Materiat genetyczny retrowirusow stanowi RNA, ktore po
przedostaniu si¢ do komoérki gospodarza zostaje przepisane na DNA (w procesie
odwrotnej transkrypcji), dzieki czemu ulega integracji z genomem. Skutkiem tego
wektory stworzone na bazie retrowirusow warunkuja stabilng ekspresje genu
terapeutycznego. Ponadto wektory te tatwo si¢ otrzymuje i modyfikuje. Integracja
genow terapeutycznych z genomem chorego jest takze bardzo wazna w kontekscie
trwatosci sekwencji, gdyz chroni kwasy nukleinowe przed degradacja przez
endogenne nukleazy, znajdujace si¢ w komorkach. Do wektorow retrowirusowych
mozna wprowadzi¢ okoto 8 kb DNA. Moga by¢ one stosowane jedynie w strategii
ex vivo. Podane in vivo sg catkowicie nieskuteczne, gdyz podlegaja degradacji przez
uktad dopelniacza. Powaznym ryzykiem zwigzanym ze stosowaniem wektoréw
retrowirusowych jest mutageneza insercyjna— retrowirusy wbudowuja si¢ w regiony
o0 duzej zawarto$ci genow, zwlaszcza te aktywne transkrypcyjnie. Nie mozna
w zaden sposob kontrolowaé, w ktore miejsce w genomie wbuduje si¢ wirus. Zatem
mutageneza insercyjna moze spowodowac szereg niekorzystnych dla komorki oraz
calego organizmu skutkow. Jednym z nich jest zaburzenie waznych zachodzacych
w komoérce procesow, a obecne w wektorze sekwencje promotorowe
1 wzmacniajace moga spowodowac inicjacje rozwoju nowotworu, jesli znajda sig¢
w poblizu onkogendéw. Mimo to jest to aktualnie jedna z najczgsciej stosowanych
strategii terapii genowej w probach klinicznych.

Lentiwirusy naleza do rodziny retrowirusow. Najbardziej znanym
przedstawicielem jest wirus HIV (ludzki wirus niedoboru odpornos$ci). Ich
podstawowa zaleta w poroOwnaniu z pozostaltymi retrowirusami jest to, ze
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zakazaja rowniez komorki niedzielace si¢. Moga nieS¢ w sobie insert genowy
o wielkos$ci do 8 kb. Znalazty swoje zastosowanie w technikach terapii genowej
zwigzanych z wyciszaniem ekspresji genow opartych o siRNA. Wektory oparte
na lentiwirusach (najczesciej HIV-1) maja zalety zblizone do wektorow
retrowirusowych, takie jak latwo$¢ otrzymywania, trwala i stabilng ekspresje
wprowadzonego genu, wynikajaca z integracji genomu wirusa z genomem
gospodarza. Dodatkowg bardzo wazng zaleta wektorow lentiwirusowych jest
mozliwo$¢ usunigcia niemal wszystkich naturalnych genow wirusowych oraz
sekwencji regulatorowych, co warunkuje wysokie bezpieczenstwo stosowania.
Wielki potencjat posiada nowa generacja wektorow lentiwirusowych — wektory
lentiwirusowe nieintegrujagce z genomem (NILV). W zatozeniach maja one
pozwoli¢ na catkowite wykluczenie mutagenezy insercyjnej i zwigzanych z nia
konsekwencji. Stworzenie tego typu nosnika informacji genetycznej umozliwity
mutacje w genie integrazy wirusow. Mutacje te powoduja dezaktywacje
integrazy, jednocze$nie nie uposledzajac ani dziatania odwrotnej transkryptazy
ani transportu kwasow nukleinowych do jadra komorkowego. W ten sposob
DNA wektora funkcjonuje w jadrze w postaci episomu, utrzymujac ekspresje
genu terapeutyczne w tkankach i komorkach niedzielacych sig, takich jak
siatkdbwka, mozg, czy miesnie. Wektory NILV pozwalaja na korekte mutacji
nawet w ludzkich komoérkach macierzystych, nie integrujac si¢ z genomem i tym
samym, wykluczajac problem mutagenezy insercyjne;j [8].

3. Badania na grupie pacjentow

Jak wykazaly badania opublikowane w czasopi$mie "Lancet Neurology",
terapia genowa lagodzi zaburzenia ruchowe typowe dla pacjentow z chorobg
Parkinsona, takie jak mimowolne drzenie konczyn, sztywno$¢ miesni i problemy
Z inicjacja ruchu.

Whioski te zostaly sformutowane po analizie efektéw leczenia w grupie 45
pacjentow w wieku 30-75 lat, z rozpoznang od co najmniej 5 lat choroba
Parkinsona. 22 osoby poddano terapii genowej, natomiast 23 otrzymaty placebo.
Placebo polegato na przeprowadzeniu operacji symulowanej, w czasie ktorej
neurochirurdzy wykonywali male nacigcie w czaszce pacjenta i wstrzykiwali sol
fizjologiczng. W czasie wla$ciwiej terapii genowej wprowadzano przez cewnik
do jadra niskowzgorzowego obu podlkul mozgu liczne kopie genu
terapeutycznego, kodujacego dekarboksylaze kwasu glutaminowego (GAD).
Enzym ten jest odpowiedzialny za synteze¢ kwasu gamma—aminomastowego
(GABA), ktéry hamuje aktywno$¢ neurondw. Jego poziom wyraznie spada
w przebiegu choroby Parkinsona co przyczynia si¢ to do nasilenia jej objawow.
Wprowadzenie genu umozliwia wiec zwickszenie produkcji  tego
neuroprzekaznika. Jako no$nik informacji genetycznej wykorzystano wirusy,
ktorych wstrzykuje sie jednorazowo okoto 3,5 mld. Sa one pozbawione
wczesniej zdolnosci do replikacji w organizmie cztowieka.

Wyniki leczenia okazaty si¢ bardzo zadowalajace. U ponad polowy chorych
poddanych terapii genowej osiggnieto wyrazne zmniejszenie zaburzen
ruchowych, podczas gdy w grupie kontrolnej odsetek ten wynosit 14%.
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Poprawa funkcji motorycznych byla widoczna w okolo miesigc po leczeniu
iutrzymywala si¢ bez zmian podczas 6 miesigcy obserwacji — jak o$wiadcza
bioracy udzial w badaniach dr Michael Kaplitt z Weill Cornell Medical College
w Nowym Jorku Stopien poprawy oceniono na specjalnej skali sprawnosci
ruchowej. Wyniost on 23% po zastosowaniu terapii genowej i 12,7% w grupie
kontrolnej [9].

Terapia genowa, jak kazda inna metoda leczenia, wigze si¢ z ryzykiem
niepowodzenia oraz dziatlan niepozadanych [11]. Jednak jak potwierdzaja
naukowcy w pracy opublikowanej w czasopi§mie "Lancet Neurology”,
nowatorska metoda leczenia jest nie tylko skuteczna, ale takze bezpieczna.
Dotychczas nie stwierdzono zadnych powaznych skutkéw ubocznych.
U niektorych pacjentéw zaobserwowano jedynie niewielki bol glowy oraz

wymioty [10].

4. Podsumowanie

Terapia genowa daje szanse¢ na wyleczenie wielu chordb dotykajacych
ludzko$¢, w ktorych nieskuteczne sa inne sposoby. Obecnie wigkszosé
prowadzonych badan (64,6%) dotyczy jej stosowania w leczeniu nowotworow.
Inne choroby, dla ktorych probuje sie¢ znalez¢ bezpieczng i skuteczna metode
leczenia za pomoca genoterapii, sa to m.in. choroby ukladu krazenia,
dziedziczne choroby jednogenowe, choroby infekcyjne oraz neurologiczne.
Najnowsza terapia genowa opracowana przez amerykanskich naukowcow
stanowi przetom w leczeniu choroby Parkinsona. Przeprowadzone badania
wykazuja, ze pozwala ona zmniejszy¢ zaburzenia ruchowe, begdace gldownym
objawem schorzenia. Jest zatem szansg na popraw¢ jakoSci zycia dla tych,
u ktorych rozwineta si¢ oporno$¢ na leki lub wystepuje szczegélnie ciezki
przebieg choroby [8]. Ponadto trwaja obecnie badania nad innym rodzajem
terapii genowej, w ktorej zamiast genow zwigkszajacych produkcje GABA,
wykorzystuje si¢ czynniki wzrostu, stymulujace neurony dopaminergiczne
1 modyfikujace przebieg choroby. Konieczne sa dalsze badania, ktére potwierdza
uzyskane dotychczas pozytywne wyniki. Pozwoli to na upowszechnienie
zastosowanie tej metody [12].

Wspolczesne dziatania zmierzajg w kierunku udoskonalania technik transferu
materialu genetycznego do komodrek pacjentow, aby uczyni¢ te metode jak
najbardziej bezpieczna i pozbawiong efektow ubocznych. Nieustanny rozwoj
inzynierii genetycznej pozwala sadzi¢, ze by¢ moze w nadchodzacych latach
terapia genowa stanie si¢ szeroko dostepng, bezpieczng i skuteczna forma
leczenia przynajmniej czeSci chorob, stanowiac uzupetnienie dla metod
konwencjonalnych [8].
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Nowoczesne leczenie choroby parkinsona — terapia genowa

Streszczenie

Szacuje sie, ze choroba Parkinsona wystepuje u 6,3 miliona osob na §wiecie i dotyczy wszystkich
ras i kultur. Jej nazwa pochodzi od nazwiska londynskiego lekarza — Jamesa Parkinsona, ktory
jako pierwszy rozpoznat i opisat objawy tego schorzenia. Napisana przez niego w 1817 roku praca
pt. "An Essay on the Shaking Palsy" byta punktem wyjscia dla wszystkich, pozniejszych badan.
Choroba Parkinsona jest to samoistna, powoli postepujaca zwyrodnieniowa choroba o$rodkowego
uktadu nerwowego. Wystepuje gtoéwnie w wieku starszym, ok. 2/3 chorych ma ponad 65 lat.
Choroba Parkinsona rozwija si¢ na skutek degeneracji neurondw w istocie czarnej, bedacej czescia
moézgowia. Prowadzi to do zaburzen ruchowych, takich jak: bradykinezja, sztywno$¢ miesni,
drzenie spoczynkowe, a takze zmian osobowos$ci i depresji. Dopoki objawy choroby sa mniej
nasilone, mozna je skutecznie tagodzi¢ za pomoca lekow. Jednak z czasem efekty farmakoterapii
stabng i pojawiaja si¢ dzialania niepozadane. Stalo si¢ to przyczyng poszukiwania nowych,
alternatywnych, sposobow leczenia.

Celem pracy jest przedstawienie postepu w leczeniu choroby Parkinsona. Dzieki rozwojowi nauki,
mozliwe stato si¢ wykorzystanie terapii genowej. Polega ona na wprowadzaniu przez cewnik do
jadra niskowzgorzowego wielu kopii genu, wbudowanego w material genetyczny wirusa. Gen ten
koduje dekarboksylaze kwasu glutaminowego, uczestniczaca w syntezie kwasu gamma
aminomastowego. Prowadzi to do wzrostu st¢zenia tego neuroprzekaznika. Przeprowadzone
badania wskazuja na skuteczno$¢ terapii genowej w leczeniu choroby Parkinsona. Powoduje ona
ztagodzenie objawow i poprawe jakosci zycia pacjentow. Konieczne sg dalsze badania, ktore
pozwola udoskonali¢ stosowanie tej techniki.

Stowa Kluczowe: choroba Parkinsona, terapia genowa, leczenie

Modern treatment of parkinson's disease — gene therapy

Summary

It is estimated that Parkinson's disease occurs in 6,3 million of people of all races and cultures in
the world. It is named after London doctor — James Parkinson who diagnosed it for the first time
and described it’s symptoms. His work entitled An Essay on the Shaking Palsy written in 1817
was a starting point for all further research. Parkinson’s disease is idiopathic, progressive and
degenerative disorder of the central nervous system. It appears mainly in elderly people and about
2/3 of diseased are over 65 years old.Parkinson’s disease develops as a result of degeneration of
neurons in substantia nigra which is a part of the brain. It leads to movement disorders such as
bradykinesia, hypokinesia, tremor at rest, personality changes and depression. Until the symptoms
are less advanced, they can be treated with the use of drugs. Although, the effects of
pharmacotherapy weakens and the side effects appear with time. It was the reason to search for
new, alternative methods of Parkinson’s disease treatment. The aim of the work is to present the
progress in Parkinson’s disease treatment. It became possible to use gene therapy due to scientific
development. The therapy consists in introducing many copies of gene inbuilt in genetic material
of the virus to subthalamic nucleus through catheter. The gene encodes glutamic acid
decarboxylase which takes part in gamma—Aminobutyric acid synthesis. The improvement of
health condition was observed in patients who were subjected to the therapy. Conducted research
indicate efficiency of gene therapy in Parkinson’s disease. It alleviates symptoms and improves
patients’ quality of life. Further research which will allow to improve the usage of this technique
are necessary.

Key Words: Parkinson’s disease, gene therapy, treatment
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Nowotworowe komorki macierzyste

1. Czym sgq komorki macierzyste?

Komorki macierzyste (ang. stem cells, SC), rzadziej nazywane komodrkami
pnia, oprocz zdolnosci do proliferacji (potencjalnie nieograniczonej liczby
podziatéw) maja tez mozliwo$¢ do rdznicowania si¢ w inne typy komorek.
W zaleznosci od ,,stopnia dojrzatosci” wyrdznia sig:

e totipotencjalne (réznicujg si¢ w dowolny rodzaj komodrek wystepujacy
W organizmie),

e pluripotencjalne (réznicuja do wszystkich komorek organizmu za
wyjatkiem komorek tozyska),

¢ multipotencjalne ( powstaja z nich okreslone typy komoérek),

¢ unipotencjalne (komorki prekursorowe dla okreslonego typu komorek).

W naturze buduja one zarodki (ang. embryonic stem cells, ESC),
a w dorostych organizmach wystgpuja w bardzo matych iloSciach — ich
zadaniem jest uzupelianie ubytkow tkanek lub narzadéw [1]. SC dzielg si¢
W sposob asymetryczny; w wyniku tego procesu powstaja dwie komorki: jedna
pozostaje w puli komoérek macierzystych, druga natomiast ulega dalszemu
roznicowaniu lub ginie na drodze apoptozy.

W obrebie dorostego organizmu komorki macierzyste wystepuja w niszach
tkankowych lub narzadowych [2]. Sa to regiony macierzy zewnatrzkomoérkowe;j,
ktore, dzieki wydzielanym przez dojrzate komorki cytokinom, chemokinom
i czynnikom wzrostu, odpowiedzialne sg za kontrole proliferacji i réznicowania
zawartych w nich komorek pnia [3]. W obrebie niszy komorki sa kotwiczone
przez tzw. polaczenia przylegajace (ang. adherens junctions) i dodatkowo
utrzymywane tam za pomocg roéznego rodzaju uktadow chemokinowych [4].
Sygnatem do uwolnienia komdrek macierzystych do krwioobiegu jest zmiana
stezenia liganda swoistego dla danego ukladu chemokinowego i ekspresji jego
receptora (np. ligand SDF-1 dla receptora CXCR4). Komorki zostaja wyrzucone
z niszy réwniez pod wplywem czynnikéw regulatorowych (np. G—CSF),
cyklofosfamidu czy stresu organizmu wywolanego np. zawalem mig$nia
sercowego, dzieki czemu moga odpowiednio szybko przenikna¢ do krwi,
dotrze¢ do uszkodzonej tkanki i zapoczatkowac jej regeneracje [2].

! rodzik.olga@gmail.com, SKN Biotechnologow ,,Mikron” Uniwersytet Marii Curie—
Sktodowskiej, Wydziat Biologii i Biotechnologii; http://www.binoz.umcs.lublin.pl/

2 0z113@wp.pl, SKN Biotechnologéw ,,Mikron” Uniwersytet Marii Curie— Sktodowskiej,
Wydziat Biologii i Biotechnologii; http://www.binoz.umcs.lublin.pl/
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2. Nowotworowe komorki macierzyste

Teori¢ o wystgpowaniu komoérek macierzystych w obrgbie nowotworow
zaproponowano juz kilkadziesigt lat temu, jednak poziom déwczesnych technik
molekularnych uniemozliwil przeprowadzenie weryfikujacych ja badan [5].
Najwiecej dowoddéw potwierdzajacych te hipoteze dostarczyly badania nad
chorobami krwi. Po raz pierwszy obecno$¢ CSC w przebiegu ostrej bialaczki
szpikowej (ang. acute myeloblastic leukemia, AML) wykryto w 1990 roku [6].
AML to grupa choréb spowodowanych rozrostem nowotworowo zmienionych
krwiotworczych  komoérek prekursorowych. W wyniku  zaburzen cyklu
komorkowego i1 proliferacji, w szpiku nastgpuje nagromadzenie niedojrzatych,
niezréznicowanych form komoérkowych, ktore z czasem moga naciekaé narzady [7].

Mianem CSC okre$la si¢ pulg niezroznicowanych komorek, izolowanych
z tkanki na podstawie okreslonych markerow (tabela nr 1).

Tabela 1. Przyktady markerow definiujgcych nowotworowe komorki macierzyste

Marker Wykrywane nowotwory
CD 24 trzustki
CD 44 piersi, jelita grubego, wa,trqby, prostaty, jajnika,
trzustki
CD 90 ostra biataczka T limfoblastyczna
CD 105 nerek
ostra biataczka B limfoblastyczna (dzieci), jelita
CD 133 grubego, phuc, kosci, trzustki, prostaty, glejaki
1 nowotwory mozgu
Bmll moézgu, bialaczki
EpCam jelita grubego, trzuski

Zrodto: Opracowanie wiasne na podstawie [5, 10]

CSC sa nieliczne: wystepuja w proporcji 1 do 103 — 105 ze zwyklymi
komoérkami nowotworowymi i rzadziej od nich ulegaja podziatom. Dzigki temu
sa oporne na konwencjonalne metody leczenia nowotworéw — standardowe
chemioterapeutyki niszcza wigkszo$¢ szybko dzielacych si¢ komodrek
nowotworowych, pozostawiajagc niemal nienaruszona populacje CSC. To
thumaczy czeste nawroty nowotwordow, mimo poczatkowych obiecujacych
wynikéw zastosowane] terapii. Badania wykazaty, ze wystarczy juz ok 100
komorek macierzystych, by odbudowac cala mase guza [8].

2.1. SC nowotworowe i fizjologiczne — podobienstwa i réznice

Cechami wspolnymi CSC jak i normalnych komérek macierzystych sg bez
watpienia zdolno$¢ samoodnawiania, proliferacji, specjalizacji (réznicowania)
1 multipotencji. Udowodniono, ze czynnikiem bezposrednio wplywajacym na
powyzsze wlasciwosci jest wspomniane wcze$niej mikro§rodowisko nazywane
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nisza. Oba typy komoérek podlegaja podobnym mechanizmom regulacji
w obrgbie niszy. Dowiedziono, ze do zachowania sprawnych szlakow
sygnatlowych, CSC raka jelita grubego wymagaja stymulacji przez czynnik
wzrostu hepatocytow HGF wydzielany przez komoérki mezenchymalne.
Swiadczy to o wptywie zdrowych komérek znajdujacych sie w poblizu guza za
zachowanie przez niego onkogenezy. Nisza moze nie tylko utrzymywaé CSC
w stanie multipotencji, wptywa takze bezposrednio na odréznicowanie komorek
prawidtowych do CSC czy indukuje proces przerzutowania. Nisze CSC
polozone sa najczesciej w poblizu naczyn krwiono$nych, co znacznie ulatwia
tworzenie przerzutow. Podejrzewa si¢, ze osiedlanie si¢ CSC w nowych
organach jest poprzedzone utworzeniem nowej niszy w miejscu przerzutu. Ma
ona umozliwi¢ rozrost wtornych guzow w tkankach [5].

Jedna z r6znic miedzy normalnymi i nowotworowymi SC jest czesto$¢ ich
wystgpowania. Fizjologicznie prawidlowe komodrki macierzyste wystepuja
w obrebie tkanki w niewielkich ilosciach, CSC stanowig natomiast znaczng czg¢$¢
komorek nowotworu (szacuje si¢ ich ilo$¢ np. w guzie piersi na 12-60%) [9].

Tabela 2. Zestawienie cech wspdlnych z prawidtowymi komoérkami macierzystymi i cech
swoistych dla CSC.

Wiasciwosci CSC wspoélne

2 prawidlowymi SC Cechy swoiste CSC

zdolno$¢ do samoodnowy populacji 2 .
zdolno$¢ samoodtwarzania guza

komorek
potencjat roznicowania (zdolnos¢ do odpornos¢ na leki, wolne rodniki
tworzenia roznych typéw komorek) i radioterapie

lokalizacja w warstwie rozrodczej na

niska aktywnos$¢ proliferacyjna obrzezach guza

oporno$¢ na dzialanie czynnikow zdolno$¢ unikania odpowiedzi
uszkadzajacych DNA immunologicznej organizmu
swoisty fenotyp — zestaw markerow stanowig znaczng cze$¢ komorek
powierzchniowych nowotworu

podobne mechanizmy regulacji

Zrédto: Opracowanie wilasne na podstawie [11, 12]

2.2. Proces nowotworzenia

Zgodnie z aktualng wiedza, nowotwor jest okreslany mianem choroby cyklu
komoérkowego. Powstaje on z komdrek, ktére zachowaly zdolno§¢ do podziatu
(mogacych wejs¢ w cykl komorkowy) [10].

Istnieja ro6zne teorie opisujace przebieg kancerogenezy, w ostatnich latach
zaproponowano zalozenia uwzgledniajace istnienie CSC. Wedlug koncepcji
hierarchicznej tylko niewielka ilo§¢ komorek w populacji posiada zdolnos¢
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formowania guza i1 to wilasnie te komodrki sa odpowiedzialne za rozwoj
i progresj¢ nowotworu. Nowotworowe komodrki macierzyste moga tworzy¢
dowolny typ zréznicowanych komoérek, jaki mozna znalezé w obrebie
okre§lonego nowotworu — istnieje zatem hierarchia réznicowania: komorka
macierzysta — progenitorowa — dojrzata zrdéznicowana. Za zdolnos¢ do
szybkiego rozrostu tkanki nowotworowej odpowiadaja komorki aktywnie
proliferujace (o wyzszym stopniu specjalizacji).

Inna teoria zaklada klonalng ekspansje¢ komorki, ktora na skutek mutacji
nabyla najkorzystniejsze cechy dla wzrostu i rozwoju nowotworu. Dzigki
aktywnej proliferacji jest w stanie zdominowa¢ inne CSC w obrebie danej niszy,
a jej klony stanowia znaczna wigkszo$s¢ wsrdéd populacji  komorek
nowotworowych. Taki stan utrzymuje si¢ do momentu, kiedy jedna z komorek
potomnych ulegnie kolejnej mutacji, ktéra da jej przewage nad innymi i wtedy
to ona przero$nie nowotwor. W wyniku kolejnych takich zmian CSC moga sta¢
si¢ zdolne do opuszczenia swojej niszy, przenikniecia do krwioobiegu
i tworzenia przerzutow [11]. W ten proces zaangazowane sa dwa typy genow:
protoonkogeny i geny supresorowe. Protoonkogeny koduja biatka nadzorujace
przebieg replikacji DNA, proliferacje i réznicowanie. Geny supresorowe
(antyonkogeny) hamuja wzrost komorki, stabilizuja jej material genetyczny,
reguluja podzialy komorkowe oraz koduja biatka proapoptotyczne.

Najprawdopodobniej w czasie nowotworzenia zachodzi réwnoczesne
wystepowanie zjawisk opisywanych przez obie teorie: w wyniku klonalnej
ekspansji CSC ulegaja selekcji, zostaje wyloniona komorka o najkorzystniejszej
kombinacji mutacji, ktéra staje si¢ zrodtem hierarchii zréznicowanych komorek
nowotworowych [12].

Kolejnym etapem niezbednym dla rozwoju nowotworu jest angiogeneza,
czyli proces tworzenia nowych naczyn krwiono$nych. Jest ona regulowana
dzieki  rekrutowanym przez CSC  komoérkom  hematopoetycznym
i mezenchymalnym. W wyniku niedotlenienia zaczynaja one wytwarza¢ czynnik
HIF (ang. hipoksja inducting factor). Jego obecno$¢ inicjuje synteze czynnikow
proangiogennych, wséroéd ktoérych najwazniejszym jest VEGF. Ich aktywno$¢
wywoluje tworzenie niesprawnych naczyn krwiono$nych i zmienny przeptyw
krwi, co z kolei prowadzi do niedotlenienia. Taki stan istotnie wptywa na
metabolizm komdérkowy (niskie zuzycie tlenu). Niedotlenienie inicjuje procesy
korzystne dla dalszego rozwoju nowotworu: angiogeneza ulega nasileniu,
a komorki nowotworowe nabieraja zdolnosci do samodzielnego przemieszczania
sie. Wzrasta rowniez genetyczna niestabilno$s¢ komorek, co umozliwia kolejne
mutacje 1 progresje nowotworu [13].

2.3. Opornos¢ CSC

Konwencjonalne metody leczenia nowotwordw, tj. zabiegi chirurgiczne,
chemioterapie, radioterapie i immunoterapie niszcza szybko rosnace,
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zréznicowane komorki nowotworowe. Masa nowotworowa jest w wigkszosci
usuwana, jednak czeste nawroty choroby sugeruja, ze czg§¢ komodrek
odpowiedzialnych za kancerogeneze pozostaje w organizmie pacjenta — sg to
mniej zréznicowane CSC wykazujace si¢ rzadszymi podziatami komoérkowymi
1 wigkszym potencjalem réznicowania [14].

Uwaza sig, ze kluczowa rolg¢ w opornosci CSC na radioterapie¢ odgrywa
sprawnie aktywowany mechanizm naprawczy DNA. Kinazy Chkl i Chk2
powoduja zatrzymanie cyklu komérkowego do momentu naprawienia DNA. Ich
inhibicja zmniejsza oporno$¢ CSC na promieniowanie jonizujace [15]. Komorki
te, w odroznieniu od szybko proliferujacych komorek guza aktywuja szlaki
PI3K/Akt i zaleznie od biatka p53 zatrzymuja cykl komorkowy, ktory zostaje
wlaczony dopiero po 72 godzinach. Uwaza sig, ze inhibicja szlaku kinazy Akt
moze zwigkszy¢ wrazliwos¢ CSC na radioterapie i umozliwi ich eliminacje na
drodze apoptozy.

Oporno$¢ na leki nowotwory zawdzigczaja m.in. miofibroblastom niejako
,rekrutowanym” przez CSC. Sa to komorki pochodzenie mezenchymalnego, ktore
za pomoca odpowiednich substancji sygnatowych (chemokin, cytokin,
prostaglandyn) zostaja zmuszone przez CSC do podporzadkowania si¢ i dziatania
na rzecz nowotworu. Dzigki wydzielanym przez miofibroblasty czynnikom, jak
np. tlenek azotu (NO) czy interleukiny 18 (IL-1p), aktywnos¢ kaspaz bioracych
udziat w apoptozie komérek nowotworowych ulega zahamowaniu. Inhibicja tych
enzymow w komorkach zwieksza ich odpornos¢ na leki [16].

Kolejnym systemem obrony nowotworu przed prowadzong standardowa
chemioterapig jest nadekspresja transmembranowych transporterow ABC — jest
to tzw. oporno$¢ zalezna od transportu leku. Transblonowe biatka ABC
odpowiadaja za zmniejszenie wewnatrzkomorkowego stezenia leku. Dzieje sie
tak z powodu ograniczonego naptywu leku do wnetrza komoérki nowotworowe;,
jego wyrzutu na zewnatrz, badz tez transportu w obrebie organelli komorkowych
[17]. Opornos¢ na leczenie i wyjatkowa wytrzymato§¢ CSC wiaze si¢ rdwniez
ze zwigkszong ekspresjg biatek HSP (bialka szoku termicznego, ang. heat
schock proteins), kojarzong ze ztymi prognozami choroby. Gtéwna funkcja tych
molekut jest ochrona innych biatek, waznych dla prawidtowego funkcjonowania
komorki, przed zmianami struktury wywotanymi np. denaturacja czy agregacja.
Tym samym utrzymuja one komodrke w fizjologicznie prawidtowym stanie
1 zapobiegaja zainicjowaniu apoptozy [18].

Nowotwory sg w stanie unika¢ odpowiedzi immunologicznej gospodarza lub
odpowiednio ja modyfikowaé. Z tymi zdolno$ciami wigzana jest glikoproteina
CD200 — marker SCS w nowotworach prostaty, mézgu, okreznicy czy piersi.
Ekspresja CD200 na powierzchni CSC prawdopodobnie wywotuje obnizenie
odpowiedzi obronnej, za ktérej regulacje odpowiadaja cytokiny Thl, oraz wzrost
proliferacji. Przypuszcza si¢, ze modyfikacja aktywno$ci CD200 moze poprawié
efekty immunoterapii [14].
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3. Nowe informacje, nowe metody leczenia omijajace systemy
lekoopornosci

Warunkiem skutecznej terapii przeciwnowotworowej jest zwalczanie
zaréwno zroznicowanych komoérek guza, jak i populacji CSC. Konwencjonalne
terapie powoduja wprawdzie redukcje masy nowotworu, jednak pozostawiaja
pewna pule CSC w organizmie pacjenta. Fakt, ze jest to przyczyna czestych
nawrotow choroby a takze ucigzliwe skutki uboczne standardowych metod,
byly bodzcem do opracowania nowych metod leczenia. Prowadzone aktualnie
badania wykorzystuja najnowsza wiedz¢ na temat molekularnych sygnatow
w CSC, ich relacji z mikrosrodowiskiem, a takze coraz lepiej poznawanych
mechanizméw opornosci na leki.

3.1. Blokowanie kaskad sygnalowych

Opracowywane i wcigz udoskonalane strategie leczenia opierajg si¢ m.in. na
blokowaniu sygnatow przekazywanych w obrebie komorki, a takze miedzy
komorka a jej Srodowiskiem. Skutkuje to zahamowaniem proliferacji CSC oraz
zatrzymaniem wzrostu zréznicowanych komoérek nowotworowych. Aby to
osiagna¢, stosuje sie np. niskoczasteczkowe substancje lub swoiste przeciwciata.
Obiecujace wyniki wykazuja klasy czasteczek peptydowych, np. brewininy 2R,
ktére wykazuja zdolno$¢ polswoistego zabijania komoérek nowotworowych,
a takze ukierunkowania szlakow komoérkowych na $§mier¢ komorki zamiast jej
proliferacje [5].

Inna potencjalng metoda walki z CSC jest indukcja podziatéw i réznicowania
tak, by zwigkszy¢ wrazliwo§¢ komoérek na standardowa chemioterapie czy
radioterapie. W przypadku nowotworéw hematologicznych mozna zastosowaé
kwas retinowy, ktory przyspiesza dojrzewanie CSC i zwicksza efektywnos¢
konwencjonalnych metod leczenia [11].

3.2. Hamowanie angiogenezy

Zahamowanie procesu tworzenia naczyn krwiono$nych powoduje odcigcie
nowotworu od tlenu i sktadnikow odzywczych. Jedna z koncepcji terapeutycznych
zaklada, ze zniszczenie niszy za pomoca lekow antyangiogennych bedzie
wywoltywa¢ $mier¢ CSC (posrednia eliminacja). W tym celu stosuje si¢
kombinacje lekéw antyangiogennych z chemioterapeutykiami.

Inna metoda zaklada modyfikacje fenotypowa komoérek nowotworowych
i komoérek tworzacych nisze poprzez ukierunkowanie ich na fenotyp
antyangiogenny 1 immunostymulujagcy. Mozna to osiagna¢ stosujac leki
antyangiogenne i immunostymulanty [16].

Istnieje rowniez kilka strategii terapii genowej umozliwiajacych
zahamowanie ekspresji genéw odpowiedzialnych za tworzenie naczyn
krwiono$nych. Geny terapeutyczne lub zwiazki modulujace ekspresje dostarczane
sa do komorek za pomoca no$nikow DNA: moga by¢ to wektory wirusowe (retro—
1 adenowirusy), plazmidy oraz obojetne lub kationowe liposomy [19].
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3.3. Promowanie apoptozy

Zahamowanie apoptozy wydtuza okres zycia komorek i zwigksza liczebno$¢
populacji wystawionej na dzialanie potencjalnych karcynogenéw, zwickszajac
szans¢ na kolejne mutacje [10]. Proapoptotyczna terapia genowa moze opierac si¢
o dwa szlaki: wewnatrz — i zewnatrzpochodny.

Aktywacja wewnatrzkomorkowa opiera si¢ na uwolnieniu cytochromu
¢ z mitochondriow, utworzenie biatkowego kompleksu — apoptosomu, i nastepnie
aktywacje kaspazy 9 1 indukcje apoptozy. Zewnatrzkomorkowe szlaki sa
aktywowane przez membranowe receptory za pomocg swoistych ligandow.
Powstajacy wtedy kompleks aktywuje kaspazy 8 1 10 i powoduje $mier¢ komorki.

Na uruchomienie procesu apoptozy nastawiona jest réwniez molekularna
chemioterapia z zastosowaniem tzw. genéw samobojczych, ktore kodujg enzymy
przeksztatcajace proleki w substancje cytotoksyczne. Utworzone w ten sposob
toksyny przekazywane sa komorkom osciennym, w ktérych takze indukowana jest
apoptoza [19].

3.4. Genetyczna immunoterapia

Idea tej metody bazuje na wykorzystaniu uktadu odporno$ciowego do usuwania
komorek nowotworowych. Do stymulacji reakcji odporno$ciowej wykorzystuje sie
cytokiny i chemokiny, np. IL-2 czy interferon (terapia pasywna). Terapia aktywna
polega, z kolei, na wprowadzeniu do organizmu pacjenta szczepionki zawierajacej
antygeny komorkowe i pobudzeniu ukladu immunologicznego do niszczenia
komorek nowotworowych. Przypuszczalnie, jesli w sklad szczepionki wejda
antygeny CSC, istnieje szansa na zwigkszenie skutecznosci tej metody
1 wyeliminowanie nawrotéw choroby [19].

3.5. Nanotechnologie

Nanomateriaty moga by¢ wykorzystane do optaszczania lekdw, zapobiegajac ich
szkodliwym interakcjom w organizmie, umozliwiajac ukierunkowanie transportu
niesionej czasteczki i zwigkszajac jej efekt terapeutyczny. Taki system opracowano
do zniwelowania oporno$ci wywolanej dziafalno$cia transblonowych receptoréw
ABC w komorkach nowotworowych. W normalnych warunkach, czasteczka leku
dyfundujaca do komoérki zostaje rozpoznana przez receptory ABC i aktywnie
usunicta na zewnatrz.

Po jej optaszczeniu lub polaczeniu ze specyficzna nanoczasteczka, wnika do
komorki w pecherzyku endocytarnym, nie zostaje od razu rozpoznana przez
transportery imoze pozosta¢ w komorce na tyle dlugo, by zwigkszy¢ efekt
terapeutyczny i tym samym zwigkszy¢ wydajnos¢ leczenia [14].
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3.6. Terapia skojarzona

W praktyce, w celu poprawy skuteczno$ci terapii, taczy sie rdzne typy
leczenia. Pozwala to zwigkszy¢ wrazliwos¢ nowotworowych komorek
macierzystych i utatwi¢ ich usunigcie z organizmu pacjenta, a co za tym idzie —
zapobiec odbudowaniu masy guza. Kolejne korzysci to zmniejszenie dawek
lekéw przy zachowaniu efektu terapeutycznego czy redukcja skutkéw
ubocznych.

4. Podsumowanie

Odkrycie istnienia nowotworowych komodrek macierzystych znacznie
zrewidowalo spojrzenie naukowcoOw 1 lekarzy na proces nowotworzenia.
Pozwala to lepiej zrozumie¢ brak efektywnosci leczenia, tak czesto
obserwowany w standardowych terapiach, a takze daje szans¢ na wprowadzenie
koniecznych dla zwickszenia tej efektywnosci modyfikacji. Dotychczas
stosowane metody leczenia skierowane byly na dojrzalte, zréznicowane komorki
nowotworowe, nie likwidowaty natomiast CSC. Obecnie prowadzone badania
ukierunkowane sa na opracowanie terapii uzupeiniajacej, ktéra pozwolilaby
zapobiega¢ mikroprzerzutowaniu i nawrotom choroby. Konieczno$cia jest
dokladne poznanie molekularnych mechanizméw 1 $ciezek sygnatowych
w obrgbie nowotworowych komoérek macierzystych. Taka wiedza da mozliwo$¢
precyzyjnego blokowania szlakow sygnatowych, ktére warunkuja zwigkszona
proliferacje, zahamowanie apoptozy, przerzutowanie czy nasilona angiogeneze
w obrebie nowotworu.

Doktadna charakterystyka molekularna pozwoli na selektywne niszczenie
CSC, bez szkodliwego oddzialywania na fizjologicznie prawidtowe komorki
organizmu pacjenta. Czynniki molekularne juz w obecnym momencie maja duze
znaczenie rokownicze i terapeutyczne. Uwaza si¢, ze analiza ekspresji genéw
pozwoli wyodrebni¢ nowe podtypy obecnie znanych nowotwordw, a co za tym
idzie — opracowa¢ dla nich skuteczna terapi¢ celowang.
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Streszczenie

Wiele lat badan i prob opracowania skutecznej terapii nowotworéw nie przyniosto do tej pory
pozadanych efektow — nowotwory sa nadal jedna z czestszych przyczyn zgonow. Kluczowe dla
zaprojektowania skutecznego leczenia jest doktadne poznanie mechanizmu samego procesu
nowotworzenia. Odkrycie nowotworowych komoérek macierzystych (ang. cancer stem cells, CSC)
umozliwito zrewidowanie pogladéw naukowcow na zagadnienie kancerogenezy. Prawdopodobnie
to wlasnie CSC odpowiedzialne sg za opornos¢ nowotworéw na konwencjonalne metody leczenia,
a takze za odtwarzanie choroby i przerzutowanie. Zrozumienie molekularnych mechanizméw ich
dziatania pozwoli na stworzenie skutecznych metod eliminowania ich z organizmu, a co za tym
idzie — skuteczne leczenie chorych.

Stowa Kluczowe: komorki macierzyste, nowotwory, onkogeneza, terapia przeciwnowotworowa
Cancer stem cells

Abstract

Many years of research and testing to develop effective cancer therapy has not produced the
desired results so far — cancer is still one of the most frequent causes of death. Key to the design of
effective treatment is clear understanding of the mechanism of the process of carcinogenesis. The
discovery of cancer stem cells (called cancer stem cells, CSC) has enabled scientists to revise
views on the issue of carcinogenesis. Probably this is CSC are responsible for resistance to
conventional cancer therapies, as well as playback of the disease and metastasis. Understanding
the molecular mechanisms of their actions will help to create effective methods to eliminate them
from the body, and as a result — an effective treatment for patients.

Key words: stem cells, cancer, cancerogenesis, cancer therapy
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Od techniki prazkowania do zaawansowanych metod
molekularnych — czyli o historii cytogenetyki

Wstep

Cytogenetyka jest dzialem genetyki, ktory zajmuje si¢ badaniem struktury
ibudowy chromosomow w komorce. Wykorzystuje mato skomplikowane
techniki, pozwalajagce na uzyskanie wielu istotnych informacji. Dzigki
osiagnigciom nauki z ostatnich kilkunastu lat, obecnie obserwujemy prezny
rozwdj metod badawczych, ktére znalazty zastosowanie zarowno w badaniach
naukowych jak i w diagnostyce kliniczne;j.

Wspolczesnie dziat ten mozemy podzieli¢ na dwie odrebne gatezie, jakimi
sa cytogenetyka klasyczna 1 cytogenetyka molekularna. Przedmiotem
zainteresowania pierwszej z wymienionych jest zachowanie chromosoméw
podczas podziatdow komoérkowych oraz ich udziat w rekombinacji gendow.
Postuguje sie technikami prazkowania chromosoméw 1 analiza kariotypu.
Gléownym nurtem cytogenetyki molekularnej jest badanie struktury i funkcji
chromosoméw w jadrze interfazowym. Dokonuje si¢ tego za pomocg metody
FISH i jej modyfikacji. Jednym z najwazniejszych etapéw kazdego badania
cytogenetycznego jest sporzadzenie preparatow cytogenetycznych o wysokiej
jakosci, ktéry zapewnia uzyskanie wiarygodnego wyniku analizy kariotypu [1-3].

1. Przygotowanie materialu do badan cytogenetycznych

Analiza kariotypu polega na badaniu liczby i struktury chromosoméw
pacjenta, ktore uzyskuje si¢ z dzielacych si¢ mitotycznie komorek
somatycznych. Badanie cytogenetyczne przebiega w kilku etapach sa to:

e Pobranie materialu do badan,
Hodowla komodrkowa,
Traktowanie i utrwalenie hodowli komérkowe;,
Sporzadzenie preparatéw i ich ,,dojrzewanie”,
Wybarwienie chromosoméow,

'Email: n.bilska@onet.pl, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, I Wydziat Lekarski z Oddziatem
Stomatologicznym, Zaktad Genetyki Klinicznej Studenckie Koto Naukowe Laboratoryjne;j
Genetyki Medycznej
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Laboratoryjnej Genetyki Medycznej
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Laboratoryjnej Genetyki Medycznej
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¢ Analiza mikroskopowa,
¢ Diagnoza.

Najczescie] wykorzystywanym materiatem do badan cytogenetycznych sa:
limfocyty krwi obwodowej, fibroblasty skory, ptyn owodniowy, komorki
trofoblastu, szpik kostny. W uzasadnionych przypadkach mozna postuzy¢ sie
krwia pepowinowa przy ocenie kariotypu ptodu. Przelomowym momentem
w cytogenetyce bylto zastosowanie kolchicyny do zatrzymania mitozy w czasie
metafazy w 1937 r. oraz ptyndéw hipotonicznych pozwalajacych na rozproszenie
chromosomoéw plytki metafazowej w 1952 r. Substancje te sg stosowane do dnia
dzisiejszego, cho¢ coraz czgéciej zamiast kolchicyny wprowadza si¢ jej analog —
Colcemid. Celem hodowli komoérek do tego typu badan jest uzyskanie jak
najwigkszej liczby metafaz, jak najmniej cytoplazmy oraz jak najdluzszych
chromosomow [4-7].

Po zakonczeniu hodowli nalezy sporzadzi¢ odpowiedniej jakosci preparat
z odpowiednim rozproszeniem chromosomow w metafazie, ktory jest podstawa
badania cytogenetycznego. Po dzi§ dzien wiele laboratoridow genetycznych
wykonuje to sposobem manualnym, mimo iz jest to proces bardzo trudny
1 wymaga duzego do$wiadczenia [4-5]. Bardzo pomocne i usprawniajace prace
jest korzystanie z najnowszych rewolucyjnych urzadzen do automatycznego
wykonywania preparatdow cytogenetycznych. Przykladem moze by¢ aparat
ZenDropper belgijskiej firmy ZenTech, ktéry jest bardzo nowoczesnym
sprzetem pozwalajacym na bezpieczna i precyzyjna preparatyke probek do
kariotypowania. Jego zasada dziatania polega na automatycznej jednorodnej
dystrybucji komoérek badanego pacjenta na standardowych szkietkach, w wyniku
ktorej otrzymujemy wysokiej jakos$ci preparat cytogenetyczny. Zastgpuje on
skomplikowane i pracochtonne czynno$ci manualne technikow, a takze chroni
pracownikéw przed szkodliwymi oparami metanolu i kwasu octowego.
Wykorzystuje on technologi¢ ,,.Layer Water”, ktéra zapewnia jednorodny
rozktad komoérek, wysoka powtarzalnos¢ i wydajnos$¢ jak réwniez oszczgdnose
czasu, gdyz w ciagu 25 minut mozna wykona¢ 40 preparatow.

2. Techniki prazkowania chromosomow

Pierwszych prob obserwacji chromosoméw w materiale zwierzecym podjat
sic Walther Flemming w latach 1879-1889. Przelomowym wydarzeniem
w nauce jaka jest genetyka bylo odkrycie przez Watson’a i Crick’a w roku 1953
struktury DNA, ktorzy za swoje osiagnigcie zostali uhonorowani nagroda Nobla
w 1962 r. Od tego momentu dostrzec mozna szybkie tempo rozwoju tej
dyscypliny badawczej. Z punktu widzenia cytogenetyki istotnym jest fakt
ustalenie prawidlowej liczby chromosoméw w komorce przez Joe Hin Trio
w 1956 roku. W latach 1970-1975 opisano pierwsze techniki prazkowania, ktore
sa stosowane do dnia dzisiejszego w diagnostyce klinicznej jako podstawa do
doktadnej identyfikacji kazdej z 23 par chromosoméw. Z pomoca analizy
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prazkowej uzyskujemy odzwierciedlenie ich strukturalnego i funkcjonalnego
zréznicowania [4,6,8].

Najczesciej stosowanym wybarwieniem chromosoméw jest prazkowanie
G [GTG]. Metoda ta polega na uprzednim trawieniu badanego materiatu
z wykorzystaniem trypsyny, a nastepnie barwieniu odczynnikiem Giemzy. Jako
wynik otrzymuje si¢ wzor prazkowy specyficzny dla kazdego z chromosomow,
w skiad ktorego wchodzi 300 — 400 naprzemiennie utozonych jasnych i ciemnych
prazkéw, roézniagcych sie intensywnos$cig zabarwienia i wielko$cia. Jasne obszary
odpowiadaja euchromatynie, ktora wykazuje aktywno$¢ transkrypcyjna,
podlegajacej wczesnej replikacji. Roznia si¢ one zestawem bialek od ciemnych
obszaré6w G, ktore sg charakterystyczne dla regiondéw pozno replikujacych sie
materialu  genetycznego, bogatych w pary zasad adenina — tymina,
zawierajacych pojedyncze aktywne geny. Technika ta znalazla zastosowanie
w rutynowej analizie kariotypu do wykrywania i1 rozpoznawania aberracji
chromosomowych [1,2,5,7,8].

Podobnym barwieniem do wyzej opisanego jest prazkowanie Q[QFQ], lecz
obraz prazkéw otrzymujemy w wyniku traktowania materialu badanego
fluorochromem jakim jest kwinakryna. Poza nielicznymi wyjatkami jakim sa:
dystalny fragment chromosomu Y, regiony centromerowe i prazkow G,
w ktorych wystepuje jasna fluorescencja, wzor prazkow Q odpowiada wzorowi
prazkow G. Metoda ta dodatkowo umozliwia identyfikacje wariantéw
morfologicznych chromosomu Y, a takze satelitow i regiondw centromerowych
chromosoméw akrocentrycznych [1,2,5].

Kolejnym uzytecznym barwieniem jest prazkowanie C [CBG]
uwidaczniajagce prazki chromosomowe odpowiadajace heterochromatynie
konstytutywnej, poprzez zastosowanie nasyconego roztworu wodorotlenku baru
1 odczynnika Giemzy. Umozliwia ono ustalenie regiondow centromerowych
chromosomow [1,2,5].

Z wykorzystaniem réznych metod uzyskuje si¢ takze prazki R. Jedna z nich
jest barwienie fluorescencyjne z uzyciem oranzu akrydyny lub chromomycyny,
a takze barwienie odczynnikiem Giemsy. Uzyskany wzor jest odwrotno$cia
wzoru prazkow G. Technika ta jest szczegdlnie przydatna do rozpoznawania
aberracji zlokalizowanych w koncowych czesciach chromosomow [1,2,5].

Barwienie azotanem srebra (barwienie NOR) umozliwia wykrycie obecno$ci
w krotkich ramionach chromosoméw akrocentrycznych aktywnych regionow
organizatorow jaderkotworczych. Oprocz tego mozna zidentyfikowaé aberracje
z udziatem krotkich ramion chromosomoéow 13-15121-22 [1,2,5].

Analizy chromosoméw dokonuje si¢ przy uzyciu mikroskopu i systemu
komputerowego. Uktadanie kariotypu nalezy rozpocza¢ od grupy
G chromosomoéw, nastepnie powinno si¢ przejs¢ do grupy F, E, D, a potem do
grup B 1 A. Grupa C badana jest na samym koncu, poniewaz jest ona
najtrudniejsza do zidentyfikowania [1,5,4].
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3. FISH - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ

Obecnie wykorzystywane sa bardziej zaawansowane metody molekularne,
wsrdd ktorych mozna wyrézni¢ fluorescencyjng hybrydyzacje in situ. Pionierami
techniki FISH byli Gall i Pardue, ktérzy opisali hybrydyzacje in situ z sondami
znakowanymi radioaktywnie w 1969 roku, ktore z biegiem lat zostaly wparte przez
sondy znakowane bezposrednio fluorochromami Iub posrednio czastkami
reporterowymi, np. biotyna lub digoksygening Natomiast najwigksze znaczenie
kliniczne ma zastosowanie sond locus—specyficznych, centromerowych a takze
malujacych. Metoda ta wykorzystuje sonde molekularng stanowiaca krotki
oligonukleotydowy odcinek DNA o znanej sekwencji i potozeniu w prawidtowych
chromosomach, ktéry w odpowiednich warunkach hybrydyzuje do
komplementarnej sekwencji w badanym materiale genetycznym. Przedmiotem
badan moga by¢ skrawki tkanek w preparacie cytologicznym, chromosomy
metafazowe oraz jadra interfazowe (wynik uzyskuje si¢ w ciggu 24-48 h). Wynik
analizy obserwuje si¢ za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego. Lokalizacja miejsc
hybrydyzacji sond znakowanych bezposrednio jest mozliwa natychmiast po
zakonczeniu reakcji, dzieki zastosowaniu zmodyfikowanych nukleotydow
zawierajacych fluorochromy (np. FITC, Aqua, jodek propidyny, rodamina, DAPI).
Detekcja sond znakowanych posrednio jest mozliwa dzigki zastosowaniu
przeciwciat skoniugowanych z fluorochromem, specyficznie wigzacych si¢ z sonda.
Niewatpliwa zaleta techniki FISH jest mozliwo$¢ analizowania genomu bez
wzgledu na faze cyklu komoérkowego, co niejednokrotnie umozliwia rezygnacje
z hodowli komoérek nowotworowych. Dokladnos$¢ i czuto$¢ tej metody pozwala na
ujawnienie licznych i zlozonych aberracji chromosoméw zaréwno liczbowych jak
istrukturalnych. Jednak niezbedne jest wczesniejsze sformutowanie hipotezy
klinicznej o wystapieniu aberracji badanego regionu [1-3, 5, 7-10].

Zastosowanie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ:

e W diagnostyce prenatalnej do wykrywania najczesciej wystepujacych
aneuploidii z uzyciem sond specyficznych dla chromosomow: 21,13,18,
X, Y,
e W onkologii i hematoonkologii do identyfikacji fuzji genowych, delecji
1 amplifikacji onkogenow,
W diagnostyce preimplatacyjne;j,
Analiza ekspresji gendw,
Mapowanie i sekwencjonowanie genow,
Wykrycie chromosomdw markerowych,
Identyfikacja dodatkowego materialu genetycznego w nieprawidtowych
chromosomach,
e Wykrycie aberracji submiroskopowych, czyli nie widocznych w obrazach
uzyskanych technikami prazkowymi w rutynowej ocenie kariotypu,
e Wyznaczenie minimalnej wielkosci regionu krytycznego, ktory bedzie
warunkowat okre$lony zespot kliniczny.
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4. Modyfikacje metody FISH

e M-FISH

Dalszy rozw6j] spowodowal opracowanie techniki wielobarwnego
kariotypowania FISH (M — FISH, multiplet FISH). Wykorzystuje ona hybrydyzacje
do chromosomow metafazowych specyficznych dla kazdego z chromosoméw
sond, z ktérych kazda jest wyznakowana innym zestawem fluorochroméw
wigzacych sie¢ zDNA. Do znakowania sond najczgsciej stosuje si¢ mieszanine
5roznych  barwnikow  fluorescencyjnych w  odmiennych stosunkach
ilo§ciowych, efektem tego otrzymuje si¢ obraz wszystkich chromosomoéw,
a kazdy z nich posiada inng barwe. Oceny otrzymanego wyniku dokonuje si¢ za
pomoca specjalnego oprogramowania komputerowego [1,5].

e SKY (metoda analizy widmowej kariotypu)

Kolejng modyfikacja klasycznej metody FISH jest analiza widmowa
kariotypu. Technika ta jest polaczeniem mikroskopii  optycznej,
spektrofotometrii oraz obrazowania kamera. Wykorzystuje ona sondy malujace,
ktore sa wyznakowane za pomoca metody kombinacyjnej. 24 sondy ulegaja
reakcji hybrydyzacji do chromosomoéw metafazowych, co mozna zaobserwowac
w wyniku emisji $wiatla poszczegolnych barwnikéw fluorescencyjnych
roznigcych si¢ widmem emitowanego promieniowania w zakresie $wiatla
widzialnego oraz bliskiej podczerwieni. W wyniku obrdbki w odpowiednim
programie komputerowym, ktéry nadaje chromosomom sztuczne kolory,
otrzymuje si¢ wielobarwny obraz kariotypu, w ktérym kazda para
chromosoméw posiada inng barwe. Technika ta pozwala na szybkie
zdiagnozowanie skomplikowanych rearanzacji chromosomowych 1 jest
wykorzystywana przede wszystkim w cytogenetyce chorob nowotworowych,
ktore zwykle charakteryzuja si¢ wieloma, zlozonymi aberracjami
chromosomowymi [1,5,11].

Jednym z ostatnich osiggnig¢ techniki jest w pelni zautomatyzowany
mikroskop OLYMPUS BX61. Jest on wyposazony w system wysokiej jako$ci
obrazu i umozliwia prace w trzech trybach: z wykorzystaniem szerokokatnego
$wiatta przechodzacego, szerokokatnej fluorescencji oraz uporzadkowanej
iluminacji. Sprzet ten korzysta z dwoch oddzielnych systeméw kamer —
kolorowego i monochromatycznego. Tryb uporzadkowanej iluminacji pozwala
uzytkownikom na gromadzenie konfokalnych zdje¢, ktore moga by¢ nastgpnie
wyswietlane jako zdjecia 3D lub filmy. Jako znaczniki wykorzystywane sa
powszechnie uzywane barwniki fluorescencyjne tj. DAPI, FITC TRITC oraz
CY5. Zrodtem o$wietlenia jest lampa metalohalogenkowa o szerokim spektrum
osiowania. Urzadzenie to zapewnia wysoki kontrast obserwacji wewnetrznych
struktur zywych komoérek. Zrdznicowane o§wietlenie i zaawansowana optyka
gwarantuja najwyzszej jakosSci zdjecia cyfrowe. System optyczny UIS2
zapewnia wysoka rozdzielczo$¢, doskonatg reprodukcja koloréw oraz korekcje
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aberracji optycznych. Mikroskop ten najczeSciej jest stosowany do analizy
cytogenetycznej chromosomow badanych metoda FISH, M—FISH i SKY-FISH.
e CGH - poréwnawcza hybrydyzacja genomowa

Jest przelomowym badaniem w diagnostyce choréb genetycznych.
Poréwnawcza hybrydyzacja genomowa [CGH] jest zmodyfikowana technika
FISH 1 jest przelomowym badaniem w diagnostyce chordob genetycznych.
Umozliwia ona detekcje zmian liczby kopii sekwencji DNA w genomie. Polega
na réownoczesnym i kompetytywnym hybrydyzowaniu dwoch znakowanych
roznymi  fluorochromami  probek DNA  pochodzacymi z komorek
nowotworowych pacjenta i materialu referencyjnego do prawidtowej plytki
metafazowej. DNA pacjenta znakuje si¢, np. FITC (fluorescencja zielona), za$
DNA wzorcowe, np. TR (fluorescencja czerwona) w reakcji nick—translacji,
nastepnie miesza si¢ w stosunku 1:1, nanosi na plytke metafazowsa i po reakc;ji
hybrydyzacji poddaje si¢ analizie mikroskopii fluorescencyjnej z zastosowaniem
odpowiednich filtréw i kamery CCD podtaczonej do komputera. Po zakonczeniu
kariotypowania, mierzy si¢ stosunek fluorescencji czerwonej do zielonej na catej
dlugos$ci wzdhuz chromosoméw. Badaniu poddaje si¢ 10-16 chromosoméw dla
kazdego przypadku. Zakres prawidlowy stosunku miesci si¢ w granicach
0.75-1.25. Jezeli obserwuje si¢ przewage fluorescencji zielonej to $§wiadczy to
o duplikacji danego regionu w chromosomie, za§ przewaga fluorescencji
czerwone] przemawia za delecja analizowanego regionu. Gléwnymi zaletami
opisanej metody jest mozliwos¢ badania catego genomu, wykorzystanie
materiatu archiwalnego, pominiecie etapu hodowli i izolacji chromosoméw
z komorek nowotworowych. Technika ta nie jest pozbawiona wad, gdyz nie
pozwala na wykrycie aberracji zrOwnowazonych, ma ograniczone zastosowanie
w identyfikacji mozaikowosci oraz aberracji telomerowych, a akze nie moze by¢
wykorzystana do badan aberracji w obrebie centromerow. CGH zyskala
ogromna przewage nad FISH dzigki mozliwos$ci identyfikacji zmian w genomie
wczesniejszego sformutowania hipotezy o ich istnieniu. Czas trwania badania na
ogol nie przekracza kilku dni [1-3, 5,10].

e Array-CGH

W wyniku rozwoju nauki obserwujemy wprowadzanie nowych modyfikacji
metody CGH. Jedna z nich jest mozliwos¢ wykorzystania mikromacierzy
w badaniach cytogenetycznych. Array— CGH jest modyfikacja CGH, do ktorej
powstania przyczynilo si¢ niezmiernie istotne wydarzenie z punktu widzenia
genetyki  klinicznej jakim bylo zsekwencjonowanie ludzkiego genomu.
Skonstruowaniu  odpowiednich sond oligonukleotydowych umozliwiajacych
wykrycie nie stwierdzonych dotychczas zaburzen mogacych by¢ odpowiedzialnymi
za liczne stany patologiczne, towarzyszyto odkrycie wariantow patogennych CMV.
Dzieki duzej rozdzielczosci tej metody mozliwe jest wykrycie aberracji
submikroskopowych rzgdu kilkuset a nawet kilku—kilkunastu par zasad.
Rozdzielczo$¢ jest ograniczona tylko i wylacznie liczbg oraz wielkoscia sond, ktore
zostaty uzyte do projektowania mikromacierzy. Zasada metody polega na tym, ze
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sondy zostaja utrwalone na specyficznych szkietkach tzw. mikromacierzach,
anastepnie hybrydyzuje si¢ do nich znakowane dwoma réznymi barwnikami
fluorescencyjnymi genomowe DNA pacjenta oraz DNA referencyjne. Array CGH
pozwala na jednoczesne wykrycie aneuploidii, amplifikacji, duplikacji, delecji
regionu, ktory wykrywa dana sonda. Technika ta szczegodlnie chetnie
wykorzystywana jest diagnostyce specyficznych, izolowanych wad wrodzonych.
Umozliwia ona takze poszerzenie dotychczasowej wiedzy na temat nowych
zespotow mikrodelecyjnych/ mikroduplikacyjnych i znaczenia okreSlonych genow
dla prawidlowego rozwoju czlowieka. W Polsce od 2002 roku si¢ w systemie
mikromacierzy Genechip Affymetrix, ktéry jest coraz chetniej i powszechnigj
stosowany w jednostkach naukowo—badawczych wcatym kraju. System ten sktada
si¢ ze skanera, stacji fluidycznej i1 pieca hybrydyzacyjnego. GeneChips Affymetrix
sa produkowane w technologii syntezy oligonukleotydéw in situ z wykorzystaniem
fotolitografii. Takie mikromacierze charakteryzuja si¢ gestszym upakowaniem sond
w poréwnaniu do mikromacierzy drukowanych. Znakowanie jest jednokolorowe.
Na chwile obecng dostepne sa chipy zawierajace ok. 6 min krétkich sond na
powierzchni zaledwie 1 cm” Umozliwiaja one na wykrycie nowych genow,
pojedynczych niesparowan, SNF i mutacji, dlatego tez znalazly zastosowanie
m.in. w badaniach tkanek nowotworowych. System Affymetrix pozwala rdwniez na
ustalenie roli genéw w rozwoju chordb, skuteczno$ci ibezpieczenstwa leczenia
pacjentéw, a takze wplywu na ludzkie zycie wielu réznorodnych czynnikéw
biologicznych. Ich gldwna wada jest wysoki koszt badania [12-14].

5. Podsumowanie

W ostatnich kilkudziesieciu latach obserwuje si¢ prezny rozwoj cytogenetyki.
Dzigki osiagnieciom bio—informatyki analiza chromosomoéw stata si¢ w pelni
zautomatyzowana co umozliwia uzyskanie szybkich i wiarygodnych analiz,
ktore moga by¢ przechowywane w archiwum komputerow. Niestety koszt
sprzetow oraz konieczno$¢ zatrudnienia wysoko wykwalifikowanego personelu
sprawia, ze najnowoczes$niejsza aparatura znalazla zastosowanie gltownie
w jednostkach naukowo-badawczych. W badaniach klinicznych nadal
powszechnie wykorzystywane sa techniki prazkowania i1 fluorescencyjna
hybrydyzacja In situ oraz jej modyfikacje.

Uwagi ogodlne

Praca powstata z wykorzystaniem sprzetu zakupionego w ramach Projektu:
., Wyposazenie innowacyjnych laboratoriow prowadzqcych badania nad nowymi
lekami stosowanymi w terapii chorob cywilizacyjnych i nowotworowych”
w ramach Programu Operacyjnego Rozwoj Polski Wschodniej 20072013, Osi
priorytetowej I Nowoczesna Gospodarka, Dzialania 1.3 Wspieranie Innowacji.
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Od techniki prazkowania do zaawansowanych metod molekularnych — czyli
o historii cytogenetyki

Streszczenie

Dzigki osiagnigciom nauki z ostatnich kilkunastu lat, obecnie obserwujemy prezny rozwdj metod
badawczych, ktore znalazly zastosowanie zar6wno w badaniach naukowych jak i w diagnostyce
klinicznej. Pod koniec XX wieku dokonano wielu, zakonczonych sukcesem prob badania
kariotypu i udoskonalania technik pozwalajacych na wykrycie nieprawidlowosci strukturalnych
i ilosciowych w chromosomach. Zaowocowalo to pojawieniem si¢ techniki FISH i jej modyfikacji,
ktére powoli wypieraja powszechnie stosowane techniki pragzkowania. Zaletami nowoczesnych
metod badawczych cytogenetyki jest brak koniecznosci zaktadania hodowli komoérkowych
iizolacji chromosoméw, co znacznie przyspiesza czas analizy. W dalszym ciagu obserwuje si¢
udoskonalanie tych technik oraz poszukiwanie nowych rozwiazan technologicznych

i diagnostycznych, majacych na celu usprawnienie pracy a takze wykrywanie nieznanego wptywu
genow na powstawanie chorob.

Stowa kluczowe : cytogenetyka, metody prazkowania, FISH, CGH

From the banding technique to advanced molecular methods, or about the
history of cytogenetics

Abstract

Thanks to scientific achievements in the recent several years, one can now observe the swift
development of research methods, which found a use for both scientific research, as well as in
clinical diagnostics. Towards the end of the 20th century, numerous successful attempts were
undertaken to study karyotypes and to improve the techniques allowing the detection of structural
and quantitative abnormalities in chromosomes. This resulted in the emergence of the FISH
technique (fluorescent in situ hybridization) and its modifications which are slowly superseding
the widely used banding technique. One of the advantages of modern research methods used in
cytogenetics is the lack of need for establishing cell cultures or for isolating chromosomes, which
significantly speeds up the analysis. One can still observe the improvement of these techniques and
the search for new technological and diagnostic solutions, which is aimed at making the process
more efficient, and also at detecting the unknown influence of genes on the formation of diseases)
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Perspektywy wykorzystania proteaz cysteinowych i ich
inhibitorow w biotechnologii i medycynie

Wstep

Peptydazy — znane réwniez jako proteazy, proteinazy i hydrolazy peptydowe,
sa najlepiej poznanymi enzymami, rozszczepiajacymi wiazania peptydowe
w polimerach biatkowych. Peptydazy mozna podzieli¢ na dwa gléwne podtypy:

Typ pierwszy uzywa aktywnego tlenu pochodzacego z czasteczki wody jako
nukleofila. W miejscu aktywnym moze by¢é obecny kation metalu
np. u metalopeptydaz. Enzymy tej grupy nie tworza przejsciowych wigzan
kowalencyjnych.

Typ drugi peptydaz tworzy natomiast przejSciowe wigzania kowalencyjne
pomigdzy substratem a tlenem katalitycznym seryny (peptydazy serynowe),
treoniny (peptydazy treoninowe), lub siarka cysteiny (proteazy cysteinowe) [1].

Wystepowanie proteaz we wszystkich zywych organizmach wskazuje na ich
kluczowa role w wielu metabolicznych 1 regulacyjnych procesach
biologicznych. Proteazy sa enzymami niezbednymi do uruchamiania substancji
odzywczych wymaganych do wzrostu i proliferacji komodrek. Sg zaangazowane
w procesy, takie jak ekspresja genow, replikacja DNA, transport bialek, wzrost
i réznicowanie komorek, cykl komérkowy, reakcje szoku cieplnego, odpowiedz
na uszkodzenie DNA, stres oksydacyjny czy programowang $mier¢ komorek. Za
regulacje aktywno$ci proteaz odpowiadaja ich inhibitory. Kryterium podziatu
inhibitor6w moze by¢ oparte na tym, jaka klas¢ enzymow hamuja (np. inhibitory
proteaz serynowych czy cysteinowych) [2].

Peptydazy cysteinowe sa znane rowniez jako tiolowe, sulthydrylowe lub
cysteinylowe. W bazie danych MEROPS, peptydazy cysteinowe sa podzielone
na dziewig¢ klas, zwanych klanami, w tym jeden klan niezaklasyfikowanych
(ang. unclassified):

o klan CA (np. katepsyny lizosomalne),
e klan CD (np. kaspazy),
e Kklan CE (np. peptydazy Ulpl),
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klan CF (np. peptydaza pyroglutamylowa),

klan CL (np. sortaza A),

klan CM (np. peptydaza wirusa zapalenia watroby typu C),
klan CN (np. sindbis virus-type nsP2 peptidase),

klan CO (np. dipeptydylopeptydaza IV) [1].

1. Charakterystyka wybranych proteaz cysteinowych

Proteazy cysteinowe to enzymy hydrolizujace wiagzania peptydowe
z udzialem czynnej reszty cysteinowej w centrum katalitycznym. Rozszczepiaja
one polipeptydy w miejscu, gdzie w tworzeniu wigzania peptydowego
uczestnicza takie aminokwasy jak arginina, glicyna lub lizyna. Enzymy te biorg
udziat w metabolizmie wielu biatek zaréwno endo- jak i egzogennych [3].
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Rys.1. Mechanizm dziatania peptydaz. (a) Wiazanie substratow peptydowych do podjednostki
peptydazy ustawia siarke w poblizu grupy karbonylowej trawionego wiazania peptydowego.
Siarka obecna w miejscu aktywnym cysteiny jest nukleofilowa z powodu obecnosci grupy
zasadowej np. histydyny. Aminokwasowe reszty biatkowe i podjednostki sa liczone i oznaczane
w odniesieniu do trawionego wigzania peptydowego. Skroty: S, podjednodtka; P, aminokwasowa
reszta biatkowa; R, tafncuch boczny.(b) W bazie danych MEROPS wszystkie peptydazy
przydzielone sa do rodzin, ktére sa pogrupowane w wigksze klany z ktérych kazdy posiada
wspolnego przodka. Cztonkowie roznych klanow nie sa homologiczni (tzn. nie s3 one uwazane za
ewolucyjnie pokrewne) [1]

Proteazy cysteinowe swoja nazwe zawdzigczaja funkcjom katalitycznym
cysteiny, ktora posredniczy w hydrolizie biatek poprzez atak nukleofilowy na
wegiel karbonylowy wigzania peptydowego. Proteazy cysteinowe podzielono na
klany, ktére prawdopodobnie powstaty niezaleznie, jednakze cecha, ktéra je
laczy jest wykorzystanie cysteiny do katalizy hydrolizy wigzan peptydowych.
W oparciu o podobienstwa klany zostaly podzielone na rodziny. Najlepiej
dotychczas poznany zostat klan CA, proteazy do niego nalezace wykorzystuja
reszty katalityczne cysteiny, histydyny i asparaginy, ktorych kolejnos¢ jest
niezmienna w podstawowej sekwencji proteazy [4].
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Klan CA, Rodzina C1 (rodzina papainy) proteaz cysteinowych jest dobrze
scharakteryzowany réwniez dla drobnych (jednokomorkowych) organizméw
eukariotycznych jakimi sg pierwotniaki z rodzaju Plasmodium. Analiza
sekwencji genomu P. falciparum (zarodziec sierpowy) sugeruje, ze klan CA
proteaz cysteinowych zawiera az cztery falcypainy, trzy peptydazy
dipeptydylowe, dziewie¢ biatek zwigzanych z antygenami serynowymi,
1 homologi kalpainy [4].

1.1. Wystepowanie i struktura proteaz cysteinowych

Proteazy cysteinowe sg obecne we wszystkich organizmach zywych, takich
jak wirusy, bakterie, pierwotniaki, rosliny i zwierzeta. Fakt ten czyni je
niezwykle ciekawym obiektem badan [5].

1.1.1. Wirusowe proteazy cysteinowe

Niektore wirusy, takie jak pikornawirusy (fac. Picornaviridae), obejmujace
rhinowirusy, wirusy polio oraz wirusy zapalenia watroby typu A (HAV), koduja
swoje biatka w postaci pojedynczego prekursora, rozczepiajacego sie
w okre§lonych miejscach dzieki peptydazom, pochodzacym =z biatka
prekursorowego. Enzymami tymi sg proteazy cysteinowe [6].

1.1.2. Bakteryjne proteazy cysteinowe

Klostrypaina  wyizolowana z Clostridium  histolyticum (laseczka
tkankobojcza) nalezy do rodziny C11. Jest uwazana za proteaz¢ prototypowa,
dzialajaca zgodnie z ogdlnym mechanizmem proteaz cysteinowych, jednakze
rozni si¢ od rodziny papainy swoja specyficzno$cia i sekwencja [6].

1.1.3. Grzybowe proteazy cysteinowe

e W roku 1993 wyizolowano drozdzowy enzym, bedacy odpowiednikiem
ssaczej hydrolazy bleomycyny. Enzym ten jest aminopeptydaza cysteinowa,
asekwencja jego miejsca aktywnego odpowiada sekwencji peptydaz
nalezacych do rodziny papainy [6],

e Metakaspazy. Enzymy te zostaly zaklasyfikowane do klanu CD, rodziny
C14, podrodziny C14B [7][8]. Metakaspazy to podgrupa w rodzinie C14.
Sa odpowiednikami kaspaz posredniczacych w procesach apoptozy
uorganizméw zwierzecych. Metakaspazy wystepuja w organizmach
grzybow, roflin, pierwotniakdw pasozytniczych 1 bakterii [1].
Podobienstwo do kaspaz obejmuje zaroéwno strukture pierwszorzedowa
z charakterystyczna parg aminokwasow Cys—His jak 1 strukture
drugorzedowa [9],

1.1.4. Proteazy cysteinowe pierwotniakow

Pierwotniaki pasozytnicze to bardzo zrdéznicowana grupa organizmow,
jednakze wiekszo§¢ proteaz z nich izolowanych nalezy do cysteinowych.
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Niektore z tych enzymow odgrywaja kluczowa role w procesach, takich jak
odzywianie oraz inwazja do komorek gospodarza.

e Kruzipaina nalezaca do klanu CA, rodziny CIl, zostala wyizolowana
z Trypanosoma cruzi ($widrowiec amerykanski), przenoszacego si¢ na
czlowieka poprzez organizmy pasozytnicze, powodujac trypanosomozeg
amerykanska. Jest to choroba tropikalna, cztowieka i zwierzat spotykana
w obu Amerykach. We wczesnym stadium objawy sa nieznaczne, nastgpnie
przez lata rozwija si¢ przewlekta posta¢ choroby prowadzaca do zaburzen
pracy serca, uszkodzenia o$rodkowego uktadu nerwowego, patologicznego
poszerzenia  jelita.  Prawdopodobnie  kruzipaina jest enzymem
zaangazowanym w ochrong¢ pasozyta przed ukladem odporno$ciowym
gospodarza poprzez degradacje jego IgG,

e Proteazy cysteinowe wyizolowane z Plasmodium (zarodziec) maja wysoki
stopien podobienstwa do enzymow z rodziny papainy, jednakze wystepuja
tam tez sekwencje konserwatywne charakterystyczne tylko dla enzymow
Plasmodium [6].  Najlepiej scharakteryzowanymi enzymami
wyizolowanymi z tego pierwotniaka sa falcypainy, zaliczane do klanu CA,
rodziny C1. Falcypainy to proteazy cysteinowe podobne do papainy. Ich
cecha wyrdzniajaca jest obecno$¢ niezwykle duzych pro-domen [4].

1.1.5. Roslinne proteazy cysteinowe

Najintensywniej przebadana roslinng proteaza cysteinowa jest papaina. Pochodzi
z Carica papaya (melonowiec wlasciwy), w bazie danych MEROPS enzym ten
zostat zakwalifikowany do klanu CA, rodziny C1 i podrodziny C1A [8][7].

Jest to bardzo stabilna proteaza tiolowa, dobrze poznana z uwagi na ciekawa
budowe molekularng oraz wiele zastosowan przemystowych. Jej struktura sktada sie
z dwodch réoznych domen. Pierwsza domena (reszty 1-110) zawiera glownie
struktury alfa—helisy, natomiast domena druga (reszty 111-212) w wigkszym
stopniu sktada si¢ z antyréwnoleglej beta—harmonijki i w mniejszym stopniu alfa—
helisy. Trzy z pieciu reszt tryptofanowych (Trp) sa zlokalizowane w pierwszej
domenie, dwie znajduja si¢ w domenie drugiej. Enzym posiada siedem reszt
cysteinowych, ale tylko jedna z nich, Cys25, daje mozliwo$¢ utworzenia wolnej
grupy tiolowej w centrum aktywnym enzymu, pozostate biorg udzial w formowaniu
mostkow dwusiarczkowych: Cys22 — Cys63, Cys56 — 95 i Cys153 — Cys200.
Stabilno$¢ strukturalna jest czeSciowo spowodowana obecnos$cia rdzenia
hydrofobowego [10].

Zasadniczo wszystkie papaino—podobne proteazy cysteinowe sa syntetyzowane
jako nieaktywne proenzymy, ktére wymagaja aktywacji, obejmujacej proteolityczne
rozszczepienie N—koncowego fragmentu enzymu, zwanego regionem pro—. Region
pro— nie jest jedynie inhibitorem aktywno$ci enzymatycznej, ale takze moze
spetnia¢ inne role. W katepsynach L region pro— jest kluczowym elementem dla
prawidlowego pofaldowania nowo syntetyzowanego enzymu oraz zwigksza
odporno$¢ biatka na denaturacje w obojetnym lub zasadowym pH [11].
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1.1.6. Proteazy cysteinowe ssakow

Najwazniejszymi proteazami tiolowymi u ssakow sa cytoplazmatyczne kalpainy
i katepsyny lizosomalne. Nazwa ,katepsyny” zostala wprowadzona przez
Willstitter’a i Bamann’a w 1929 roku, dla enzymu aktywnego w kwasnym pH [6].

Kaspazy zostaty zaklasyfikowane do klanu CD, rodziny Cl4, oraz
podrodziny C14A [7][8]. Wykorzystuja reszte cysteiny jako nukleofil.
W miejscu aktywnym enzymu obecne sa histydyna i cysteina (His—Cys).
Kaspazy sg syntetyzowane jako nieaktywne proenzymy, aktywowane na drodze
proteolizy. Ich dziatanie powoduje charakterystyczne zmiany w komorce,
objawiajace si¢ na przyklad reorganizacja cytoplazmy i chromatyny jadrowe;.

Kaspazy sa podstawowym sktadnikiem procesu apoptozy, niektoére z nich sa
rowniez niezbedne w uktadzie immunologicznym do prawidlowego przebiegu
procesu dojrzewania cytokin. Zaburzenia w przebiegu procesu apoptozy
prowadza do rozwoju nowotwordw i zaburzen autoimmunologicznych oraz
chordb, np.: Alzheimera czy Parkinsona [12].
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Blona komérkowa ]
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Kaspaza 3 - Aktywna kaspaza 9

APOPTOZA

Rys. 2. Etapy sygnalizacji dwoch szlakow apoptozy. W szlaku receptorow $mierci, po interakcji
z ligandami receptory werbuja biatko adaptorowe, ktore aktywuje kaspazy inicjatorowe. Aktywne
kaspazy inicjatorowe aktywuja efektorowe w celu wywotania apoptozy. W szlaku
mitochondrialnym docierajace sygnaty stymuluja mitochondria do uwolnienia cytochromu c, ktory
wiagze si¢ do biatka Apaf-1, powstaje rowniez prokaspaza 9. Aktywna Kaspara — 9 aktywuje
kaspazy efektorowe, ktore sa wspodlne dla obu tych Sciezek [12]

Lizosomalne proteazy cysteinowe

Katepsyny: sposrod wszystkich cysteinowych proteaz lizosomalnych,
katepsyny B zostaly najintensywniej przebadane. Pomimo tego, ze izolowano je
z roznych organizmow, enzymy te nie réznily si¢ znaczaco. Zostaly
zaklasyfikowane do klanu CA, rodziny C1 oraz podrodziny C1A [7][8].

Katepsyny sa rodzing homologicznych enzyméw o zadziwiajaco szerokim
spektrum dziatania, wystgpujacym w wiekszosci, jesli nie we wszystkich typach
tkanek i komoérek. Dzialaja jako komoérkowe enzymy porzadkujace, zapewniajace
na przyktad rotacje makromolekut, poprzez masowa degradacje biatek. Katepsyny
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posiadaja réwniez bardzo specyficzne i okreslone aktywnos$ci proteolityczne.
Udziat w przetwarzaniu antygenu i proteolitycznej aktywacji pro—bialek swiadczy
o ich kluczowej roli w licznych procesach komorkowych. Natomiast ilo§¢
wydzielanych katepsyn w reorganizacji macierzy pozakomodrkowej podczas
gojenia sie ran badz inwazji komoérek nowotworowych odzwierciedla stopien ich
wszechstronnosci [13].

Katepsyny to gtownie endopeptydazy z kilkoma wyjatkami, ktére wykazuja
rowniez aktywno$¢ egzopeptydaz. Przykltadem takiego enzymu moze by¢
katepsyna B, rozczepiajaca tancuchy polipeptydowe, ktora moze rowniez dziataé
jako karboksypeptydaza. Najczgéciej wystepujacymi sg katepsyny B, H i L
podczas, gdy inne, tj. katepsyny F lub S s3 uznawane jako komorkowo lub
tkankowo specyficzne. Wigkszo$¢ to biatka monomeryczne, s3 jednak wyjatki,
m.in. katepsyna C, ktoéra moze tworzy¢ funkcjonalne oligomery [13].

Degradacja biatek moze odbywac si¢ na drodze dwoch szlakow:

o szlak lizosomalny — poprzez ktéry wickszo$¢ biatek komoérkowych jest
nieselektywnie degradowana,

o szlak nielizosomalny — w ktérym nieprawidlowe bialka sa degradowane
przez kompleks multikatalityczny (proteasom).

Katepsyny odgrywaja gtowna role w transporcie lizosomalnym. Endogenne
i egzogenne biatka, ktore sa pobierane przez komorke poprzez endocytozg lub
autofagocytoze, transportowane sa3 w endocytach lub autofagocytach i podlegaja
lizosomalnej $ciezce degradacji po fuzji pecherzykéw z lizosomami. Ze wzgledu
na wysokie stezenie katepsyn w lizosomach, komoérka musi si¢ chroni¢ przed
wysokim potencjalem hydrolitycznym, poprzez odpowiedni poziom inhibitoréw.
Enzymy ulegaja denaturacji w cytozolu i s3 rowniez kontrolowane przez
inhibitory. Dodatkowo katepsyny moga odgrywa¢ role w aktywacji lub
dezaktywacji enzymow i hormonow [6].

Nielizosomalne proteazy cysteinowe

Kalpainy, odkryte w 1964, to cytoplazmatyczne proteazy cysteinowe. Naleza
do klanu CA, rodziny C2 wg klasyfikacji MEROPS. Nazwa ,,kalpainy”, nadana
w 1981 roku wynika z faktu, ze wymagaja one do swojej aktywno$ci jonow
wapnia (fac. calcium), sa to cytoplazmatyczne enzymy, od 7% do okoto 30% jest
zwigzane z membranami. Kalpainy to heterodimery sktadajace si¢ z podjednostek
katalitycznych o masie ok. 80 kDa oraz podjednostek regulacyjnych o masie
ok. 30 kDa. Wszystkie kalpainy wystepujace w danym organizmie korzystaja
z podobnej podjednostki regulacyjnej, rdznice w specyficznosci i czutosci na jony
wapnia wynikajg z réznic w budowie podjednostki katalitycznej [6].
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2. Przyklady inhibitoréw proteaz cysteinowych

Liczba poznanych proceséw biologicznych, w ktérych uczestnicza inhibitory
proteaz ciagle si¢ zwicksza. Wszgdzie tam, gdzie zaangazowane sg proteazy to
regulatory ich aktywno$ci rowniez sa obecne. Inhibitory maja nie tylko
znaczenie w regulacji aktywno$ci proteaz. Wiele patogendéw, w tym wirusy,
bakterie 1 pasozyty, wykorzystuje proteazy cysteinowe w celu uniknigcia
mechanizméw obronnych organizméw infekowanych, co wskazuje na ochronna
funkcje inhibitorow w organizmach gospodarzy. z kolei patogeny moga same
stosowac inhibitory w celu obejscia systemu odpornosciowego gospodarza [14].

Poza inhibitorami pochodzenia naturalnego powszechnie wykorzystywane
w badaniach sg niespecyficzne inhibitory diagnostyczne proteaz np.:

o E-64, wyizolowany z Aspergillus japonicus, inhibitor katepsyn,
¢ jodooctan etylu, inhibitor proteazy cysteinowej wyizolowanej z Allium cepa
L. (cebula zwyczajna) [15].

Tabela 1. Przyktady wybranych inhibitoréw i ich wystegpowanie w roznych organizmach.

Opracowanie wlasne na podstawie [7][8]

Organizm Przyklad inhibitora Klasyfikacja
Rodzina 158, zawiera
Stafostatyna A inhibitory proteazy
Bakterie (Staphylococcus ureus, cysteinowej, stafopainy A,
gronkowiec zlocisty) wptyw na inne peptydazy nie
zostat wykazany
Rodzina 148, zawiera
Klitocypina (Lepista inhibitory proteaz
Grzyby nebularis, lejkdwka cysteinowych rodziny C1
szarawa) tj. papaina, katepsyna L
1 katepsyna B
Falstatyna Rodzina 171 , zawiera
Pierwotniaki (Plasmodium inhibitory proteaz
falciparum, zarodziec | cysteinowych rodziny C1 oraz
sierpowy) kalpainy—1 z rodziny C2
Bromeina (Ananas Rodzina 167 inhibitor proteaz
Roéliny comosus, ananas cysteinowych gtéwnie
jadalny) bromelainy
Cystatyna 4 ( Homo .R}(i%z.ina 125, zgwiera é{l(l))wnii
Ssaki sapiens, cztowiek inhibitory Papaino=pocobnyc
rozumny) proteaz na}eza,cych do
rodziny C1
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Tabela 2. Inhibitory proteaz pochodzenia grzybowego i bakteryjnego [2]

Inhibitor

Enzymy na

(klasyfikacja ktére Nilezci:lz I::izam Charakterystyka
Merops) oddzialuje
Protea;zd};gigamo Obecny u zwierzat oraz
(ro%zina C1), wJ ednym patoggnie
Tyropina eqistatyna Sciste bak‘;)eryj ym (15 c?xzella
(I31) hamuje proteaze wigzanie urneti), kiory
asparaginowa; prawdopodobne nabyt
Katepsyne D ten gen poprzez transfer
(rodzina Al) lateralny
Surwiwina odgrywa
podwojna role,
mitotycznego
regulatora podziatow
komoérkowych oraz
Sciste jako inhibitora
Surwiwina Kaspazy wiazanie, kilka aktywacji kaspaz
(132) (rodzina C14) mechani’zm(')w W procesie apoptozy.
Grzybowe
odpowiedniki zostaty
zidentyfikowane
w kilku genomach
Ascomycetes
1 Basidiomycetes
Pasozytnicze
»changasins” sa
zaangazowane
w regulacje
endogennych proteaz
Papaino podobne cysteinowych istotnych
proteazy dla ich cyklu
,,Changasin” cysteinowe Sciste zyciowego. U bakterii
(142) ssakow wigzanie ,,changasins” pelnia
1 pierwotniakow role endogennych
(rodzina C1) regulatorow,
w niektorych gatunkach
chorobotworczych

funkcjonujg rowniez
jako ochrona przed
enzymami gospodarza
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Papaino podobne
Klitocypina (rodzina C1), Prawdopodobnie petnia
(148) leguminy Sciste role regulacyjng lub
i makrocypina | (rodzina C13), wigzanie biorg udziat w ochronie
(I85) trypsyna przeciwko szkodnikom
(rodzina S1)
Sciste
wigzanie.
Stafostatyna A
(I58)
Stafostatyny Stafopainy oddzialuje . ..
(157, 158) (rodzina C47) jedynie na Unikalne dla bakterii
stafopaing A,
stafostatyna B
(I57) hamuje
stafopaine B
Homologicznie
do pro—
peptydp Ograniczone do kilku
streptopainy, . ..
Inhibitor . jest gatunkow bakteru..
streptopainy Streptopaina wydzielany Ekspresja streptopainy
(rodzina C10) 1jej inhibitora jest
(169) przez -
Streptococcus prawdopodobnie
koregulowana
pyogenes Wraz
Z proteaza
docelowa
AVR2 jest czynnikiem
wirulencji
Proteazy wyizolowanym
Biatko AVR2 papaino— . z fitopatogennego
179) podobne Nieznane grzyba Passalora fulva,
(rodzina C1) powodujacego
plesnienie lisci
pomidora

2.1. Cystatyny

Cystatyny to biatkowe inhibitory proteaz cysteinowych. Stanowig rodzing
biatek, ktorych funkcja jest odwracalna inhibicja proteaz cysteinowych.
Cystatyny zostaty podzielone na trzy podrodziny, na podstawie homologii ich

sekwencji,

obecnos¢ 1

pozycje

dwusiarczkowych oraz wielkos¢ ich czasteczki [16].
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Termin cystatyny odnosi si¢ do nadrodziny inhibitorow proteaz
cysteinowych, obejmujacych duza liczbe biatek homologicznych, aktywnych
wobec proteaz nalezacych do rodziny C1A (rodzina papainy). Cystatyny dziela
si¢ na trzy grupy, oparte na rdznicach strukturalnych, ich dystrybucji
w organizmie i rolach fizjologicznych.

e Grupa 1 (cystatyny A i B) sa to polipeptydy, posiadajace okoto 100 reszt
aminokwasowych, u ktorych stwierdzono brak wigzan dwusiarczkowych
i weglowodanowych fancuchow bocznych. Wystgpuja one glownie
wewnatrzkomoérkowo, ale pojawiaja si¢ réwniez w plynach ustrojowych
w znacznych stgzeniach,

e Grupa 2 obejmuje cystatyny C, D, E, M, F, G, S, SN, SA, charakteryzujace
obecno$cia dwdoch mostkow  siarczkowych, wigkszym rozmiarem
czasteczki (okoto 120 reszt aminokwasowych) oraz obecno$cia peptydu
sygnatowego. Cystatyny nalezace do tej grupy wystepuja w plynach
ustrojowych,

e Grupa 3 zawiera kininogeny, wewnatrznaczyniowe biatka, o wysokiej
masie czasteczkowej, obecne w surowicy, biorace udzial w procesach
krzepniecia krwi.

Cystatyny funkcjonuja jako ochrona przed lizosomalnymi peptydazami,
uwalniajacymi si¢ przy naturalnej $§mierci komorki lub uwalnianymi ,,celowo”
poprzez proliferujace komoérki nowotworowe czy pasozyty [14]. Cystatyny
hamujg proteazy cysteinowe poprzez bezposrednia interakcje z ich miejscem
aktywnym. Sa zaangazowane w wiele funkcji, takich jak odpowiedz na bodzce
srodowiskowe, mobilizacja substancji zapasowych, programowana $mierc
komorki, przetwarzanie lub degradacja bialek lub regulacja metabolizmu [16].

T ; Réznicowanie s
Smiec komorkowa kmdrek Starzenie sie

komarek

Proliferacja Migracja
komdrek kom drek

Degradacja
Przetwarzanie i macierzy

prezentacja Produkcja tlenku pozakomdrkowe;
antygenu azotu i interleukin i biatek

Rys. 3. Roznorodne funkcje biologiczne cystatyn [17].
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2.2. Klitocypina

Klitocypina wystepuje w duzych ilo§ciach w owocnikach Clitocybe nebularis
(gasowka mglista, lejkowka mglista). Jest to pierwszy inhibitor biatkowy proteaz
cysteinowych, odkryty i scharakteryzowany w grzybach wyzszych. Biatko
tworzy niekowalenyjny homodimer, ktory hamuje proteazy, nalezace do rodziny
C1 jak np. papaina, katepsyny L i B. Sekwencja aminokwaséw dla klitocypiny
zostata okres$lona zaré6wno poprzez zastosowanie metod sekwencjonowania
biatka jak i klonowania genoéw [14].

Enzym ten jest niezwykle termostabilny i odporny na $rodki denaturujace
oraz degradacje proteolityczng. Klitocypina nie wykazuje zadnego znaczacego
podobienstwa na poziomie sekwencji (152 a.a.) do innych znanych inhibitoréw
peptydazowych lub innych biatek w bazach danych. Zostata przypisana jako
jedyny cztonek rodziny 148 w klasyfikacjii MEROPS. Poczatkowo
zaobserwowano ze, biatko i1 otrzymane sekwencje cDNA réznily si¢ siedmioma
resztami aminokwasowymi [2].

2.3. Rodzina bialek hamujacych apoptoze (IAP)

Programowana $mier¢ komorek jest procesem regulowanym przez wiele
czynnikow. Zachowanie rownowagi pomiedzy procesem proliferacji komorek
aich apoptoza jest niezbedne do utrzymania wilasciwej liczby komodrek
w okresie rozwoju organizmu oraz dla zachowania ich proporcji w tkankach
dojrzatych. Aktywacja kaspaz jest podstawowym elementem rozpoczynajacym
proces apoptozy.

Biatka AP (inhibitor of apoptosis protein family) zbudowane sg z tancuchow
o dhugosci okoto 150-1500 aminokwasow. Cecha charakterystyczna tych biatek
jest obecnos$¢ dwoch domen:

¢ BIR (baculoviral IAP-like repeats) na koncu N,
e RING (really interesting new gene) na koncu C,

Biatka rodziny IAP moga tworzy¢ kompleksy z biatkami uczestniczacymi
w procesie apoptozy. U ssakéw wykazano obecno$¢ wielu biatek nalezacych do
rodziny [AP:

e XIAP (X chromosome-linked inhibitor of apoptosis protein) inhibitor
apoptozy sprz¢zony z chromosomem X,

e cIAPI (Cellular inhibitor of apoptosis proteins 1) pierwszy komorkowy
inhibitor apoptozy,

e cIAP2 (Cellular inhibitor of apoptosis proteins 2) drugi komoérkowy
inhibitor apoptozy,

e liwina,

e surwiwina.

Wigkszos¢ bialek IAP ma zdolno$¢ do hamowania aktywnos$ci kaspaz
wykonawczych 3 1 7 oraz kaspazy inicjatorowej 9. Mechanizm dziatania kaspaz
opisano dzigki wykryciu bialek, wykazujacych stosunki antagonistyczne
wzgledem rodziny AP takich jak: Smac/DIABLO, XAF1 i HtrA2/Omi [18].
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2.3.1. Surwiwina

Surwiwina jest wielofunkcyjnym biatkiem, hamujacym apoptoze, reguluje
podziaty komérkowe oraz zwigksza tempo angiogenezy. Jest cztonkiem rodziny
inhibitorow apoptozy 132 (IAP), ktére specyficznie hamuja kazpazy 3, 7 i 9.
Biatka z rodziny IAP charakteryzuja si¢ obecnoscia co najmniej jednej domeny
BIR (baculovirus TAP repeat). Domena ta zawiera od 70 do 80 aminokwaséw
ipo raz pierwszy zostala zidentyfikowana w bakulowirusach. Niektore biatka
nalezace do rodziny IAP posiadaja domene RING zawierajaca siedem reszt
cysteiny i jedng histydyny, ktéora moga koordynowaé¢ dwa atomy cynku.
Alternatywny splicing ludzkiego genu surwiwiny moze powodowac powstanie
pieciu réznych izoform biatka:

e surwiwing typu dzikiego,
e surwiwing 2B,

e surwiwing-Ex3,

e surwiwing 3B,

e oraz surwiwing 2a [19].

Istniejaca w roznych formach molekularnych, surwiwing mozemy znalezé
wroéznych  przedziatach  subkomdrkowych. Przy  uzyciu  metod
immunohistochemicznych zlokalizowano dwa rozne skupiska surwiwiny:
w jadrze komoérkowym oraz w cytoplazmie. Enzym ten zlokalizowano
w mitochondriach, pochodzacych z komérek nowotworowych, w ktérych po
uwolnieniu do cytoplazmy, hamowat §mier¢é komorek [19].

3. Proteazy cysteinowe i ich inhibitory jako narzedzia w rolnictwie,
medycynie i biotechnologii

Peptydazy i ich inhibitory sa obecne w kazdym organizmie w warunkach
homeostazy oraz w stanach patologicznych. Wystepuje $cista korelacja
pomigdzy proteazami a poziomem ich naturalnych inhibitorow. Wlasciwa
kontrola dzialania proteaz poprzez ich inhibitory jest bardzo wazna,
niekontrolowana aktywno$¢ enzyméw moze prowadzi¢c do wielu standéw
chorobowych. Nic wiec dziwnego, ze temat ten spotyka si¢ ze zwigkszonym
zainteresowaniem naukowcow pracujacych nad mozliwo$cia wykorzystania ich
w medycynie, biotechnologii i rolnictwie [20].

3.1. Wykorzystanie inhibitoréw proteaz cysteinowych pochodzenia
roslinnego w rolnictwie

Cystatyny sg to biatkowe inhibitory proteaz cysteinowych, ktére zostaly
zidentyfikowane w ro$linach i zwierzetach. Te pochodzenia ros§linnego, znane sa
jako fitocystatyny. Wiekszo$¢ z nich to mate biatka mieszczace si¢ w przedziale
od okoto 12 do 16 kDa. Kilka fitocystatyn wyizolowano z gatunkéw takich jak
soja, kukurydza i jeczmien. Wykazuja one zmienne wzory ekspresji podczas
rozwoju ro$liny oraz w czasie reakcji obronnych na biotyczne i abiotyczne
czynniki stresowe. Przejawiaja one szeroki zakres aktywnosci inhibitorowych
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wobec réznych proteaz cysteinowych. Uwaza sig, ze fitocystatyny biorg udziat
w regulacji aktywno$ci endogennych proteaz cysteinowych podczas rozwoju
nasion, w procesie kietkowania, programowanej §mierci komodrkowej oraz
w proliferacji komoérek roslinnych. Ponadto, uczestnicza réwniez w ochronie
roslin przed insektami i patogenami. Badania in vitro wykazaty, ze fitocystatyny
sa inhibitorami dla proteinaz, znajdujacych si¢ w jelitach owadow. Natomiast
badania prowadzone in vivo, ujawnily zwiekszong odporno$¢ przeciwko
insektom, nicieniom i wirusom w ro$linach transgenicznych z nadekspresja genu
fitocystatyny. Przeciwgrzybiczna aktywno$¢ tego inhibitora odnotowano
w trzcinie cukrowej, truskawkach, pszenicy. Mechanizm dziatania, dzigki
ktéoremu hamowany jest wzrost grzybni nie jest jeszcze do konca
wyjasniony [21].

Szarfat konski (Amaranthus hypochondriacus) jest starozytng uprawa
pochodzaca z kontynentu amerykanskiego. Roslina ta charakteryzuje si¢ wysoka
warto$cig odzywczg. Czesto jest uprawiany jako alternatywa dla zboz ze
wzgledu na wysoka wydajno$¢ plondéw oraz to, ze mozna go uprawia¢ na
glebach nieptodnych i w warunkach niedoboru wody. Pomimo tego, ze uprawa
szartatu zostala ograniczona do kilku specyficznych obszaréw, stanowi on
potencjalne zrodto gendow uzywanych w walce ze szkodnikami ro$lin. Inhibitor
proteaz cysteinowych, wyizolowany z Amaranthus hypochondriacus (AhCPI)
jest biatkiem o masie ok. 24 kDa. Jego ekspresja jest zwigkszana poprzez susze,
zasolenie oraz niskie temperatury. Aby uzyska¢ zrekombinowany inhibitor, jego
sekwencje kodujaca uzyskana metoda PCR, wklonowano w wektor pQE-2.
Konstrukt taki wprowadzono do bakterii E. coli (szczep M15). Podzniejsze
analizy wykazaly spadek aktywnosci proteolitycznej papainy, ficyny
1 katepsyny—L wraz ze wzrostem stezenia inhibitora [21].

Wykazano, iz inhibitor pochodzacy ze szartatu moze by¢ pomocny
w zwalczaniu fitopatogennych grzyboéw: Fusarium oxysporum, Sclerotium
cepivorum, oraz Rhyzoctonia solani, powodujacych szkody w plonach ro$lin
uprawnych. AhCPI hamuje wzrost tych grzybow, ale efekt jego dzialania jest
zalezny od gatunku grzyba. [21].

3.2. Wykorzystanie proteaz cysteinowych jako
przeciwpasozytniczych antygenow w szczepionkach DNA

Organizmy prowadzace pasozytniczy tryb zycia takie jak: ameby, tasiemce,
przywry, w odroznieniu od bakterii czy wirusoOw sg bardziej skomplikowane,
moga by¢ zaré6wno jedno jak i wielokomoérkowe. Ich wielkos¢ waha sie
w granicach od kilku mikrometréw nawet do kilku metréw, a ich powierzchnia
zewnetrzna jest bardzo zroéznicowana. Wywoluja one zlozone reakcje
immunologiczne, ktoére sa zazwyczaj wieloplaszczyznowe oraz zaleza od
rodzaju pasozyta. Od wielu lat prowadzone s3 szczegdlowe badania nad
szczepionkami przeciwko tym organizmom. Szczepionki takie zazwyczaj
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zawieraja kilka antygenéw w polaczeniu z substancjami pomocniczymi.
Uzywane sa glownie biatka powierzchniowe tych organizmow, jednakze
ostatnie badania pokazuja, ze enzymy takie jak proteazy rowniez mogg byc¢
pomocne. Okazato sig, ze proteazy cysteinowe s3 enzymami niezbednymi
wcyklu zyciowym pasozytéw, m. in. ulatwiaja migracje¢ do organizmu
gospodarza. Pomimo tego, ze enzymy te utatwiaja przezycie pasozyta wewnatrz
organizmu gospodarza, s3 rowniez silnie immunogenne, co czyni je potencjalnie
uzytecznymi w badaniach nad szczepionkami. Szczepienia z wykorzystaniem
DNA s3 bardzo cieckawym sposobem na wywolanie odpornosci
immunologicznej w organizmie gospodarza, ktory przy wykorzystaniu swojej
wlasnej maszynerii komérkowej produkuje antygeny, prowadzace do uzyskania
odpornosci. Taka strategia szczepien ma roéwniez inne zalety, jest bardzo
bezpieczna i tania [5].

Pasozytnicze proteazy cysteinowe to enzymy funkcjonalnie zréznicowane,
zaangazowane w procesy omijania systemow obronnych organizmu gospodarza,
aktywacje enzymow, inwazje do komorek i tkanek. Geny kodujace te enzymy
stanowia okoto 2% catej zawarto$ci genomu komorek [5].

Dziatanie pasozytéw jest skomplikowane, czgsto wywoluja przewlekia
chorobe oraz stan obnizonej odpornosci immunologicznej. Szczepienia DNA
stanowia metode ochrony gospodarza poprzez oddzialywanie na organizm
pasozyta. Zaleta szczepionek DNA jest aktywacja pelnej reakcji ukladu
odpornosciowego przeciw antygenowi, natomiast szczepionki biatkowe zwykle
aktywuja tylko reakcje przeciwcial. Szczepionki genetyczne moga indukowad
zar6wno odpowiedz komorkowa, jak i1 humoralng. Reakcje te obejmuja
aktywacje limfocytow T cytotoksycznych, prezentujacych na swojej
powierzchni antygeny CDS8 oraz limfocytow T pomocniczych, prezentujacych
antygeny CD4. Kolejng zaleta takich szczepionek jest mozliwos$¢ taczenia
genow kodujacych roézne antygeny w jeden konstrukt. W ten sposob podczas
jednego zastrzyku mozna zastosowac wielofunkcyjna szczepionke.

DNA dostaje si¢ do komoérek [zazwyczaj sa to miocyty (komorki miesniowe)
oraz komorki prezentujace antygen (APC — antigen presenting cells)] i stamtad
jest transportowany do jadra. Wewnatrz jadra zachodzi inicjacja transkrypcji
1 mRNA jest transportowane poza jadro komérkowe. Nastgpnie w cytoplazmie
produkowane sg biatka i przechodza modyfikacje potranslacyjne. Obce biatka
beda prezentowane poprzez antygeny zgodnosci tkankowej MHC i oraz MHC 11,
co prowadzi do wywolania zaréwno odpowiedzi humoralnej, jak 1 komoérkowe;.
Szczepionki DNA skierowane przeciwko infekcjom wirusowym i bakteryjnym
sa bardzo liczne, jednakze niewiele z nich jest oparte o uzycie proteaz
cysteinowych.

e Ameby — Entamoeba histolytica powoduje zapalenie jelita grubego.
Badania prowadzone na myszach wykazaty, ze wrazliwo$¢ na te chorobe
wigze si¢ z odpowiedzig typu Th2 a reakcje ochronne potaczone sa
z odpowiedzia immunologiczng Thl. Reakcja obronna odpowiedzi Thl
zostata zaobserwowana w watrobie chomika po szczepieniu przeciw E.
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histolytica szczepionka, zawierajaca proteaze cysteinowa (EhCP112).
Proteaza ta jest uznawana jako jedna z wazniejszych przy zakazeniu E.
histolytica,

e Tasiemce — wykazano, ze szczepienia przeciwko Taenia solium,
prowadzone na myszach przy uzyciu oczyszczonej proteazy cysteinowe;,
powiodly sie. Szczepienie ujawnitlo 72 procentowa skuteczno$¢ oraz
proliferacje limfocytow specyficznych antygenowo,

e Haemosporidia — kilka proteaz cysteinowych wystepuje w pasozytach,
wywolujacych malari¢ (np. Plasmodium sp.), najlepiej scharakteryzowana
jest falcypaina. Prowadzono préby szczepien na myszach z wykorzystaniem
zrekombinowanej falcypainy—1. Dowiedziono czgSciowej odpornosci
przeciwko zakazeniom, spowodowanym poprzez Plasmodium yoelii,

e Przywry — po podaniu szczepionki, zawierajacej katepsyne — L szczurom,
zaobserwowano znaczng poprawe odpornosci przeciwko motylicy
watrobowe;.

Pomimo wielkiego potencjatu szczepionek DNA, technologia ta nie jest tak
rewolucyjna jak oczekiwano u ssakow. Jednakze nowe techniki, optymalizacja
ekspresji bialek i odkrycie nowych antygenow moga zwigkszy¢ potencjat tej
metody. Celem jest stworzenie szczepionek, ktore w bezpieczny sposob sa
w stanie skierowaé system immunologiczny do najbardziej skutecznej reakcji
obrony gospodarza przed konkretnymi organizmami patogennymi [5].

3.3. Wykorzystanie ssaczej cystatyny C przy oznaczaniu zapalenia
kanalikow nerkowych

Cystatyna C (cys C) jest inhibitorem proteaz cysteinowych. Ludzka cystatyna
C to niewielkie biatko zasadowe, o masie 13,343 — 13,359 kDa, wytwarzane
przez wszystkie komorki jadrzaste organizmu. Sklada sie z 120 reszt
aminokwasowych i posiada dwa wigzania disiarczkowe: Cys 73-83 i Cys 97—
117. Cystatyna C wykazuje silne wlasciwo$ci hamujace wzgledem proteaz
cysteinowych, nalezagcych do rodzin Cl i C13 (odpowiednio: papainy
ileguminy). Ekspresja tego inhibitora w komorce obejmuje aparat Golgiego
1 siateczke $rodplazmatyczna. Wystepuje on w dwoch postaciach:
¢ jako dimer — wewnatrzkomorkowo (zapewnia ochrone przed proteazami),
¢ jako monomer — (w ptynach ustrojowych). Tylko forma monomeryczna jest
zdolna do hamowania aktywno$ci peptydaz cysteinowych, dimeryzacja
w plynach ustrojowych jest uwazana za zjawisko patologiczne [22].
Gtowne funkcje cystatyn to ochrona przeciwbakteryjna, przeciwgrzybiczna,
modulacja systemu odporno$ciowego, hamowanie aktywnos$ci proteaz
cysteinowych pochodzenia endogennego i egzogennego, co chroni organizm
przed ich niekontrolowanym dzialaniem. Cystatyna C jest regulatorem
proteolizy pozakomorkowej, dzigki swoim wilasciwosciom inhibicyjnym
wzgledem katepsyn: B, H, L i S. Zaklocenie stanu réwnowagi fizjologicznej
pomigdzy peptydazami a ich inhibitorami moze by¢ przyczyna powstawania
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standbw patologicznych. Zaburzona réwnowage pomigdzy peptydazami
cysteinowymi i ich inhibitorami zaobserwowano w procesie przebudowy tkanki
lacznej w zapaleniu pluc oraz w przypadku reumatoidalnego zapalenia stawow,
gdzie w miejscach destrukcji kosci i stawow wykryto zwigkszone stezenie
cystatyny C oraz katepsyny B [22].

Tabela 3. Stezenie cystatyny C w ptynach ustrojowych oraz stany patologiczne zwigzane ze
wzrostem i obnizeniem jej stezenia [22]

ptyn nasienny — 51; plyn
Fizjologiczne $rednie stezenia | moézgowo-rdzeniowy — 5,8; mleko
cysC w ptynach ustrojowych —3,3; §lina — 1,8; surowica/osocze
(mg/1) —0,96; mocz — 0,095

choroby nerek, zakazenia,
choroby nowotworowe (w okresie

Stany patologiczne zwigzane przerzutowania oraz
ze wzrostem stezenia cystatyny chemioterapii), choroby tarczycy,
W surowicy/osoczu leczenie kortykosteroidami,
miazdzyca, zespot sercowo—
nerkowy

tetniaki aorty brzusznej
(W osoczu) reumatoidalne
zapalenie stawow (w ptynie
stawowym), choroba Alzheimera
(w ptynie mézgowo-rdzeniowym)

Stany patologiczne zwigzane
z obnizonym stezeniem cystatyny

Nerki odgrywaja gltéwna role w metabolizmie cys C. Jest ona swobodnie
przesaczana przez filtr kiebuszkowy dzigki swojej matej masie, nastgpnie
wchianiana jest w procesie endocytozy przez komorki rabka szczoteczkowego
kanalikoéw proksymalnych, gdzie ulega catkowitej degradacji. Wolne aminokwasy
powracajg do krazenia a niewielka ilo$¢ niezmetabolizowanej cys C tafia do moczu,
dlatego prawidlowe stezenie cys C w moczu jest niewielkie i waha si¢ w przedziale
0,03-0,3 mg/l. Zmniejszona reabsorpcj¢ cys C zaobserwowano podczas zaburzen
w funkcjonowaniu kanalikéw proksymalnych, co wplywato na zwigkszenie jej
wydalania z moczem. W takich przypadkach zwigkszenie stgzenia moze by¢ nawet
200 krotne, co daje mozliwos¢ wykorzystania tego biatka jako markera przy
oznaczaniu uszkodzenia kanalikéw proksymalnych. Korzystnymi cechami tej
metody sg mozliwos¢ fatwego pobierania probek moczu do badan oraz krétki czas
oczekiwania na wyniki, co jest bardzo wazne dla pacjentéw w ciezkim stanie. Z tych
powodow oznaczanie cys C powinno sta¢ si¢ rutynowym badaniem
przeprowadzanym w osrodkach opieki medycznej [22].
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3.4. Cystatyny i proteazy cysteinowe jako markery chorob
nowotworowych

Istotng role w wielu procesach patofizjologicznych odgrywa réwnowaga
pomigdzy aktywnoscia peptydaz cysteinowych i stezeniem ich inhibitorow.
Komorki guza wydzielaja zaré6wno proteazy cysteinowe, jak i cystatyny. Wielu
nowotworom towarzyszy roéwniez naciek zapalny ztozony m. in. z makrofagéw
i leukocytéw, bedacych zrodtem proteaz i ich inhibitorow. Wykazano, ze
oznaczanie aktywno$ci proteaz cysteinowych oraz cystatyn moze by¢ pomocne
W monitorowaniu przebiegu choréb nowotworowych [3].

Tabela 4. Proteazy cysteinowe i ich inhibitory wykorzystane jako czynniki diagnostyczne

w réznych chorobach nowotworowych. Opracowanie wlasne na podstawie [3]

Rodzaj . .
schorzenia Opis Uzyty marker
Meningioma to grupa
zazwyczaj tagodnych Katepsyna B — jgj
nowotworow wywodzacych wysokie stezenie
si¢ z opon mézgowych wskazuje na
zwanych oponiakami. Okoto inwazyjnos¢
10% tych guzéw moze nowotworu.
Nowotwory Lo ,
mézgu przerodzi¢ si¢ w postaé Cystatyny— wykryto
klinicznie ztosliwa. znacznie wyzszy
Do odréznienia formy poziom cystatyn,
inwazyjnej od nieinwazyjnej | w przeciwienstwie do
postuzylo oznaczenie katepsyn w wyciagach
poziomu katepsyny B oraz z guzdw tagodnych.
cystatyn.
Dojrzate keratynocyty
produkujg cystatyne A. 3
Uwaza sic, Cystatyna A ’\fvysoka
.. . . zawartosc
ze immunohistochemiczna . .
. . w wycinkach ze skory
analiza cystatyny A, a takze . .
Nowotwory . . prawidtowej.
. katepsyny L moze by¢ . .
skory raktveznie wykorzvsiana Umiarkowane stezenie
praxty Wykorzystana w komoérkach
do oznaczania zto$liwosci .
nowotworow wywodzacych NOWOLWOrow
sic z nablonkowych ptaskonabtonkowych
keratynocytow.
Nowotwory w dlagnos‘che g,ruczolaka Cystat.ypa A— .
uezohu prostaty moze by¢ przydgtne wykazano jej ekspresje
krgcf KOWego oznaczanie wydzielanie w komorkach
& cystatyny A oraz B. podstawnych
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prawidtowej prostaty.
Stezenie w raku
gruczotu krokowego
maleje.
Cystatyna B—
wykazano jej obecnos¢
zaréwno w jadrze jak
i cytoplazmie

prawidtowych
komorek prostaty.
Obnizenie zawarto$ci
odnotowano
w komorkach
nowotworowych.
W diagnostyce raka jelita Kompleks katepsyna
.o B/ cystatyna C—
grubego przy uzyciu .
. wykazano wysokie
Nowotwory | przeciwcial monoklonalnych .
_ stezenie kompleksu
jelita grubego oznaczano kompleks
w nowotworach
katepsyna B 0 WyZzszym stopniu
cystatyna C. Wyzszy P
zaawansowania.
Kompleks katepsyna
B/ cystatyna C-
zauwazono znacznie
Stwierdzono ze przydatne obnizenie stgzenia
Nowotwory w diagnostyce choréb ptuc kompleksu
ptuc 1 optucnej moze by¢ u pacjentow
oznaczenie cystatyny C. z chorobami
nowotworowymi ptuc
w pordéwnaniu do
préby kontrolne;j.
Katepsyna L— wzrost
Do oznaczania komorek stezenia zwigzany
raka piersi jako marker Z inwazyjno$cia
Nowotwory .p(.)s.%uz.ﬂy katepsyna L oraz komorek raka' piersi.
uezolu j€j 1nh1b1tor.y poniewaz brak Steﬁnq Ai B.—
Bru rownowagi pomigdzy nimi | w przeciwienstwie do
piersiowego

jest przyczyna rozwoju
zto§liwego fenotypu
komoérek nowotworowych.

katepsyn, spadek
stezenia zwigzany
Z inwazyjno$cia
komorek raka piersi.
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3.5. Wykorzystanie papainy w kosmetyce

Papaina jest enzymem wykorzystywanym w przemysle farmaceutycznym,
spozywczym 1 kosmetycznym. Przeprowadzano badania majace na celu
wykazanie przydatno$ci tego enzymu np. w srodkach depilujacych. Opracowano
preparaty w formie zelu i kremu zawierajace papaing i stosowano codziennie
przez miesigc na dwoch grupach myszy. Oceniono skuteczno$é produktu
poprzez analize histologiczng metodsa mikroskopii §wietlnej. Efekt depilacji
zelem w pierwszej grupie byl mniej zauwazalny. W grupie drugiej, w ktorej
stosowano krem, zauwazono bardziej intensywny efekt depilacji.
Morfometryczna analiza wykazala poszerzenie o okoto 55% $wiatla mieszka
wlosowego 1 wzrost grubos$ci naskorka. Celem tego badania bylo potwierdzenie
skutecznosci preparatu do depilacji. Nie stwierdzono czy takie dzialanie jest
dhlugotrwate. Postuluje sig, ze cigglte uzytkowanie tego preparatu moze ostabi¢
mieszki wlosowe 1 hamowa¢ wzrost wlosow [23].

3.6. Rola katepsyn w diagnozowaniu stanow fizjologicznych
i patologicznych galki ocznej

Katepsyny znajduja si¢ w réznych miejscach w obrebie oka, wilaczajac trzy
warstwy rogowki, komorki nablonka barwnikowego siatkowki, nerw wzrokowy
i naczyniowke [24].

Katepzvra 5

Eatepsymy A,B,D 1L

rogowka
S F i Merw wzrokowy
Zremics  w f

soczewka

Eatepsymy A. B, D iL

Mablonzk barvmilowy
siathdwlki

Katepsymy A B, D . Ei8

Rys. 7. Lokalizacja katepsyn w gatce ocznej [24]
Fizjologiczna i patologiczna rola katepsyn:

e Rogowka — w rogowce katepsyny A, B, D i L obecne sa w lizosomach
nablonkowych, komoérkach podscieliska 1 $rodblonka. Zwickszona
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aktywno$¢ lub ekspresja réznego rodzaju katepsyn wystepuje w stanach
chorobowych rogéwki. Zwigkszona ich ilo§¢ pojawia si¢ podczas zakazen
bakteryjnych np. podczas zakazenia rogowki Pseudomonas aeruginosa
(pateczka ropy biekitnej), zaobserwowano zwiekszong aktywno$¢ katepsyn
B, D i L, co zwigzane bylo z pdzniejsza reakcja zapalna, degradacja
macierzy zewnatrzkomorkowej, w wyniku ktérej doszto do uszkodzenia
rogowki. Blokowanie aktywnos$ci katepsyn moze by¢ odpowiednim
sposobem na spowolnienie zmian chorobowych w rogéwce,

o Siatkowka, nablonek barwnikowy, naczyniowka — katepsyny D znajdujace
si¢ w lizosomach nabtonka barwnikowego, odpowiadaja za degradacje
fotoreceptorow w procesie ich odnawiania. Badania prowadzone na
szczurach  wykazaly, ze podsiatkéwkowy zastrzyk zawierajacy
antysensowng katepsyng S spowodowal utrate fotoreceptoréw u tych
zwierzat. Deregulacja aktywno$ci katepsyn moze by¢ czynnikiem
wywolujacym  réznorakie zmiany zwyrodnieniowe  w siatkdwce
np. zwigzane z wiekiem zwyrodnienie plamki zoOltej. Katepsyny sa
niezbedne w utrzymaniu homeostazy fotoreceptoréw, jednakze moga by¢
rowniez odpowiedzialne za zachodzace zmiany chorobowe. Proces,
podczas ktérego enzymy te staja si¢ szkodliwe, nie jest jeszcze do konca
poznany,

e Nerw wzrokowy — katepsyny moga by¢ czynnikiem przyczyniajacym si¢
do powstania jaskry poprzez wywolywanie zmian w poziomie endoteliny,
generujacej zmiany patologiczne nerwu  wzrokowego. Wykryto
podwyzszone stgzenie endoteliny—1 w cieczy wodnistej u os6b chorujacych
na jaskre [24].

Cystatyny to inhibitory proteaz cysteinowych, w tym katepsyn, rdwnowaga
pomiedzy enzymami i ich inhibitorami jest kluczowym czynnikiem wplywajacym
na fotoreceptory oraz zapobiegajacym jaskrze. Zaobserwowano, ze zmniejszenie
aktywnos$ci katepsyn ma wptyw na unaczynnienie guzéw, co wskazuje na fakt, ze
Zwigzane sg one z procesem angiogenezy [24].

Katepsyny sa obecne w roznych miejscach w oku. W niezmienionych
chorobowo tkankach odgrywaja kluczowa role w utrzymaniu homeostazy, jednakze
w komoérkach zmienionych chorobowo wptywaja na degradacje biatek i rozwdj
stanéw zapalnych. Odpowiednie izoformy katepsyn prawdopodobnie moga
postuzy¢ jako cel w terapii chorob nowotworowych [24].

4. Podsumowanie

Istota niniejszej pracy bylo przedstawienie proteaz cysteinowych i ich
inhibitorow jako enzymow potencjalnie uzytecznych w réznych dziedzinach nauki.
Dzieki zaawansowanym metodom technologicznym udaje si¢ pozyska¢ coraz
wigcej informacji o tych enzymach, co pozwolito umie$ci¢ i opisaé wybrane
zagadnienia w przedstawionej pracy. Wybrany temat jest bardzo obszerny, co
stwarza szanse¢ na szeroki wachlarz przysztych mozliwosci aplikacyjnych dla tej

grupy czynnikow.
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Perspektywy wykorzystania proteaz cysteinowych i ich inhibitoréw
w biotechnologii i medycynie

Proteazy, czyli enzymy proteolityczne sa podklasg enzymow z klasy hydrolaz, katalizujaca hydrolityczny
rozklad wigzania peptydowego. Ze wzgledu na mechanizm katalizy, wg klasyfikacji MEROPS
wyrézniono proteazy aspartylowe, cysteinowe, glutaminowe, metaloproteazy, asparaginowe, serynowe
i treoninowe.

Proteazy cysteinowe, reprezentujg klasg peptydaz charakteryzujacych sie obecnoscig reszty cysteinowej
w miejscu katalitycznym enzymu, proteazy te sa zwigzane z prawidtowym rozktadem i przetwarzaniem
biatek. Natomiast substancje hamujgce aktywno$¢ proteaz to m. in. biatkowe inhibitory proteaz.
Powszechnie znanymi inhibitorami proteaz cysteinowych sa cystatyny, podzielone na trzy rodziny: typ
i (stefiny), typ II (cystatyny wiasciwe) i typ I (kininogeny).

Proteazy cysteinowe i ich inhibitory s3 z powodzeniem stosowane w biotechnologii, rolnictwie
imedycynie. Przykltadami mozliwosci aplikacyjnych moga byé: a) inhibitor proteaz cysteinowych
pochodzacy z szarfatu konskiego (Amaranthus hypochondricatus), pomocny w zwalczaniu grzybow
fitopatogennych (Fusarium oxysporum, Sclerotium cepivorum, Rhyzoctonia solani), powodujacych
znaczne szkody w plonach roslin uprawnych, b) szczepionki DNA wykorzystujace proteazy cysteinowe
jako antygeny, stanowigce metodg ochrony gospodarza poprzez bezposrednie oddziatywanie na organizm
pasozyta, c) ssacza cystatyna C jako marker zapalenia kanalikéw nerkowych, d) oznaczanie aktywnosci
proteaz cysteinowych i ich inhibitorow moze stuzy¢ jako czynnik diagnostyczny w réznych chorobach
nowotworowych (nowotwory moézgu, skory, pluc, ukladu krwiotworczego), e) oznaczanie aktywnosci
katepsyn moze sta¢ si¢ pomocne w medycynie, zwigkszona ich ilos¢ wystepuje w stanach chorobowych
rogowki, siatkowki, naczyniowki oraz nerwu wzrokowego. Nie powinno wiec dziwi¢ wzmozone
zainteresowanie badaczy tego typu substancjami jak réwniez proby aplikacji w medycynie i biotechnologii.

Prospects of cysteine proteases and their inhibitors in biotechnology and
medicine

Proteases are a subclass of enzymes from the class of hydrolases which catalyzes the hydrolytic breakdown
of the peptide bond. Due to the mechanism of catalysis, according to MEROPS the following can be
distinguished: aspartyl, cysteine, glutamine, metalloproteinases, aspartic, serine and threonine proteases.
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Cysteine proteases represent a class of peptidases characterized by the presence of cysteine residue in the
catalytic site of the enzyme. These proteases are associated with the normal degradation and processing of
proteins. The substances that inhibit the activity of proteases include protein protease inhibitors, among
others. Among well-known inhibitors of cysteine proteases there are cystatins, divided into three families:
type 1 (stephins), type II (proper cystatin) and type III (kininogens).

Cysteine proteases and their inhibitors have been successfully used in biotechnology, agriculture and
medicine. Examples of possible applications include: a) an inhibitor of cysteine proteases derived from
amaranth (Amaranthus hypochondricatus), helpful in combating phytopathogenic fungi (Fusarium
oxysporum, Sclerotium cepivorum, Rhyzoctonia solani), which cause significant damage to the crop yield,
b) DNA vaccines using protease cysteine as antigens, constituting a method for the protection of the host by
directly affecting the parasite organism, c) a mammalian cystatin C as a marker of kidney tubular
inflammation, d) determining the activity of cysteine proteases and their inhibitors can be used as
adiagnostic agent in a variety of neoplastic diseases (brain, skin, lung and hematopoietic cancer),
e) determining the activity of cathepsins can be helpful in medicine, an increased number of them is present
during cornea, retina, choroid and optic nerve diseases. The increased interest of researchers in this type of
substances, as well as attempts of application in medicine and biotechnology, should not come as a surprise.
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Wstep

Proteazy, zwane réwniez peptydazami lub proteinazami, stanowiace podklase
klasy hydrolaz, opisuja grupe enzymoéw, ktore katalizuja hydrolize wigzan
peptydowych. Enzymy te dzialaja specyficznie w stosunku do typu grup
funkcjonalnych aminokwaséw przy degradowanym wigzaniu. Proteazy to
roznorodna grupa bialek z odmiennymi mechanizmami katalizy, optimum pH
itemperaturowym, z roéznym powinowactwem do substratow. Enzymy
proteolityczne podzielono na endopeptydazy i egzopeptydazy biorac pod uwage
miejsce dziatania w tancuchu biatkowym.

e Endopeptydazy — hydrolizuja wigzanie peptydowe wewnatrz tancucha
polipeptydowego,
e Egzopeptydazy — odczepiaja pojedyncze aminokwasy od N—i C—konca [1].

Ze wzgledu na mechanizm katalizy enzymy te wedlug systemu MEROPS
mozna podzieli¢ na nastepujace grupy: peptydazy serynowe, cysteinowe,
treoninowe, asparaglnlanowe glutaminowe, asparaginowe, metalopeptydazy
oraz grupe¢ peptydaz o nieznanym mechanizmie dzialania (ang. unknown).
Kazda z tych grup dzieli si¢ na klany, rodziny a nastgpnie na podrodziny
(wyjatkiem jest grupa proteaz treoninowych i grupa o nieznanym typie
katalitycznym — ang. unknow [2, 3].

Enzymy proteolityczne odgrywaja znaczaca role w  procesach
metabolicznych oraz regulacyjnych organizmu. Z tego powodu zwiazki , ktore
hamujg ich aktywno$¢ (inhibitory), znalazty wiele zastosowan w medycynie,
biotechnologii oraz rolnictwie. Moga bra¢ udzial w ochronie ro$lin przed
szkodnikami 1 patogenami. W medycynie stosowane sa jako zwiazki
diagnostyczne oraz terapeutyczne przy wykrywaniu i1 leczeniu chorob
grzybiczych, pasozytniczych, bakteryjnych, nowotworowych oraz choréb uktadu
krazenia. Znalazty rowniez zastosowanie przy oczyszczaniu biatek [4].
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1. Proteazy serynowe

Proteazy serynowe naleza do duzej rodziny enzymow, ktore poprzez
rozszczepianie substratow biatkowych kontroluja reakcje komorkowe
organizmow, zaréwno prokariotycznych jak 1 eukariotycznych. Ich
charakterystyczna cecha jest obecno$¢ w miejscu aktywnym enzymu seryny
1 histydyny.

Mechanizm dziatania tych proteaz oparty jest na przeniesieniu acylowej
czgsci substratu do grupy funkcyjnej enzymu. Kataliza sktada si¢ z dwodch
etapow:

a) utworzenie estru miedzy atomem tlenu seryny a acylowa czescia substratu,
ktora uwalnia cze§¢ amino substratu,

b) atak wody na potprodukt acylo—enzym, ktéry powoduje, ze tamie si¢ on
i uwalnia podczas regeneracji oryginalnej formy enzymu kwasne produkty [5].
Mechanizm ten przedstawia (Rys. 1).

Proteazy serynowe pelniag znaczaca funkcje w wigkszoSci procesow
zachodzacych w organizmie. Mozemy wymieni¢ tu: apoptoze, blokowanie
replikacji wiruséw, przebudowe macierzy pozakomoérkowej (ECM), udziat
w stanach zapalnych. Proteazy serynowe odgrywaja réwniez kluczowa role
w procesach zwigzanych z krzepnigciem krwi. Upos$ledzenie dzialania tych
enzymow lub ich inhibitoréw mozne powodowaé wystepowanie takich objawow
jak infekcje wirusowe, powstawanie guzow, naro§li nowotworowych,
przerzutbw  nowotworéw, choréb  autoimmunologicznych, odrzucanie
przeszczepow, czy astme [6].

tetrahedral
intermediate acylenzyme tetrahedral
Ser195 G183 intermediate

Rys. 1. Ogoélnie przyjety mechanizm dziatania proteaz serynowych [7]

1.1. Klasyfikacja

Wedhug systemu MEROPS proteazy serynowe podzielone zostaly na 13
klanow: SB, SC, SE, SF, SH, SJ, SK, SP, SQ, SR, SS, ST, nie sklasyfikowane
(ang.: unassigned), wsrdod ktorych wyrdézniamy 51 rodzin i 21 podrodzin. Czegsé
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enzymow posiadajacych w miejscu aktywnym seryne zostata zakwalifikowana
do klanéw o mieszanym typie katalitycznym, gdyz oprocz seryny w miejscu
aktywnym mogg réwniez posiada¢ cysteing oraz/lub treoning. Grupa ta dzieli si¢
na cztery klany: PA, PB, PC, PD. Do enzymdw tego typu nalezy np. trypsyna,
chymotrypsyna [2, 3].

Mozemy klasyfikowa¢ enzymy réwniez w oparciu o podzial wprowadzony
przez EC (Enzyme Commission). Podaje on szczegétowa nomenklature
enzymow. Kazdemu enzymowi przypisano zarekomendowana nazwe
i czterocyfrowg rozroznialng liczbg. Cyfra pierwsza wskazuje na klase danego
enzymu ( 3 — hydrolazy), druga na podklas¢ (np. peptydazy nalezg do podklasy
4), trzecia na podpodklase. Cyfra czwarta wskazuje na miejsce utozenia enzymu
w danej podpodklasie.

1.2. Charakterystyka wybranych proteaz serynowych

1.2.1. Chymotrypsyna [EC 3.4.21.1]

Chymotrypsyna nalezy do klanu PA, podklanu PA(S), rodziny S1 — rodziny
chymotrypsyn.

W rodzinie S1 mozemy wyroézni¢ trzy rodzaje aktywnosci:

e aktywnos¢ trypsyno—podobna — rozszczepienie substratdow poprzez
odlaczenie dodatnio natadowanej reszty lizyny i argininy,

e aktywnos¢ chymotrypsyno—podobna — substraty rozszczepione po duzych
hydrofobowych aminokwasach, takich jak leucyna i alanina,

e aktywnos¢ elastazo—podobna — substraty zostaja rozszczepione po matych
hydrofobowych resztach takich jak walina [6].

Wszystkie proteazy wchodzace w skfad tej rodziny sa endopeptydazami,
czyli enzymami tngcymi tancuch polipeptydowy wewnatrz tancucha.
Chymotrypsyna posiada mas¢ okoto 27 kDa. Optymalna temperatura dziatania
enzymu wynosi okoto 50°C, a pH od 7 do 8. Wykazuje stabilno$¢ zaréwno
w pH kwasnym jak i zasadowym. Enzym ten jest skutecznie hamowany przez
inhibitory protez serynowych (np. przez serpiny, ekotyny, aprotyniny) oraz
poprzez takie jony metali jak: Fe2+ Mn2+, Cu2+, Cd2+. Aktywowany jest
natomiast pod wplywem jonow Ca2+ i Mg2 + [8, 9]. Chymotrypsyna wchodzi
w sktad skoku trzustkowego ssakow. Jest enzymem trawiennym. Produkowana jest
przez trzustke w postaci nieaktywnego zymogenu — chymotrypsynogenu [2, 3]. Proces
przemiany chymotrypsynogenu do chymotrypsyny odbywa si¢ skokowo i1 zachodzi
w dwunastnicy. Przeksztalcenie formy nieaktywnej w forme aktywna zachodzi pod
wplywem trypsyny, ktdra hydrolizuje wigzanie peptydowe ArglS-Ilel6.

W wyniku tego procesu propeptyd zostaje usunigty. Nastepnie powstata
chymotrypsyna m ulega autolizie (z czasteczki zostaja usuniete dwa dipeptydy:
Thr147-Asn148 1 Serl4-Argl5). Na skutek tego procesu powstaje
chymotrypsyna y. W wyniku zmiany konformacji czasteczki chymotrypsyny
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vy powstaja dwie formy: chymotrypsyna k oraz chymotrypsyna o, ktére sa
w pehni aktywnymi formami enzymu [10].

1.2.2. Trypsyna [EC 3.4.21.4]

Trypsyna jest waznym enzymem z grupy proteaz serynowych. Nalezy do klanu
PA, podklanu PA(S), rodziny S1 [2, 3]. Jest ona syntetyzowana w komodrkach
zrazikowych trzustki w postaci proenzymu, a nastgpnie wydzielana do jelita
ssakow. Podobnie jak chymotrypsyna, trypsyna jest enzymem trawiennym.
Odpowiedzialna jest ponadto za aktywacje innych enzymoéw trawiennych
(np. chymotrypsyny), w tym rowniez za autoaktywacje [11].

Optymalne dziatanie trypsyny jest zauwazalne w temperaturze okoto 37 °C
ipH od 7,5 do 8,5. Masa enzymu w przyblizeniu wynosi okoto 24kDa [10].

Stan prawidowy Fapalenie trzustki

UszkodzZnie komorek
zrazikowvggeh

PP

Rys. 3. Interakcje pomiedzy trypsyna, inhibitorem trypsyny i receptorem trypsyny w poczatkach
i w ostrym zapaleniu trzustki. PAR-2 (ang. protease—activated receptor 2).
Opracowano w oparciu o [12].

Nadmierna aktywno$¢ trypsyny moze spowodowaé zapalenie trzustki. Dzieje
si¢ tak, kiedy aktywno$¢ trypsyny przekroczy mozliwosci hamujace inhibitora
wydzielania trypsyny (PSTI). Przyczyna moze by¢ nadmierna stymulacja
komorek zrazikowych trzustki. W konsekwencji zostaje uruchomiona kaskada
reakcji prowadzaca do aktywacji réoznych proteaz, ktore uszkadzaja komorki
trzustki. Trypsyna produkowana w komdrkach zrazikowych trzustki aktywuje
receptor (PAR-2), ktory uwalnia cytokiny i reguluje wewnatrzwydzielnicze
funkcje trzustki [12]. Dziatanie trypsyny, inhibitoréw trypsyny oraz receptéw
trypsyny sg ze soba mocno powigzane (Rys. 3).

1.2.3. Katepsyna G [EC 3.4.21.20]

Wedhug klasyfikacji systemu MEROPS katepsyna G nalezy do klanu PA,
podklanu PA(S), rodziny S1 [2, 3]. Gen katepsyny G umiejscowiony jest na
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chromosomie 14 w miejscu ql1.2 i zbudowany jest z 5 eksonoéw i introndw.
Ekson 2 koduje aktywna histydyne, ekson 3 kwas asparaginianowy, a ekson
5 seryng.

Zwiazki te tworzg triade katalityczng Katepsyny G, ktora powoduje hydrolize
wigzan peptydowych dokladnie po mocno dodatnio natadowanych
iaromatycznych resztach aminokwasowych w pozycji P1. Katepsyna
G wykazuje specyficzno$¢ substratowa trypsyno—podobng i chymotrypsyno—
podobna. Jej aktywno$§¢ mozemy zaobserwowaé w szerokim zakresie stezenia
jonow wodorowych (optymalne pH to warto$ci od 7 do 8). Proteazy te sa bardzo
wazne w utrzymaniu granicy pomiedzy zniszczeniem a ochrong tkanek podczas
stanu zapalnego. Wptywaja rowniez na podstawowe funkcje neutrofili, takie jak
proteolityczna dyfuzja cytokin i chemokin, dziatanie antybakteryjne, aktywacja
receptorow na powierzchni komorek jak i apoptozg. Dziatanie antybakteryjne
katepsyny G obejmuje zaré6wno mechanizmy zalezne jak iniezalezne od
proteolizy. Enzym ten reguluje chemotaksje komoérek krwi, poprzez wydzielenie
silniejszego czynnika chemotaktycznego dla neutrofili i monocytow [13].
Chemotaksja jest to proces polegajacy na przyciaganiu w miejsce infekcji
fagocytow, ktore pochlaniajg patogen i go niszcza [14].

1.2.4. Trombina [EC 3.4.21.5]

Trombina podobnie jak chymotrypsyna nalezy do klanu PA, podklanu PA(S),
rodziny S1 [2, 3].

Aktywna forma enzymu zbudowana jest z dwoch tancuchow
polipeptydowych: mniejszego A i wigkszego B. Oba lancuchy zwigzane sg ze
soba kowalencyjnym wigzaniem disiarczkowym [15].

Trombina odgrywa gtéwna role w zachowaniu hemostazy organizmu oraz
w procesach biologicznych takich jak np. réznicowanie komorek. Enzym ten
aktywuje V, VIII, IX i XIII czynnik krzepniecia krwi, katalizuje przemiane
fibrynogenu w fibryne oraz bierze udzial w aktywacji wielu typéw komorek
1 plytek krwi. Za sprawa specjalnych wtasciwo$ci domen regulujacych specyfike
enzymu, trombina jest bardzo specyficzna dla okreslonych substratow
i inhibitoréw [16].

Substratami trawionymi przez trombinge obok fibrynogenu sa réwniez
receptory PAR (ang. Protease—activated receptors), czynniki krzepnigcia:
V, VIII, XI, XIII, inhibitor fibrynolizy aktywowany trombing (TAFI)
i biatko C [15].

Zaktocenia mechanizmow nadzorujacych powstawanie oraz aktywnosé
trombiny wplywaja na tworzenie i rozwo6j licznych choréb ukladu krazenia
(miazdzyca, zylna choroba zakrzepowo—zatorowa, choroba niedokrwienna serca,
udar mozgu), nowotworowych, a takze chorob neurodegeneracyjnych [15].

Choroby ukladu krazenia s gltéwna przyczyng $mierci w krajach wysoko
uprzemystowionych, czy to pod postacia zawalu serca, udaru mozgu, czy tez

102



Natalia Pajgk , Magdalena Osiak , Katarzyna Wojciechowska
Dorota Choroszynska

zakrzepicy zylnej [2, 3]. W Polsce choroby te sa przyczyna okoto 50 %
zgonow [17].

1.2.5. Subtylizyna [EC 3.4.21.62]

Wedhug systemu MEROPS subtylizyna nalezy do klanu SB, rodziny SS8.
Pierwotnie zostata ona odkryta u bakterii gram dodatnich Bacillus subtilis.

Jej katalityczna triada skladajaca si¢ z kwasu asparaginowego, seryny
1 histydyny posiada doktadnie takie samo geometryczne utozenie jak peptydazy
z klanu PA. Jednak otaczajacy ja lancuch biatkowy ma innag budowe. Masa
subtylizyny waha si¢ od 18 do 90 kDa [18].

Subtylizyna znalazta szerokie zastosowanie np. przy produkcji detergentow.
Czynnikami, ktére umozliwily stosowanie subtylizyny w tej dziedzinie sg niska
specyficzno$¢ substratowa, wysoka stabilnos¢, tatwos¢ w jej wyekstrahowaniu z
biomasy oraz mozliwo$¢ wyprodukowania duzej ilosci enzymu w dos¢ krétkim
czasie przez bakterie Bacillus subtilis [19]. Badania nad subtylizyna
doprowadzity do jej licznych modyfikacji. Poza tym stosowana jest w przemysle
kosmetycznym oraz w inzynierii biatek [18].

1.2.6. Elastaza [EC 3.4.21.37]

Elastaza nalezy do klanu PA, podklanu PA(S), rodziny S1 [2, 3]. Po raz
pierwszy zostala oczyszczona ze §winskiej trzustki w 1956 r., ale opisana zostata
wczesniej, juz w 1950 roku jako endopeptydaza, ktora trawi elastyny. Od tamtej
pory enzym ten oczyszczono z komoérek roznych gatunkéw ssakow [20].
Na szczegdlng uwage zastuguje elastaza trzustkowa oraz elastaza neutrifili.

Elastaza trzustkowa wytwarzana jest w komorkach zrazikowych trzustki
w postaci prekursora. Aktywowana jest w dwunastnicy przez trypsyne, ktora
powoduje rozszczepienie matego tancucha polipeptydowego na N-koncu.
Elastaza trzustkowa posiada zdolno$¢ bardzo szybkiego rozktadania elastyny,
ponadto moze réwniez hydrolizowa¢ inne biatka, np. fibryng, hemoglobing,
kazeine. Mozna wyr6zni¢ dwa typy elastazy produkowanej prze trzustke [20].

Elastaza neutrofilowa zostala wyizolowana z tkanek owczych. Produkowana
jest w granulocytach oboj¢tnochtonnych (neutrofilach), ale jej obecnos¢
w mniejszych ilo§ciach stwierdzono réwniez w komoérkach tucznych
i monocytach. Wystepuje w postaci izoform, ktére rdznig sie stopniem
glikozylacji. Enzym ten posiada mas¢ okoto 33kDa, a jego zawartosc
w komorkach granulocytéw wynosi okoto 5 mM. Po aktywacji neutrofili
elastaza jest szybko wydzielana z komodrki do przestrzenni pozakomorkowe;.
Pewna jej czgs¢ pozostaje w neutrofilach, wigze si¢ z blona cytoplazmatyczng.
Aktywno$¢ enzymu regulowana jest przez liczne inhibitory endogenne [21].
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1.2.7. Proteinaza K [EC 3.4.21.64]

Proteinaza K nalezy do klanu SB, rodziny S8 [2, 3]. Enzym ten zostat
oczyszczony z Tritirachium album, ktéry wykazuje zdolno$¢ do wzrostu
w srodowisku, gdzie jedynym zrodtem azotu i weglowodandow jest keratyna.
Ceche te posiada dzigki enzymowi, ktory powoduje hydrolize keratyny. Biorac
pod uwage te ceche enzym nazwano proteinazg K. Proteinaza K hydrolizuje
natywne biatka, ktéore pochodza z réznych zrédet, czego dowodem jest
np. szybka inaktywacja rybosomow bydta [22].

Enzym zachowuje stabilnos¢ w szerokim zakresie pH (od 4 do 12), natomiast
jej optymalne dziatanie zaobserwowano od 7,5 do 12 pH. Proteinaza K preferuje
te wiagzania peptydowe, ktoére znajduja si¢ obok grupy alifatycznej,
karboksylowej i aromatycznej aminokwasow [22].

Proteinaza K moze dziata¢ w obecnos$ci zwiazkdéw denaturujacych takich jak
SDS, mocznik, dzigki czemu znalazta zastosowanie w procesie izolacji kwasow
nukleinowych, gdzie usuwa zanieczyszczenia biatkowe [23].

2. Wybrane inhibitory proteaz serynowych

Proteazy serynowe dziataja wedlug mechanizmow, ktore $cisle korelujg z ich
katalityczng naturg. Mozemy zaliczy¢ tutaj wytwarzanie proteaz w postaci
zymogenu. Jest to nieaktywna forma enzymu, ktéra wymaga czynnika
aktywujacego, aby enzym stat si¢ w petni aktywny. Aktywacja polega na
przecieciu zymogenu, usunieciu domeny pro np. Cat—C usuwa N—koncowg pro—
domeng GzmA (granzymy A) i Gamb (granzymy B). Ponadto aktywnos$¢
proteaz jest regulowana przez ich lokalizacje. Niektore z proteaz serynowych sa
przechowywane wewnatrz ziarnistosci, ktoére otoczone sa proteoglikanami.
Przeciwdziata to wyciekowi enzymu do cytoplazmy. Dodatkowo niskie pH
w ziarnistosciach powoduje obnizenie aktywno$ci enzymow. Kolejng metoda
regulacji aktywno$ci proteaz serynowych jest wydzielanie przez organizm
inhibitorow specyficznych [6].

Tabela 1. Przyklady wybranych inhibitoréw proteaz serynowych pochodzenia bakteryjnego
i grzybowego [4].

Inhibitory Mechanizm
proteaz Hamowane d'zmlama (?harakterysty}(a
serynowych proteazy i cechy i wystepowanie
strukturalne
Opisane
Rodzina S1 w Stramenopiles
Owomukoid (chymotryp- Sciste wigzanie, | oomycetes
(Kazal-type) syny) i S8 [Laskowski] (grzybopodobne
(subtylizyny) organizmy,
spokrewnione
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z grzybami; udziat
W patogennosci
Phytophtora infestans

Szeroka specyficzno$¢

Aprotynina ?c(l)ldircl)irs ! i Sciste wigzanie, | hamowania proteaz
S ny) yp [Laskowski] z rodziny
yny chymotrypsyny
Sciste wigzanie,
Protea Laskowski.
z Struktura
z rodziny S8 o
. stabilizowana
(subtylizyny) jest przez dwa
. oraz niektére | 1P Wylacznie dla bakterii
Marinostatyna wewnetrzne .
proteazy . . morskich
. wigzania
rodziny S1 .
(chymotryp- §strowe, ktpre s
syny) istotne dla ich
yoy)- aktywnosci
hamujacej
Sciste wigzanie
[Laskowski] do | Ekotyna
podstawowego | z Enterobacteriae
miejsca 1 pasozytow ochrania
Rodzina S1 wigzania. przeq proteazami
Ekotyna (chymotryp- Aktywny jako trawiennymi
syny) dimer. Kazdy gospodarza. Struktura
yny monomer wigze | umozliwia hamowanie
proteazy wielu proteaz
w dwoch z rodziny
miejscach chymotrypsyny
wigzania
Wylacznie dla bakterii
Rodzina S8 Aclznomycetale.s.
. Prawdopodobnie
Streptomyces (subtylizyny, .
e . ;. . . kontroluja endogenne
subtilisin kexin), Sciste wiazanie, roteaz
inhibitors rodziny S1 [Laskowski] p Y
zaangazowane
(SSDh (trypsyna, .
4 w proteolityczna
plazmina) ..
aktywacjig
transglutaminazy
Inhibitory Serynowa Oprocz Pierwszy
karboksypepty | karboksypep- | fosfolipidow przedstawiciel tej
dazy Y tydaza Y W migjscu grupy zostat
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(rodzina S10) | wigzania sag dwa | wyizolowany
miejsca z drozdzy
wigzania Saccharomyces
odpowiedzialne | cerevisiae i nalezy do
za hamowanie rodziny
proteazy. fosfatydyloetanoloami
no—wigzacych bialek.
_— Silna inhibicja Opisana tylko
Lentinus staba inhibicja| Sciste wigzanie, Basidiomycetes.

. chymotryp- [Laskowski] Wykazano obronna
Pep'tlflase syny (rodzina role przeciwko
inhibitor S1) drapieznym owadom.

Homologi zostaty
Ludzka znalezione w kilku
. elastaza—2 innych gatunkach
Aspergillus i endogenna . Ascyom}%cete
elastase . Nieznany . .
inhibitor Aspergillus i proteobac‘gerla,
elastases ale zadne nie
(rodzina S1) charakteryzowaty
si¢ biochemicznie
Inhibicja
nieodwracalna
w ktorej Fizjologiczna rola
Rodzina S1 nastepuje szybka | serpin pochodzenia
Serpiny (chymotryp- | konformacyjna | drobnoustrojowego to
syny) i S8 zmiana putapek | ochrona celulosoméw
(subtylizyny) | pokrewnej przed proteolityczna
proteinazy degradacja.
w kompleks
kowalencyjny.
Bakteryjne
inhibitory sa
propeptydami Sa silnymi
ptoteaz inhibitorami, ale
Inhibitor Rodzina S8 subtylizyno— niestabilnymi.
peptydazy B (subtylizyny) | podobnych. Stopniowo
Inhibitory degradowane prze
grzybowe sa subtylizyne.
oddzielnymi
polipeptydami.
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Obok naturalnie wystepujacych inhibitorow mozemy wyrdzni¢ inhibitory
syntetyczne (np. dabigatran, argatroban, biwalirudyna), a wérod nich inhibitory
diagnostyczne, np. PMSF (ang. phenylmethylsulfonyl fluoride).

2.1. Serpiny

Serpiny sa najwicksza grupa biatkowych inhibitoréw proteaz serynowych
oraz jednocze$nie najczesciej wystepujaca u organizméw zywych. W jej sktad
wchodzi ponad 500 biatek. Najwigksza ilo§¢ serpin odkryto u czlowieka, ale
rowniez u innych ssakow, u stawonogéw, nicieni i roslin. Biorag one udzial
w najwazniejszych procesach zyciowych organizméw zywych. Wiekszo$¢
znich (okoto 90%) hamuje aktywno$¢ proteaz serynowych o aktywnosci
chymotrypsyno—podobnej. Jednak niektére zdolne sa do inhibicji np. proteaz
cysteinowych (np. serpina SCCA).

@ ., “RCL
7125

b=

A B- harmonijka

Rys.3. Mechanizm hamowania aktywno$ci proteaz serynowych przez serpiny. (a) Natywny
inhibitor trypsyny (I) zawiera trzy B-harmonijki i 9 alfa—helis. Najwigksza harmonijka (A)
zaznaczona jest na kolor czerwony. RLC (reactive centre loop — reaktywny S$rodek petli)
zaznaczony jest na niebiesko na szczycie czasteczki. (b) po interakcji z proteaza (E — kolor
r6zowy) tworzy si¢ kompleks poczatkowy Michaelisa (E-I). Za specyficzno$¢ odpowiedzialne sa
przede wszystkim reszty, reszta P1 przedstawiona jest na niebiesko. (c) rozszczepienie RCL
powoduje polaczenie tego regionu w region centralny, czwarty skret (na niebiesko) z A B—
harmonijka (E-I*). (d) struktura kompleksu enzymatycznego ukazata wigzanie kowalencyjne
pomigdzy miejscem aktywnym seryny i tlenem karboksylowym w reszcie P1. Opracowano
w oparciu o Whisstock, Bottomley, 2006 [24]

Typowe serpiny sg stosunkowo duze. Ich masa to okoto 40-60 kDa.
Wigkszos¢ sposrdd nich jest zwigzkami zewnatrzkomorkowymi — krazacymi
w plynach ustrojowych.

2.1.1. Euroserpiny

Neuroerpiny wchodzg w sktad nadrodziny inhibitorow proteaz serynowych —
serpin. Ludzki gen kodujacy tego rodzaju inhibitory zlokalizowany jest w regionie
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3926. Wydzielane sa ze stozkéw wzrostu neuronéw. Uczestnicza w hamowaniu
aktywno$ci enzymow tkankowych tPA (typ aktywatora plazminogenu). Ich
przestrzenna struktura wskazuje na role w synaptogenezie (tworzenie synaps
miedzy neuronami) 1 jest bardzo dobrze widoczna w obszarach moézgu
odpowiedzialnych za takie procesy jak nauka, zapamietywanie i zachowanie.
Chronia neurony przed nadmierng aktywnos$cia tPA podczas stanow
patologicznych, takich jak niedokrwienie mézgu, padaczka. Ekspresja neuroserpin
zlokalizowana jest gléwnie w mozgu, ale mozna jg zaobserwowaé rdwniez
w mig$niu sercowym, nerkach, trzustce. Mutacja punktowa w genie kodujagcym
neuroserpiny powoduje powstawanie demencji [25].

Mechanizm dzialania serpin w inhibicji proteaz serynowych (tzw. ,,putapka
na myszy’) pomimo skuteczno$ci w dzialaniu posiada stabe punkty.
Wystgpienie mutacji punktowej moze wywola¢ destabilizacje struktury,
w wyniku czego powstaje luka, ktora moze zosta¢ wypelniona przez reaktywna
petle drugiej czasteczki serpiny. W wyniku tego dochodzi do polimeryzacji
czasteczek serpin (neuroserpin), ktore sg przyczyna takich choréb jak demencja
starcza. Proces ten wystgpuje réwniez u innych inhibitorow z grupy serpin,
np. u alfa—1—antytrypsyny, inhibitora Cl. U ludzi zostaly opisane 4 rdézne
mutacje neuroserpin (Ser49Pro, Ser52Arg, His338Arg and Gly392Glu). We
wszystkich nastepuje spontaniczne powstawanie polimeréw neuroserpin, ktore
nie sa usuwane, lecz wbudowywane do glebszych warstw kory moézgu. Ta
autosomalna dominacja zostata okres§lona jako FENIB (ang. Familial
Encephalopathy with Neuroserpin Inclusion Bodies). FENIB charakteryzuje si¢
wystepowaniem zaburzen mowy, demencji, drgawkami, drzeniami, skurczami
klonicznymi mig$ni. Objawy te wystepuja w ré6znym nasileniu.

2.2. Alfa—1-antytrypsyna

Alfa—1-antytrypsyna (alfa—1AT) jest glikozylowang antypeptydazg o masie
okoto 52kDa produkowang glownie w watrobie. Zbudowana jest z pojedynczego
fancucha, w sklad ktérego wchodza 394 reszty aminokwasowe oraz trzy
podstawniki cukrowe. Struktura przestrzenna oparta jest na trzech beta—
pofatdowaniach (A—C) i dziewieciu alfa—helisach (A-I). Centrum aktywne
zawiera sekwencje aminokwasowa Met358—Ser359, zwana rowniez sekwencja
P1-P1°. Sekwencja ta jest pseudosubstratem dla elastazy neutrofilowej, ktora
preferuje alfa—1—antytrypsyng a nie swoj naturalny substrat — elastyne [26].

Gen alfa—l-antytrypsyny zlokalizowany jest na dlugim ramieniu
chromosomu 14. Shizy jako gléwny inhibitor elastazy neutrofilowe;.
Wydzielana jest przez komorki watrobowe (hepatocyty) do osocza, skad dalej
dyfunduje do poszczegélnych narzadow organizmu. Komorki nabtonkowe,
neutrofile oraz makrofagi takze produkuja i wydzielaja alfa—l-antytrypsyne,
ktorej aktywnos¢ jest taka sama jak alfa—l-antytrypsyny pochodzacej
z hepatocytow. Shizy to do lokalnej kontroli aktywno$ci proteazy. Nadmierna
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aktywnos$¢ tej proteazy moze powodowaé degradacje zewnatrzkomorkowych
biatek, prowadzaca np. do rozedmy ptuc [27].
Wyrézniono trzy gldwne warianty alfa—1—antytrypsyny:

e Warianty podstawowe — w tym glowny wariant M, odpowiadaja
genotypom homozygotycznym MM. Wystepuja u  okoto 90% populacji
ludzkiej. Stezenie tego zwiazku w surowicy wynosi od 20 do 48 pmol/l.
Inhibicja elastazy neutrofilowej przebiega wlasciwie,

e Warianty niedoborowe — w tym glowne warianty S i Z, odpowiadaja
genotypom homozygotycznym SS i ZZ. Fenotypowo przejawiaja si¢ jako
PiS oraz PiZ. Ich wystgpowanie w populacji wynosi dla PiS od 2 do 4 %,
PiZ — od 1-2%. Stgzenie waha si¢ odpowiednio 13 do 33 pmol/l oraz od 2,5
do 7 pmol/l. Inhibicja elastazy neutrofilowej przebiega prawidlowo przy
fenotypie PiS, zaburzona jest natomiast przy fenotypie PiZ,

e Warianty ,,null” — synteza alfa—l-antytrypsyny nie odbywa si¢ lub
tworzone jest biatko ulegajace szybkiej degradacji. Spowodowane jest to
wystapieniem mutacji powodujacej powstanie kodonu stop. W takiej
sytuacji zwigzek nie wystgpuje w surowicy. Czestos¢ wystepowania tego
przypadku w populacji ludzkiej wynosi okoto 1 % [26].

3. Przyklady zastosowan proteaz serynowych i ich inhibitoréow
w medycynie i farmacji

Proteazy serynowe petnia kluczowa role w wielu procesach biologicznych.
Sa wazne w przyswajaniu skladnikow pokarmowych koniecznych do
prawidtowego wzrostu i proliferacji komorek. Hydroliza biatek stanowi wazny
etap w metabolizmie azotu. Enzymy te s3 zaangazowane w procesach
metabolicznych,w tym replikacji DNA, regulacji ekspresji genow, wzrost
iréznicowanie komorek, transportu biatek, cykl komorkowy, reakcji szoku
cieplnego, stres oksydacyjny odpowiedZz i programowanej $mierci komorki
i wiele innych [4].

Niekontrolowana aktywnos$¢ proteaz prowadzi do powstawania wielu stanow
patologicznych. Dzigki korelacjom proteaz z inhibitorami, negatywne dziatanie
enzymow jest hamowane. Nie powinno wigc dziwi¢ wzmozone zainteresowanie
badaczy tego typu biakami i ich naturalnymi inhibitorami jako potencjalnymi
substancjami stosowanymi np. w farmakologii [4].

3.1. Zastosowanie enzyméw trzustkowych — trypsyny,
chymotrypsyny, elastazy — w biotechnologii i przemys$le spozywczym
Enzymy trzustkowe znalazly zastosowanie zard6wno w przemysle
spozywczym, jak i w o§rodkach badawczych, takich jak laboratoria. Uzywane sa
jako oczyszczone preparaty elastaz, chymotrypsyn, trypsyn. Obok tych form
enzymy te s3 stosowane pod postacig produktu o nazwie pankreatyna.
Pankreatyna jest to suchy zwigzek, wyodregbniony z trzustki, w sklad ktorego
wchodzg takie enzymy jak np. trypsyna, amylaza i lipaza. Ulatwiaja one
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trawienie cukrow, biatek i tluszczOw w obrebie uktadu pokarmowego.
Pankreatyna znalazlta zastosowanie przy niezytach jelit, zaburzeniach
trawiennych, przewleklym zapaleniu trzustki [10].

Glownym zastosowaniem enzymow trawiennych w biotechnologii jest
wytwarzanie hydrolizatow biatkowych, np. z albuminy jaja, z hemoglobiny oraz
hydrolizatow kazeinowych czy sojowych. Hydrolizaty kazeinowe znalazty
zastosowanie jako dodatek do zywno$ci dietetycznej. Enzymy trzustkowe
uzywane sg tez do odmig§niania kosci wieprzowych oraz szkieletow ryb.

Biatka ulegajace hydrolizie pod wplywem enzymow trzustkowych nabywaja
nowych charakterystycznych cech. Wykazuja wlasciwosci antybakteryjne oraz
antyoksydacyjne. Niektore peptydy sa lepiej przyswajalne, a ich czeSciowa
hydroliza pozwala na obnizenie wilasciwosci immunogennych. Hydroliza
wpltywa tez na wiasciwos$ci technologiczne preparatu biatkowego, przyczyniajac
si¢ do zmiany rozpuszczalno$ci, wilasciwosci emulgujacych oraz zwicksza
zdolno$¢ tworzenia piany.

Najczesciej stosowane do tych celow sa enzymy pochodzenia bydlgcego
1 wieprzowego. Jednak wzrost zapotrzebowania na ten typ enzymow sktonit
badaczy do szukania innych zrédel ich otrzymania. Enzymy te zostaly
wyekstrahowane rowniez z organow ryb oraz z tkanek owczych. Proteazy
trawienne z poszczegoélnych organizmdéw rdznig si¢ nieznacznie pod wzgledem
wlasciwosci fizykochemicznych oraz specyficzno$ci substratowej. Dzieki tym
roznicom enzymy te moga by¢ wykorzystywane do otrzymania zréznicowanych
produktow poprzez hydrolizg biatkowych substratow [10].

3.2. Zastosowanie alfa—1-antytrypsyny w terapii medycznej

Niedobor alfa—1—antytrypsyny powoduje powstawanie takich schorzen jak
rozedma phuc oraz marskos$¢ watroby.

Przebieg powstawania rozedmy ptuc jest nastepujacy. Podczas oddychania,
wraz z pobieranym powietrzem, do pluc przedostaja si¢ drobnoustroje. Sg one
niszczone przez neutrofile (granulocyty obojetnochionne). Po wykonaniu
swojego zadania neutrofile ulegaja degradacji, w wyniku czego do phluc
(a doktadnie do zrebu ptluc) wydzielane sg proteazy (w duzej mierze elastaza
neutrofilowa). U ludzi zdrowych, z prawidtowo dziatajaca alfa—1-antytrypsyna,
degradacyjne dzialanie elastazy jest hamowane. Przy niedoborze lub dysfunkcji
alfa—1—antytrypsyny elastaza powoduje rozktad widkien elastylowych, co
prowadzi do rozedmy ptuc.

Powstawanie marskosci watroby spowodowane jest m.in. mutacja w eksonie
V  genu alfa—l-antytrypsyny. Prowadzi to do nieprawidlowos¢
w trzeciorzedowej strukturze biatka oraz do zaktdcen
w wewnetrzczasteczkowych  czasteczkowych  wigzaniach  jonowych. Tak
zmieniona alfa—l-antytrypsyna cechuje si¢ zdolnoscia do polimeryzacji
w warunkach fizjologicznych. Powstale polimery kumuluja si¢ w kanatach
siateczki $rodplazmatycznej komorek watrobowych (hepatocytow). Powoduje to
ich obumieranie. Efektem tego moze by¢ zapalenie, marsko$¢ a nawet nowotwor
watroby [26].
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Tabela 3. Zaburzenia wydzielania i budowy czasteczki poszczegolnych inhibitoréw proteaz serynowych

i wywotywane przez nie schorzenia. Opracowano na podstawie Kabzinski i in., 2010 [26].

Inhibitor proteazy

Rodzaj dysfunkcji Schorzenie
serynowe

Alfa—1-antytrypsyna Niedobor Rozedma ptuc

Alfa—1-antytrypsyna Polimeryzacja Marskos¢

Neuroserpina Polimeryzacja Demencja
Inhibitor C1 Niedobor Angio—edemia

Antytrombina Niedobor Zakrzepica
Alfa—1-antytrypsyna Niedobor Rozedma ptuc

Glownym sposobem leczenia tych schorzen jest

stosowanie terapii

zastepczej, polegajacej na podawaniu chorym egzogennej alfa—1—antytrypsyny.
Podstawowa metodg pozyskiwania tego biatka jest frakcjonowanie go
z bezposrednich zrodet, takich jak np. osocze. Niesie to jednak duze ryzyko
zakazenia  réznymi  patogenami poprzez kontakt z  materialami
krwiopochodnymi. Ze wzgledu na ten aspekt postanowiono uzyskaé
zrekombinowang  alfa—l-antytrypsyne z innych organizmow, ktora
w bezpieczny sposdb moze zosta¢ podana osobom chorym.

Pierwszymi organizmami, z ktérych udalo si¢ pozyska¢ alfa—1—antytsypsyne
byly modyfikowane genetycznie szczepy Escherichia coli. Gen cDNA
posiadajacy catkowita sekwencje ludzkiej alfa—1-antytrypsyny zostat
wprowadzony metoda transformacji do komoérek E. coli. Jednak alfa—1—
antytrypsyna uzyskana tymi metodami nie ulega potranslacyjnej glikozylacji,
niezbednej do uzyskania cech fizjologicznych biatka. Kolejnymi organizmami
z ktorych udalo si¢ uzyska¢ alfa—I—-antytrypsyne byly zwierzeta transgeniczne.
Pierwsze badania przeprowadzono na myszach. Aktywno$¢ otrzymanej alfa—
1AT zblizona byla do aktywnosci alfa—1 AT wyizolowanej z ludzkiego osocza.
Dalsze badania przeprowadzono na krolikach, gdzie rekombinowany konstrukt
DNA, w skifad ktérego wchodzit gen ludzkiej alfa—1AT, wprowadzono do jader
komoérkowych kroliczych embrionéw. Obecnie trwaja badania nad uzyskaniem
zrekombinowanej alfa—1-antytrypsyny przy wykorzystaniu modyfikowanych
organow owczych. Metoda ta jest wydajna dzieki mozliwos$ci wytworzenia tego
biatka w mleku i wiaze si¢ to z jego produkcja na skale przemystows.
Wydajno$¢ pozyskanej z mleka jednej owcy w okresie laktacji alfa—1—
antytrypsyny wynosi¢ moze nawet 10 kg w ciagu roku. Badania koncentruja si¢
rowniez nad uzyskaniem alfa—1—antytrypsyny z organizméw roslinnych.

Dzigki zastosowaniu zrekombinowanej alfa—1-antytrypsyny, uzyskanej
wyzej opisanymi metodami, mozna leczy¢ takie choroby jak rozedme phuc czy
marskos$¢ watroby bez ryzyka zakazenia pacjenta patogenami [26].

111



Proteazy serynowe i ich inhibitory jako nowoczesne narzedzia wykorzystywane
w medycynie i biotechnologii

3.3. Zastosowanie inhibitorow trombiny w terapiach
przeciwzakrzepowych

Trombina jest enzymem proteolitycznym odpowiedzialnym za takie procesy
jak aktywacje czynnikoéw krzepnigcia krwi, plytek krwi oraz za przemiang
rozpuszczalnego fibrynogenu w nierozpuszczalng fibryne. Dlatego zaburzenia
procesow regulujacych aktywacje trombiny oraz jej aktywno$¢ prowadza do
powstania licznych chordb, takich jak choroby uktadu krazenia, nowotwory oraz
choroby neurodegeneracyjne. Z tego wzgledu oraz dlatego, iz trombina odgrywa
centralng funkcje w kaskadzie krzepniecia krwi stala si¢ idealnym celem dla
terapii antyzakrzepowych [15].

Zwiazkami uzywanymi w tego typu terapii s3 m.in. inhibitory trombiny.
Mozna podzieli¢ je na dwie grupy:

o Inhibitory o dziataniu posrednim

Mechanizm dzialania tych zwigzkéw polega na zwigkszeniu przez nie
aktywnos$ci inhibitoréw naturalnie wystepujacych, np. antytrombiny III,
kofaktora heparyny II. Inhibitory z tej grupy moga hamowac jedynie wolna
trombine. Do tej grupy mozemy zaliczy¢ heparyne. Heparyna (Rys.14.) nalezy
do naturalnych inhibitorow trombiny. Byla pierwszym na $wiecie lekiem
o wlasciwosciach przeciwzakrzepowych. Pierwszy raz zostala wyizolowana
z watroby psa. Juz wtedy stwierdzono jej dziatanie antykoagulacyjne.
Wspolczesnie w farmakologii uzywane sa dwa typy heparyn. Heparyna
niefrakcjonowana  oraz  heparyna  drobnoczasteczkowa.  Stosowanie
niefrakcjonowanej heparyny moze doprowadzi¢ do licznych powikian.
Glownym z nich jest nadmierne krwawienie. Moze roéwniez wystapi¢
trombocytopenia  poheparynowa, zwana rowniez  matoplytkowosScia
poheparynowa (ang. heparin induced thrombocytopenia, HIT). Jest to choroba
objawiajaca si¢ mala liczba plytek krwi spowodowana podawaniem heparyny
pod rézng postacia (zaréwno frakcjonowang jak i drobnoczasteczkowa).
Schorzenie to spowodowane jest tworzeniem swoistych IgG (immunoglobulin
klasy G) przeciwko epitopom (fragmenty antygendw laczacych sie z wolnymi
przeciwciatami), powstalym przez zwiazanie czynnika plytkowego 4 (PF4)
z trombing. Konsekwencja tego jest aktywacja ptytek przez powstaty kompleks,
a nastgpnie spadek ilosci ptytek krwi — trombocytow ponizej 100 x 109/L.
Kolejnym powiktaniem moze by¢ osteoporoza, ktéra powstaje przy dhuzszym
stosowaniu heparyny niefrakcjonowane;j. Dziatanie heparyny
drobnoczasteczkowej jest latwiejsze do przewidzenia (dzigki zmniejszonemu
wigzaniu tej heparyny przez biatka osocza). Stabiej oddzialywuje
z trombocytami oraz czynnikiem ptytkowym 4, dzigki czemu zmniejsza si¢
ryzyko powstania trombocytopenii (lecz nie eliminuje go catkowicie). Dzigki
tym wlasciwosciom heparyna drobnoczasteczkowa wypiera heparyne
niefrakcjonowang z lecznictwa.
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Rys.4. Wzory strukturalne wybranych inhibitorow trypsyny [28][15].

Mechanizm oddziatywania heparyny z trombine polega na utworzeniu
z antytrombing kowalencyjnego kompleksu ATH (antytrombina—heparyna),
ktory powoduje zmiang konformacji antytrombiny (ATII), a tym samym
zwigksza jej powinowactwo do trombiny. ATIII z wolno dzialajacego inhibitora
przeksztatca si¢ w inhibitor bardzo szybko dziatajacy.

Warto doda¢, ze heparyna byla pierwszym na §wiecie stosowanym lekiem
przeciwzakrzepowym.

o Inhibitory o dziataniu bezpo$rednim

Inhibitory hamuja aktywno$¢ trombiny poprzez bezposrednie faczenie sie
z czasteczka trombiny. Inhibitory te tacza si¢ zar6wno z trombing zwigzana
z fibryng oraz z trombing w stanie wolnym. Mozemy zaliczy¢ tutaj hirudyne,
biwalirudyne, argatroban oraz ximelagatran i dabigatran (dwa ostatnie zwigzki
stanowia nowg klase syntetycznych inhibitorow, ktére podawane sa doustnie).

Hirudyna jest polipeptydem wyekstrahowanym z gruczoldw §linowych
pijawek Hirudo medicinalis zawierajacym 65 aminokwasow. Czasteczka
hirudyny stabiizowana jest przy pomocy trzech mostkéw disiarczkowych,
posiada mase¢ okoto 7 kDa. Mechanizm jej dzialania polega na utworzeniu
z trombing niekowalencyjnego kompleksu w stosunku 1:1. C—koniec hirudyny
przytacza sie do miejsca zewnetrznego I trombiny, natomiast N—koniec taczy si¢
z centrum aktywnym trombiny.

Zaréwno hirudyna jak i heparyna stosowane sa w sposdb parenteralny
(dostarczenie zwigzkow do organizmdw poza przewodem pokarmowym).

Dabigatran (Rys.14) w odréznieniu od hirudyny i heparyny jest
syntetycznym inhibitorem trombiny. Ma zdolno$¢ laczenia si¢ z centrum
aktywnym trombiny (nasladuje strukture tripeptydu D-Phe-Pro—Arg, ktora
charakterystyczna jest dla substratdéw trombiny). Podawany jest doustnie
w postaci proleku, ktorego masa wynosi 628 Da (masa aktywnego leku wynosi
471 Da). Zaleta stosowania tego zwiazku przy terapii przeciwzakrzepowej jest
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to, iz nie wchodzi on w interakcje z innymi lekami, dziala szybko oraz obniza
ilo§¢ powiklan krwotocznych. Podwyzsza rowniez bezpieczenstwo terapii
przepiwzakrzepowych oraz ich komfort ich stsowania dzieki mozliwos$ci
korzystania z dabigatranu bez ciggltego monitorowania parametrow krzepniecia
krwi oraz dostosowania wielko$ci dawki do pacjenta [15].

3.4. Antygen specyficzny dla prostaty jako marker nowotworu
gruczolu krokowego

Markerami nowotworowymi okres$la si¢ wysokoczasteczkowe zwigzki
wystepujace w moczu, krwi lub polaczone z powierzchnia komorek
nowotworowych charakterystyczne dla tych komorek. Pomiar poziomu oraz
identyfikacja tych zwigzkéw pomocne sg w okresleniu, czy dany nowotwor
wystepuje u badanego pacjenta, czy nie oraz pozwala na planowanie
1 monitorowanie terapii do antynowotworowe;.

Nowotworem nazywa si¢ niewlasciwy i zbyt duzy rozrost tkanek, ktory nie
jest zsynchronizowany z rozrostem innych, prawidlowo funkcjonujacych tkanek
oraz nie odpowiadaja na mechanizmy regulacyjne organizmu. Problemem
powstawania duzej liczby nowotworéw jest labilno§¢  genomu komodrek
odpowiedzialnych za inicjacje wzrostu guza.

Testy wykrywajace nowotwory, ktorych podstawa jest ocena poziomu
specyficznych markeréw powinny wykazywac nastepujace cechy:

o ilos¢ wykrywanego markera musi odzwierciedla¢ stadium choroby oraz
odpowiedz organizmu na zastosowane leczenia,

e okreSlony marker musi by¢ sprzezony z rozwojem okre§lonego typu
nowotworu,

e pozytywny wynik testu musi wystepowac tylko u chorych oséb.

Antygen specyficzny dla prostaty — PSA (ang. Prostate—specyfic antygen)
zwany réwniez swoistym antygenem sterczowym jest enzymem nalezacym do
proteaz serynowych [29]. Produkowany jest przede wszystkim w komorkach
nabtonkowych kanaléw gruczotowych prostaty. Po wydzieleniu do kanatéw
przedostaje si¢ do ptynu nasiennego, gdzie speitnia funkcje przy degradacji
biatek. PSA wykazuje swoisto$¢ narzadowa w odniesieniu do tkanki gruczotu.
Nie jest jednak markerem charakterystycznym dla nowotworu prostaty, gdyz
jego ilos¢ wzrasta kiedy wystapi gruczolak lub stana zapalny stercza.

PSA w surowicy krwi wystgpuje w dwoch frakcjach: frakcja wolnego PSA —
fPSA, ang. free prostate specific antygen (PSA nie zwiazane) oraz frakcja PSA
zwigzanego z inhibitorem proteazy (np. alfa—1—-antychymotrypsyng) [30].

U zdrowych mezczyzn poziom PSA nie wybiega poza 3 ng/ml, jednak ro$nie
u tych, u ktorych wystepuje tagodny przerost badz nowotwor prostaty. 10ng/ml
jest wartosciag, ktora charakteryzuje tagodny przerost gruczotu krokowego.
Znaczace przekroczenie tej warto$§ci moze wskazywa¢ na raka stercza. Te
wartos$ci nie sg jednak w pelni obiektywne i nie wskazuja jednoznacznie na
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wystapienie nowotworu, dlatego nie mozna w pelni si¢ nimi sugerowac [29].
Z tego powodu do oceny ilosci PSA, wskazujacego na rozwdj raka prostaty,
wprowadzono oznaczenia stezenia wolnego PSA —fPSA (ang. free prostate
specific antygen) oraz ilorazu stgzen fPSA i PSA catkowitego. W praktyce
wyglada to nastepujaco:
e poziom PSA wynoszacych 4,0-20,0 ng/ml fPSA ponizej 18% — duze
prawdopodobienstwo wystapienia raka stercza,
e poziom PSA 4-20ng/ml i fPSA powyzej 25% — wyniki wskazujace za
wystapieniem gruczolaka.
Kolejnymi metodami usprawniajacymi diagnostyke nowotworu sa:
e ocena szybko$ci narastania PSA (w tym celu wykonuje si¢ trzy pomiary
w odstepach szesciomiesigcznych),
o wyliczanie gestosci PSA (iloraz stezenia markera do objetosci gruczotu
wcm3),
o stezenie catkowitego PSA w zalezno$ci od wieku pacjenta (Tab.4.) [30].

Tabela 4. Prawidlowe stezenie catkowitego PSA w zaleznosci od wieku [30].

Wiek Stezenie PSA [ng/ml]
4049 2,5
50-59 3,5
60-69 4,5
70-79 6,5

3.5. Zastosowanie inhibitorow trypsyny pochodzenia roslinnego

Inhibitory trypsyny to biatka (zwykle pojedyncze) o masie od 4 do 20 kDa,
wystepujace w postaci izomerow. Zwiazki te nie sa charakterystyczne jedynie
dla trypsyny (nie sg swoiste). Moga hamowac¢ aktywno$¢ innych proteaz, ktore
posiadaja seryng¢ w miejscu aktywnym. Mechanizm hamowania aktywnoS$ci
trypsyny polega na powstawaniu nieaktywnych kompleksow z enzymami
trawiennymi. Powstawanie kompleksu opiera si¢ na tworzeniu wigzan estrowych
pomigdzy seryng (z centrum aktywnego enzymu) a lizyna badz argining
(z centrum aktywnego inhibitora).

Inhibitory protez serynowych (w tym trypsyny) powstaja glownie w roslinach
(nasiona roslin stragczkowych, pasze — cze$ci zielone zboz i roslin motylkowych,
ziarna zb6z). Pelnig one funkcje ochronne zabezpieczajace rosling przed infekcjami
bakteryjnymi 1 wirusowymi oraz obronne, poprzez hamowanie enzymow
trawiennych zwierzat, gtéwnie owadow. Inhibitory trypsyny sa tez substancjami
antyzywieniowymi [31].

Substancje antyzywieniowe sa to zwiazki wystepujace w roslinach , ktére moga
powodowa¢ zahamowanie wzrostu zwierzecia. Mozemy podzieli¢ je na substancje
antyzywieniowe pierwotne oraz wtorne. Do pierwszej grupy obok inhibitorow
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trypsyny mozemy zaliczy¢ rowniez substancje weglowodanowe — polisacharydy
niestrawne, substancje tluszczowe — kwas erukowy. Z wyjatkiem inhibitoréw
trypsyny petnig one funkcje podporowe (funkcje te spetniaja zwiazki o budowie
kleistej 1 wloknistej, ktore okreslaja ksztalt i forme rosliny dzieki czemu jest ona
odporna na czynniki otoczenia). Druga grupa sa substancje antyzywieniowe wtorne,
takie jak zwigzki fenolowe, alkaloidy, glukozynolany. Pelnia one rolg¢ ochronna
przed bakteriami, grzybami, zwierzgtami oraz wirusami [32].

Substancje antyzywieniowe moga wykazywac dziatanie zar6wno pozytywne jak
1 negatywne u spozywajacych je z pasza organizméw. Ujemny wptyw inhibitorow
trypsyny polega na zahamowaniu wzrostu zwierzat hodowlanych lub czlowieka
(spowodowane jest to blokowaniem trypsyny, co z kolei powoduje zahamowanie
reakcji zachodzacych przy udziale tego enzymu oraz zmniejszenia proteolitycznego
rozkladu biatek w przewodzie pokarmowym). Moze réwniez spowodowac spadek
odpornosci u owadéw [31]. Sposobem na zmniejszenie aktywnoS$ci inhibitorow
trypsyny jest tostowanie (podgrzewanie) pozywienia pochodzenia ro§linnego.
Prawidtowo przeprowadzony proces tostowania obniza nawet sze$ciokrotnie
aktywno$¢ inhibitorow trypsyny bez utraty warto§ci pokarmowej [32].

Pozytywne dziatanie inhibitorow trypsyny mozna zauwazy¢ w przypadku
dietoterapii, gdzie podawany jest pokarm bogaty w te inhibitory. U leczonych
zwierzat tego typu terapig zaobserwowano zahamowanie wzrostu i rozwoju raka
sutka, skory oraz nowotworu jelita grubego. Zaobserwowano réwniez hamujacy
wplyw inhibitorow trypsyny na powstawanie nowotwory watroby, pluc oraz
trzustki. Przeciwnowotworowe dziatanie polega na inhibicji ekspresji onkogenow,
hamowaniu powstawania reaktywnych form tlenu oraz modulacji aktywnosci
niektorych enzymow. Inhibitory trypsyny stymuluja z6t¢ do syntezy kwasow
zolciowych z cholesterolu. Jest to pomocne przy usuwaniu cholesterolu
z organizmu, dzieki czemu zmniejsza si¢ ryzyko powstania miazdzycy, choréb
ukladu krazenia (udar mozgu, choroba wiencowa) oraz kamieni zoéiciowych
(cholesterol jest ich gléownym sktadnikiem). Obiecujacym i dajacym dobre efekty
zastosowaniem inhibitorow trypsyny jest uzycie ich przy leczeniu AIDS, gdzie
hamuja odwrotna transkryptaze wirusa HIV i thumia jego replikacje oraz leukoplakii
(biate plamy powstajace we wnetrzu jamy ustnej. Jest to zmiana przednowo-
tworowa) [31].

4. Podsumowanie

Peptydazy serynowe oraz ich inhibitory znalazly wiele zastosowan
w medycynie 1 biotechnologii. Mozemy wymieni¢ nastepujace przyklady
zastosowan np. w przemysle spozywczym, w terapiach antyzakrzepowych,
zapobieganie chorobom jak rozedmie pluc oraz marskos$ci watroby, jako
markery przy nowotworze prostaty czy w przeciwdzialaniu nowotworom. Z racji
na swoja ruznorodno$¢ zaréwno pod wzgledem budowy jak i specyficzno$ci
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substratowej, termo-stabilno$ci, zakresu pH 1 tp. stanowia one roéwniez
niezwykle atrakcyjny material dla dalszych badan w wymienionych kierunkach.
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Proteazy serynowe i ich inhibitory jako nowoczesne narzedzia
wykorzystywane w medycynie i biotechnologii

Proteazy serynowe wedlug bazy MEROPS dzielg si¢ na 13 klanéw a wsrdd nich 51 rodzin i 21
podrodzin. Ich cechg charakterystyczng jest obecno$¢ w centrum aktywnym aminokwasow seryny
i histydyny. Aktywnos$¢ proteaz serynowych jest regulowana przez ich inhibitory zaréwno
naturalne (np. serpiny a w$rdd nich o—1-antytrypsyna, o—1—antychymotrypsyna) jak i syntetyczne
(np. PMSF). Tak proteazy serynowe jak i ich inhibitory znalazty wiele zastosowan w medycynie
i biotechnologii. Mozemy wymieni¢ nastepujace przyklady zastosowan: a) w przemysle
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spozywczym, W procesie oczyszczania preparatow enzymatycznych, wytwarzanie przy ich
pomocy hydrolizatow biatkowych — enzymy trawienne, b) w terapiach antyzakrzepowych —
inhibitory trombiny (np. hirudyna, heparyna), c¢) zapobieganie chorobom: rozedmie ptuc oraz
marskosci watroby, jako czynniki hamujacy aktywno$¢ elastazy — alfa—1—antytrypsyna , d) jako
markery procesOw nowotworzenia— PSA (antygen specyficzny dla prostaty), e) dzialanie
terapeutyczne — nowotwory (skory, pluc, watroby, jelita grubego, sutka, trzustki),
hipercholesterolemia, infekcje wirusowe — AIDS oraz leukoplakii — inhibitory trypsyny. Nie
powinno wigc dziwi¢ wzmozone zainteresowanie badaczy tego typu biatkami i ich naturalnymi
inhibitorami jako potencjalnymi substancjami stosowanymi np. w farmakologii

Serine proteases and their inhibitors as a modern tool used in medicine and
biotechnology

According to the MEROPS database, serine proteases are divided into 13 clans and among these
51 families and 21 subfamilies. Their characteristic feature is the presence of the serine and
histidine amino acids in the active site. Serine protease activity is regulated by both their natural
(e.g. serpins, more specifically: o—1-antitrypsin, o—l—antichymotrypsin) and synthetic inhibitors
(e.g. PMSF). Serine proteases and their inhibitors have found many applications in medicine and
biotechnology. We can cite the following application examples: a) in the food industry in the
process of purifying enzyme preparations, and in protein hydrolysate production — digestive
enzymes, b) as anticoagulants — thrombin inhibitors (eg hirudin, heparin), c) in the prevention of
diseases: lung emphysema and liver cirrhosis, as factors inhibiting elastase activity — alpha—1—
antitrypsin, d) as tumor markers — PSA (prostate specific antigen), e) as therapeutics for tumors
(skin, lung, liver, colon, breast, pancreas), hypercholesterolemia, viral infections, AIDS and
leukoplakia — trypsin inhibitors. The increased interest of researchers in this type of proteins and
their natural inhibitors as potential materials used in pharmacology, among others, should not
come as a surprise
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