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Rearanzacja genu ALK — znaczenie i diagnostyka
w niedrobnokomorkowym raku pluc (NDRP)

1. Rak pluca — epidemiologia

Rak ptuc jest jednym z najcze$ciej wystepujacych nowotwordw ztosliwych
na $wiecie, oraz najczestszym pod wzgledem umieralno$ci z powodu choroby
nowotworowej. W ciagu roku z powodu tego wilasnie nowotworu umiera na
$wiecie ponad 1,3 miliona osob, a 5 lat od chwili rozpoznania przezywa mniej
niz 15% chorych. Pie¢ razy czeSciej choruja mezczyzni (5:1).

Od lat 90 XX wieku zauwaza si¢ spadek zachorowalnosci i umieralno$ci
wsrod mezczyzn, natomiast wzrost tych wspotczynnikéw w populacji kobiet.
Zachorowalno$¢ na raka pluca ro$nie z wiekiem, najwigksza zapadalnosé
wystepuje w grupie wiekowej 65-80 latkow. Klasyfikacja kliniczna, opierajaca
si¢ na réznym przebiegu choroby, odpowiedzi na chemioterapie, mozliwosci
leczenia operacyjnego, roznicuje nowotwér na raka drobnokomorkowego
(DRP) oraz raka niedrobnokomoérkowego (NDRP). Leczeniem z wyboru
w przypadku raka drobnokomoérkowego jest chemioterapia, natomiast raka
niedrobnokomoérkowego — operacja potaczona z chemioterapia uzupehniajaca
(adiuwantowa) majacg na celu usunigcie ewentualnych przerzutow oraz
chemioterapig indukcyjng (neoadiuwantowa), ktérej celem jest zmniejszenie
masy pierwotnego guza jeszcze przed jego usunieciem. Chemioterapia
w przypadku NDRP jest mniej skuteczna niz w przypadku DRP, ale rownie
toksyczna. Dziatania niepozadane wystepujace w czasie chemioterapii, stanowia
powazny problem kliniczny zaréwno dla pacjenta jaki 1 zespotu leczacego.
Nadzieja na zmniejszenie dzialan niepozadanych chemioterapii jest
wprowadzenie terapii celowanej. Wiaczenie pacjenta to terapii celowanej
wymaga identyfikacji specyficznych mutacji wystepujacych u chorych z rakiem
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ptuca. Odkryta w 2007 roku przez Japonskich naukowcoéw, rearanzacja genu
ALK wystepuje u okoto 3-13% pacjentow z NDRP we Wschodniej Azji.
Przektadajac te doniesienia na populacje $wiatowa rearanzacja ta wystepuje
u okoto 70 000 pacjentow ze zdiagnozowanym NDRP kazdego roku na §wiecie.

1.1. Budowa, funkcje bialtka ALK

Gen ALK odpowiedzialny jest za kodowanie receptora z aktywno$cia kinazy
tyrozynowej ALK, zwanego inaczej czasteczka CD 246, jest glikoproteing
o masie 220 kDa, nalezacy do rodziny receptoréw dla insuliny. Locus genu to
2p23.2. Gen sktada si¢ z 29 egzondéw. U ludzi w warunkach fizjologicznych po
urodzeniu ulega ekspresji jedynie w niektérych komorkach nerwowych
w mozgu, jadrach ale nie w limfocytach [1, 2]. Samo biatko sklada si¢ z 1620
aminokwasow 1 jego mase ocenia si¢ na 177 kDa. W procesie potranslacyjnej
modyfikacji ulega glikozylacji i produkowana jest dojrzata glikoproteina o masie
200 kDa. Produkt biatkowy genu w warunkach fizjologicznych odpowiada za
rozwdj ukltadu nerwowego poprzez wplyw na réznicowanie si¢ poszczegolnych
grup komorek [3]. Sekwencje aminokwasowe biatka ALK wskazuja, Ze jest to
receptor kinazy tyrozynowej. Sam receptor zawiera domeng przezblonowa oraz
domeng zewnatrzkomoérkowa. ALK wykazuje najwicksze podobienstwo
sekwencji do LTK (kinazy tyrozynowej leukocytéw oraz domene kinazy
cytoplazmatyczne;.

1.2. Patofizjologia

Gen ALK nalezy do protoonkogendéw. Wiasciwosci protoonkogenne sam gen
ALK moze naby¢ poprzez trzy procesy patologiczne: tworzac gen fuzyjny
z dowolnym innym genem, poprzez powstanie dodatkowych kopii genu oraz
mutacji DNA genu. Udowodniono rolg CD 246 w powstawaniu anaplastycznego
chloniaka z duzych komorek(ALCLs). Zmutowana forma genu powstaje przez
translokacje chromosoméw 2 i1 5. Taki zwigzek wystepuje w okoto 60%
anaplastycznego chtoniaka z duzych komorek (ALCLs). Najczesciej wystepuje
(ok. 84% przypadkow) translokacja t(2;5)(p23;q35), prowadzaca do fuzji genu
nukleofozminy na chromosomie 5 z genem ALK na chromosomie 2. Podczas
takiej translokacji tworzy si¢ gen fuzyjny skladajacy si¢ z genu ALK (kinazy
chloniaka anaplastycznego) i genu nukleofozminy (NPM). Cze$¢ 3' genu ALK,
pochodzacego z chromosomu 2 taczy si¢ z czeScia 5' genu NPM z chromosomu
5, ktory koduje domene katalityczng. Produkt genu fuzyjnego NPM-ALK jest
onkogenny. Moga tez powsta¢ inne geny fuzyjne. U mniejszej czesci
pacjentow z ALCLs, cze$¢ 3' ALK jest polaczona z koncem 5' sekwencji TPM3
genu, kodujacego tropomiozyne. Translokacja chromosoméw z udziatem ALK
1 NPM powoduje wystapienie w cytoplazmie biatka fuzyjnego, ktory wystepuje
w postaci dimeru. Domena kinazy NPM—-ALK jest konstytutywnie aktywna
(caly czas) i bierze udziat w transformacji komoérkowe;j. Jesli wystepuje mutacja
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to choroba rézni si¢ czeSciowo obrazem histologicznym oraz immuno-
fenotypem.

Gen ALK moze taczy¢ si¢ takze z genem EML4 (echinoderm microtubule—
associated protein — like 4). Nowo powstaty fuzyjny onkogen EML4 — ALK
determinuje niekontrolowang produkcje biatka ALK — kinazy tyrozynowej,
w konsekwencji powodujac szybki wzrost nowotworu. Fuzyjny onkogen
EML4 — ALK jest odpowiedzialny za okoto 3-5% niedrobnokomoérkowego
raka pluc (NSCLC) [4]. Zdecydowana wigkszo§¢ przypadkow takiego
nowotworu to histologiczny typ gruczolakorak [5, 6]. Rak phluc, zwigzany
z mutacja w genie ALK mozne wystapi¢ u pacjentow w kazdym wieku, ale
$redni wiek pacjentow jest nieco nizszy niz w ogdlnej populacji pacjentow
z rakiem pluca. Nowotwory ALK pluc sa czgstsze u oséb niepalacych lub
tzw. ,,former light smokers”, ale znaczna liczba pacjentdw z mutacja jest obecna
u obecnych lub bytych palaczy papierosow [7].

Translokacje ALK znajduja si¢ w roéznych nowotworach. W domenie
zewnatrzkomorkowej, ludzkie i mysie sekwencje ALK w 88% wykazuja
identyczno$¢ sekwencji aminokwasow. W rzadkich przypadkach, czg§¢ 3’ genu
ALK moze si¢ potaczy¢ z innym genami, takimi jak TFG, ATIC, CLTCI,
TPM4, MSN, ALO17, MYH9 [8, 9]. Ponadto scharakteryzowano wiele innych
mutacji genetycznych dotyczacych genu ALK i innych gendéw z chromosoméw
1, 2, 3, 17, 19, 22 i X, z ktorych najczestsze to translokacja t(1;2)(q25;p23)
dotyczaca genu TPM3 na chromosomie 1 (ok. 13% przypadkow) czy inwersja
Inv(2)(p23q35), w ktdrej zaangazowany jest gen ATIC (ok. 1% przypadkow).
Powyzsze aberracje chromosomowe prowadza do ekspresji i konstytutywnej
aktywnos$ci onkogennej kinazy tyrozynowej w komorkach chloniaka. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze nie stwierdzono istotnych roznic w przebiegu choroby
w zalezno§ci od rodzaju stwierdzanej aberracji. Udowodniono tez role
zmutowanego genu ALK w innych typach nowotworéw np. w rozlanym
chloniaku z duzych komérek B (DLBCL, diffuse large B—cell lymphoma; brak
wtedy ekspresji CD30) czy w nowotworach niehematologicznych, np. migsaku
prazkowanokomoérkowym, w nowotworze jelita grubego, raka piersi oraz
przelyku [10, 11, 12, 13].

2. Diagnostyka i leczenie

Kluczowym etapem w procesie diagnostyki jest identyfikacja miejsca
irodzaju rearanzacji genu ALK, poniewaz na tej podstawie pacjenci sa
kwalifikowani do odpowiedniego typu leczenia chemioterapeutycznego—
klasycznej cytotoksycznej chemioterapii lub zastosowania nowoczesnej terapii
celowanej. Przez ostatnie 15 lat od identyfikacji rearanzacji gemu ALK
wykorzystywano wiele technik diagnostycznych rézniacych si¢ czulo$cia
1 specyficzno$cig. Standardowym testem stosowanym do wykrywania fuzyjnego
genu w probkach nowotworow jest fluorescencyjna hybrydyzacji in situ (FISH),
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ale takze inne techniki, takie jak badanie immunohistochemiczne (IHC) i PCR
z odwrotna transkryptaza (RT-PCR) moga by¢ rowniez stosowane do
wykrywania mutacji w diagnostyce nowotwordw phuc.

2.1. Fluoroscencyjna hybrydyzacja in situ

Metoda fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ oznacza si¢ najwicksza
czuloscig detekeji rearanzacji genu ALK. Metoda FISH, uwazana obecnie jest za
,Ztoty standard” w diagnostyce pacjentow z NDRP. Duza zaleta techniki FISH
jest mozliwo$§¢ wykorzystania komercyjnych zestawow uzywanych do
diagnostyki rearanzacji ALK u pacjentow ALCLs (Anaplastic large—cell
lymphoma) 1 u pacjentow z niedrobnokomérkowym rakiem phuca.
W diagnostyce wykorzystuje si¢ technike FISH z uzyciem tzw. ,break—apart
probe” (Vysis LSI ALK (2p23) Dual Color, Break Apart Rearrangament Probe;
Abbott Molecular). Break—apart FISH polega na flankowaniu (znakowaniu)
koncéw fragmentow 3° 1 5° genu ALK na kolor zielony oraz czerwony.
W normalnych warunkach (komoérce bez mutacji) sondy znajduja si¢ blisko
siebie 1 emitowany jest posredni sygnal czyli zotty sygnal. W przypadku
rearanzacji ALK dochodzi do rozdzielenia fragmentéw koncowych genu
(transkolacji konca 5°) 1 w zwigzku z tym przylaczone do produktu
zmutowanego genu sondy oddalaja si¢ od siebie, emituja zielony i czerwony
sygnal. Probe uwaza si¢ za pozytywna, jeSli dochodzi do fluorescencji
czerwonej lub czerwonej i zielonej w wigcej niz 15% komorek nowotworowych
w preparacie histopatologicznym. W kazdym innym przypadku probe uznaje sie
za negatywna. Mimo wielu zalet technika FISH posiada pewne ograniczenia. Po
pierwsze sygnal charakterystyczny dla obecnosci genu fuzyjnego moze byc¢
bardzo subtelny, na skutek utraty i inwersji jedynie matej ilo§ci materiatu
genetycznego na chromosomie 2. Po drugie sonda przylaczana do konca 5’
sporadycznie moze nie ulega¢ hybrydyzacji, prawdopodobnie z powodu utraty
locus. Po trzecie znacznym utrudnieniem jest uzyskanie odpowiedniego
jakosciowo materiatu do analizy, jes$li material tkankowy zostat utrwalony za
pomoca formaliny (FFPE).

Sposrod aktualnie uzywanych metod w diagnostyce rearanzacji genu ALK,
jedynie technika FISH zostata zatwierdzona przez FDA (Food and Drug
Administration) jako kryterium do kwalifikacji leczenia celowanego, z uzyciem
crizotinibu.

2.2. Badanie IHC — immunohistochemiczne

Badanie immunohistochemiczne jest kolejna technika diagnostyczna
uzywang w celu wykrycia rearanzacji genu ALK u pacjentéw
z niedrobnokomérkowym rakiem pluca. Badanie to polega na wuzyciu
znakowanych fluorochromem przeciwcial, specyficznych w stosunku do
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poszukiwanego antygenu (biatkowe produkty genu po rearanzacji). Nowe
skriningowe metody IHC pozwalaja na ocen¢ bardzo matlej ilo§ci materiatu.

O ile w anaplastycznym chtoniaku wielkokomérkowym stezenie produktow
biatkowych rearanzacji ALK jest wysokie i nie stwarza probleméw
diagnostycznych, o tyle w przypadku ALK pozytywnego gruczolakoraka ptuc
niskie stgzenia tych produktéw wymagaja uzycia nowoczesnych, wysoce
czulych przeciwcial. Poprawe czuto$ci testow umozliwito zastosowanie techniki
TSA (Tyramide Signal Amplification). Umozliwia ona zastosowanie mniej
swoistych przeciwcial przez wzmocnienie fluorescencji. Metody te
wykorzystywane sa do badania materialow pobranych w czasie operacji oraz
tkanek uzyskanych =z przezoskrzelowej aspiracyjnej biopsji iglowe;j
(transbronchial needle aspiration TBNA). Badanie IHC jest metoda tatwiejsza
oraz mniej ekspansywna, ktora moze by¢ wykonywana jako badanie
preskriningowe przed zastosowaniem metody FISH. Badanie IHC wykonuje si¢
na skrawkach o grubosci 4pm, ktore poddaje si¢ deparafinizacji, a nastepnie
inkubuje z przeciwciatami monoklonalnymi ALK. Do oceny wynikow stosuje
si¢ punktacje IHC (IHC score) wedlug nastepujacych kryteridéw: 3+ intensywne,
ziarniste zabarwienie cytoplazmy, 2+ $rednie, jednolite zabarwienie cytoplazmy,
1+ stabe zabarwienie cytoplazmy w > 10% komorek, oraz 0 brak zabarwienia.
Mimo cigglego udoskonalania metody IHC, to technika FISH pozostaje ciagle
ztotym standardem w diagnostyce rearanzacji genu ALK raka gruczotowego
pluc. Metoda ta umozliwia identyfikacje ekspresji  biatka ALK czgsto
niewykrywalnej za pomoca konwencjonalnej metody IHC.

2.3. Reakcja lancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcja
(RT-PCR)

PCR z odwrotng transkrypcja jest jedna z metod wykorzystywanych do
identyfikacji rearanzacji genu ALK. Jest to szybka metoda diagnostyczna, a jej
kolejng zaleta jest bardzo wysoka czuto$¢ identyfikacji mutacji, obecno$¢
jakichkolwiek produktow amplifikacji powoduje detekcje rearanzacji genu
ALK. Jednak, aby skutecznie zastosowaé te technike nalezy spetni¢ kilka
warunkow. Po pierwsze do reakcji RT-PCR musi by¢ wprowadzone wiele
primeréw. Po drugie wickszo$¢ materiatow biopsyjnych pobieranych od
pacjentow jest przechowywanych i utrwalonych w formalinie FFPE (formalin—
fixed paraffin embedded), co wiaze si¢ z duzym stopniem degradacji mRNA
wyekstrahowanego z tkanki, a to uniemozliwia uzyskanie odpowiedniego cDNA
w reakcji z zastosowaniem odwrotnej transkryptazy. Moga si¢ z tym wigzad
falszywie ujemne wyniki reakcji RT— PCR. Najlepszag metoda do uzyskania
materialow do przeprowadzenia reakcji jest uzycie tkanek $wiezych lub
mrozonych. Po trzecie istnieja doniesienia o uzyskaniu falszywie dodatnich
wynikach na tkankach uzyskanych zaro6wno ze zmiany nowotworowej jak
1 zdrowych organow, w przypadku nieobecnosci rearanzacji genu ALK.

10
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2.4. Terapia celowana jako metoda leczenia u pacjentow z mutacja
genu ALK

W terapii celowanej raka pluca w pacjentéw ze stwierdzona mutacja w genie
ALK stosowany jest inhibitor bialka czyli Xalkori (crizotinib). Preparat ten
zostat wyprodukowany przez firm¢ Pfizer a potem zatwierdzony przez FDA
(Federacje Lekow Standow Zjednoczonych) do leczenia raka pluc poéznym
stadium zaawansowania choroby dnia 26 sierpnia 2011 roku [14]. Wczesne
wyniki wstepnej fazy probnej z 82 chorych na raka ptuc wywolanego ALK
wykazalo catkowita odpowiedz 57%, wskaznik kontroli choroby po
8 tygodniach 87% i przezycia bez progresji po 6 miesigcach 72%.

3. Podsumowanie

Rak phuca jest nowotworem o bardzo powaznym rokowaniu. Ogolne
rokowanie 5-letniego przezycia wynosi jedynie 15%. W wielu przypadkach
przebieg choroby nowotworowej bardzo dtugo jest bezobjawowy i dlatego tak
trudno postawi¢ rozpoznanie we wczesnym etapie choroby. Z tego powodu tak
wazne jest zwracanie uwagi na systematyczng kontrole u osob szczegdlnie
predysponowanych i z grup ryzyka. Objawy raka plic moga wynikac¢
Z miejscowego rozrostu guza, przerzutdow w obrebie klatki piersiowej a takze
manifestowaé¢  si¢  pod  postacia  zespolow  paraneoplastycznych.
Do niepokojacych objawow naleza: krwioplucie, spadek masy ciala, dusznosé¢
oraz kaszel. Nowa nadzieja pacjentdw z niedrobnokomérkowym rakiem ptuc
jest zastosowanie terapii celowanej, ukierunkowanej indywidualnie do pacjenta,
skierowanej przeciwko konkretnym onkogenom. Aby moc zastosowaé
u pacjenta terapi¢ celowana nalezy znalez¢ mutacje w procesie diagnostycznym.

Nie ma ustalonej standardowej metody diagnostyki. Jednak pacjent,
zglaszajacy si¢ z rozpoznanym histologicznym typem gruczolakoraka ptuc,
powinien mie¢ oznaczony w pierwszej kolejnosci genotyp w kierunku obecnosci
mutacji EGFR, jako ze wystepuje ona cze$ciej niz rearanzacja genu ALK, bo
w okoto 24% wérdd pacjentow z NDRP [15,16,17]. W przypadku nieobecno$ci
mutacji EGFR, materiat pobrany od pacjenta powinien by¢ przebadany w celu
wykazania rearanzacji ALK metoda THC. W wypadku, gdy wynik bedzie
pozytywny, obecno$¢ mutacji ALK powinna zosta¢ potwierdzona metoda FISH
uwazang za zloty standard. Jedynie uzycie metody z ,,the Vysis Break Apart
FISH Probe Kit” zostalo uznane przez FDA jak metoda zalecana do identyfikacji
rearanzacji ALK. Dzieki tej metodzie mozna wykryé wszystkie warianty
rearanzacji ALK. Mimo, wielu zalet techniki FISH posiada ona pewne
ograniczenia takie jak: cena, posiadanie odpowiedniego sprzgtu i umiejetnosci
do jego obstugi, a takze ograniczonej powtarzalno$ci tej metody. RT-PCR moze
by¢ uzyta gdy ilo$¢ materiatu jest naprawde ograniczona, jednakze nie jest ona
w stanie wykry¢ jeszcze nie znanych dotad non—-EML4 wariantow rearanzacji.
Dodatkowym minusem jest konieczno$¢ wysokiej jakosci probki tkanki do
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przeprowadzenia reakcji RT-PCR, gdyz mRNA tatwo ulega destrukcji
w nieodpowiednio przechowywanych materiatach. IHC natomiast ma
stosunkowo niski koszt, a specyficznos¢ i czuto$¢ badania jest bardzo wysoka
dzieki zastosowaniu nowoczesnych przeciwcial. Tak przeprowadzona
diagnostyka jest podstawa do zakwalifikowania pacjenta do leczenia
z zastosowaniem inhibitora kinazy tyrozynowej ALK. Inhibitory kinazy
tyrozynowej sa obecnie najwicksza nadzieja medycyny w walce z rakiem phuc.
Jak do tej pory nie ma doniesien o wyleczeniu pacjenta z NDRP
zZ wystepujacymi przerzutami, jednakze w dalszym ciggu trwaja dlugo
terminowe terapie. Okoto 30% pacjentéw nie odpowiada na leczenie, natomiast
u pozostatych w wigkszosci dochodzi do rozwoju opornosci w przeciagu
jednego roku od rozpoczgcia terapii. W okoto 25-30% przypadkéw dochodzi do
rozwoju wtoérnych mutacji, z rGwnoczesnym pojawieniem si¢ onkogenow do tej
pory niewystepujacych takich jak EGFR oraz KRAS. Niezwykle wazna jest
$cista wspotpraca patomorfologa i onkologa. W celu zapobiegania szerzenia si¢
opornos$ci na crizotinib w badaniach klinicznych poszukiwane i opracowywane
sa nowe, bardziej specyficzne inhibitory ALK.
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Rearanzacja genu ALK — znaczenie i diagnostyka w niedrobnokomérkowym
raku pluc (NDRP)

Streszczenie

U czgsci pacjentow z rozpoznanym niedrobnokomoérkowych rakiem pluc (non—small—cell lung
carcinoma NSCL) dochodzi do fuzji genow ALK (anaplastic lymphoma kinase) i EML4
(echinoderm microtubule— associated protein—like4). Nowo powstaly fuzyjny onkogen EMLA—
ALK determinuje niekontrolowang produkcje biatka ALK — kinazy tyrozynowej, w konsekwencji
powodujac szybki wzrost nowotworu. Nowoczesne techniki genetyki molekularnej oparte na
metodzie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) umozliwiaja identyfikacje rearanzacji genu
ALK i kwalifikacje chorego do zastosowania terapii celowanej. Praca przedstawia zaleznoS$ci
pomigdzy obecno$cia zmutowanego genu ALK, a mozliwoscig zastosowania inhibitoréw kinaz
tyrozynowych w terapii NSCL.

Stowa Kluczowe: gen ALK, FISH, RT-PCR, IHC, terapia celowana

ALK gene rearrangements — importance and diagnosis in non—small cell
lung carcinoma (NSCL)

Abstract

A group of patients with non—small cell lung cancer have the fusion of ALK gene and EML4 gene.
New fusion oncogene EMLA-ALK determines the uncontrolled production of ALK protein —
tyrosine kinase, resulting in the fast growth of the tumor. Modern molecular genetic techniques
based on fluorescence in situ hybridization (FISH) allowes to identify ALK gene rearrangement
and qualify patient to use the targeted therapy. This article present relationship between the
presence of the ALK gene mutation and the possibility of using the tyrosine kinase inhibitors in
NSCL therapy.

Keywords: ALK gene, FISH, RT-PCR, IHC, targeted therapy
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Rola i regulacje prawne zwiazane z fortyfikacja folianami

1. Foliany

Kwas foliowy (kwas pteroiloglutaminowy), zwany takze witaming B9,
odgrywa kluczowa role w podziatach komorkowych. Kwas foliowy nie jest
wytwarzany przez ludzki organizm dlatego musi by¢é przyjmowany wraz
z pokarmem lub w postaci suplementow zywnosciowych. Najwiecej foliandw
jest w warzywach zielonolistnych (szpinak, kapusta, salata, brokuty), drozdzach
piwnych, soku z pomaranczy, fasoli, cykorii, groszku, szparagach, rzepie,
soczewicy, ryzu, soi, kielkach pszenicy. Foliany sa wrazliwe na gotowanie.
Chroni je natomiast dodatek kwasu askorbinowego, czyli witaminy C.

Kwas foliowy zawarty w pokarmach jest wchtaniany gtéwnie w gdrnej czesci
jelita cienkiego i1 dwunastnicy. Dochodzi tam do odszczepienia od jego
czasteczki reszt kwasu glutaminowego, az do formy monoglutaminowej oraz
utworzeniu na powierzchni komorek rabka szczoteczkowego jelita kwasu
metylotetrahydrofoliowego, ktory ulega wchtonieciu. Cze$¢ kwasu foliowego
jest zmagazynowana w watrobie 1 ten zapas wystarcza na 3-4 miesigce.
Natomiast z watroby jest wydalany do zo6lci i ponownie wchianiany w jelicie
cienkim. Nadmiar kwasu foliowego jest wydalany z moczem. Nawet dieta
bogata w t¢ witaming, w polaczeniu z suplementacja w standardowej dawce, nie
spowoduje przekroczenia jej bezpiecznego poziomu. Nie jest znana toksyczna
dawka kwasu foliowego. Natomiast niewskazane jest (poza zaleceniem lekarza
w konkretnym przypadku) przekraczanie 1,5 mg syntetycznego kwasu
foliowego. Zbyt duze dawki kwasu foliowego moga powodowac utratg apetytu,
nudnosci i wzdgcia. U niektorych osob moga tworzy¢ si¢ szkodliwe krysztaty
folacyny w moczu oraz moga wystapi¢ alergiczne odczyny skorne. Kwas
foliowy moze przystoni¢ ujawnienie si¢ objawoéw niedokrwisto$ci ztosliwe;.

2. Pozytywna rola folianow dla organizmu ludzkiego

Kwas foliowy jest niezbgedny do zapewnienia prawidlowej reakcji syntezy
nukleotydow. Niedobor czy catkowity brak tej witaminy bezposrednio prowadzi
do zahamowania syntezy kwaséw nukleinowych, czego wyrazem jest
nieprawidlowe tworzenie 1 dojrzewanie wszystkich komoérek w ustroju,

! zgkumlub@wp.pl, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, | Wydziat Lekarski z Oddziatem
Stomatologicznym, Zaktad Genetyki Klinicznej, Studenckie Koto Naukowe Genetyki Medyczne;j
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a zwlaszcza krwinek czerwonych — niedokrwisto§¢ megaloblastyczna
zniedoboru kwasu foliowego. Ponadto, niedobér kwasu foliowego prowadzi do
zaburzenia reakcji transmetylacji, w wyniku ktérej powstaje metionina, oraz do
zaburzenia kluczowej reakcji katabolizmu kwaséw tluszczowych, tj. przemiany
metymalonylo-CoA w  bursztynylo-CoA. Brak metioniny 1 zaburzenia
w katabolizmie kwaséw thuszczowych prowadza do powaznych uszkodzen uktadu
nerwowego np. wady cewy nerwowej. Niedobdr kwasu foliowego ujawnia sie
stosunkowo szybko, bo juz w 15 tygodniu we krwi pojawiaja si¢ makrocyty, czyli
powiekszone krwinki czerwone.

Kwas foliowy ma takze wptyw na plodno$¢, zarowno kobiet jak i mezczyzn.
W przypadku kobiet odgrywa on role w dojrzewaniu oocytéw, zagniezdzaniu si¢
zygoty oraz wyksztatcaniu fozyska. U mezczyzn natomiast kwas foliowy wpltywa na
proces spermatogenezy czyli produkcji plemnikow. W wielu jednak przypadkach
dochodzi do wad rozwojowych dziecka jeszcze zanim przyszia mama u§wiadomi
sobie, ze jest w cigzy. Kwas foliowy jest konieczny przy syntezie DNA, co ma
znaczenie przy szybkim wzroscie komorek tworzagcym nowe tkanki i organy we
wczesnym okresie cigzy. Najczesciej wymieniang wadg plodu spowodowana
niedoborem kwasu foliowego jest wada cewki nerwowej prowadzaca do
uposledzenia rozwoju kregostupa, mézgu i czaszki a zwlaszcza do rozszczepu
kregostupa czy tez bezmdzgowia. Suplementacje kwasem foliowym uwaza si¢ za
skuteczng takze w zapobieganiu rozdwojeniu podniebienia, wadom serca, konczyn
oraz przewodow moczowych. Uwaza si¢ takze, ze przyjmowanie tej witaminy
pomaga zapobiec zaburzeniom wzrostu ptodu i zmniejsza ryzyko urodzenia dziecka
z niedowaga. Kwas foliowy wptywa réwniez na uklad nerwowy. Wiadomo iz
podawanie kwasu foliowego stymuluje receptory serotoniny oraz noradrenaliny
w moézgu. Dzigki temu dziata jako antydepresant. Kwas foliowy stosowany jako
srodek leczacy depresje bylby doskonatym specyfikiem dla kobiet w ciazy, ktore nie
mogg przyjmowac innych antydepresantow. Takie podejscie terapeutyczne wymaga
jeszcze weryfikacji. Foliany dzialaja takze protekcyjnie w kierunku nowotwordw
np. raka jelita grubego [1, 2]. Oprdcz znanego wpltywu foliandw na uktad nerwowy,
suplementacja zwiagzkiem okazuje si¢ by¢ takze waznym czynnikiem
zapobiegawczym w rozwoju wad serca— noworodki, ktorych matki przyjmowaty
kwas foliowy w cigzy miaty mniej wad wrodzonych serca. Wedlug Polskiego
Towarzystwa Ginekologicznego kwas foliowy nalezy przyjmowac’ do konca
drugiego trymestru cigZy, mimo ze po uptywie pierwszego trymestru nie zapobiega
on Juz oczyW1s01e wadom cewy nerwowe;j. Popraw1a jednak wchianianie zelaza
izmniejsza ryzyko nadci$nienia indukowanego cigza. Przyjmowanie kwasu
foliowego w dawce od 400 do 800 pg dziennie zalecane jest kobietom
w pierwszych tygodniach cigzy [3]. Szacuje si¢, ze jego przyjmowanie w cigzy
redukuje ryzyko defektow w rozwoju cewy nerwowej zarodka o 50% [4].

W wielu krajach zaleca si¢ kobietom w wieku 1545 lat przyjmowanie 400 pg
kwasu foliowego jako standardowy element codziennej diety. Nie jest to szczegdlnie
kiopotliwe gdyz, ze wzgledu na regulacje prawne (np. w USA) lub w trosce
o wysoka jako$¢ produktéw wielu producentéw zywno$ci dodaje kwasu foliowego
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do swoich wyroboéw. Mozna go znalez¢ w wielu ptatkach zbozowych, makaronach,
pieczywie 1 wielu innych.

3. Sposoby zwiekszenia spozycia folianow w Zywnosci

Dziatajaca na terenie Unii Europejskiej fundacja Folate FuncHealth [5],
zajmujaca si¢ sposobami zwickszenia zawarto$ci naturalnych folianéw
w zywnosci, zaleca:

o zwickszy¢ stezenie folianow przez zastosowanie szczepdw drozdzy
bogatych w foliany, uzywanych w procesie produkcyjnym artykutow
spozywczych fermentowanych, takich jak chleb, piwo, wino,

o whasciwy dobdr szczepow bakterii kwasu mlekowego w wytwarzaniu
fermentowanych produktow mlecznych, takich jak sery, jogurty,

e uzycie bogatych w foliany odmian owocow i warzyw oraz stosowanie
metod technologii produkcji minimalizujacych straty foliandw, przy
produkcji zywnosci przetworzonej np. koncentraty zup, soki owocowe,

o zwickszy¢ zawarto$¢ foliandéw w mace stosujac metody mielenia calego
ziarna wraz z otrebami, ktdre sa bogatym zrodtem naturalnych folianow [6].

4. Fortyfikacja

Ze wzgledu na stwierdzenie w badaniach populacyjnych, w tym takze
w Polsce [7], powszechnie wystepujacych niedoboréw folianow w diecie,
dyskusji poddawana jest kwestia wzbogacania zywnos$ci kwasem foliowym.

Zgodnie z definicja opracowana przez ekspertéw FAO/WHO wzbogacanie
zywnosci (fortyfikacja) to proces polegajacy na dodawanie kilku sktadnikéw
odzywczych do wybranych produktéw bez wzgledu na to, czy wystepuja one
w tym produkcie naturalnie czy nie. Najcze$ciej stosowana jest fortyfikacja
zywnos$ci sktadnikami mineralnymi, btonnikiem pokarmowym, NNKT. Celem
takich dziatan jest korygowanie lub zapobieganie niedoborom danego sktadnika
w calych populacjach lub grupach populacyjnych. Aby fortyfikacja byla
efektywna i przynosita oczekiwane efekty obejmowac powinna produkty tatwo
dostepne, spozywane czesto i w stalych ilosciach.

Jednym z pierwszych przykladéw wzbogacania zywno$ci byto jodowanie
soli stotowej (1922 r.). Stosunkowo wcze$nie wprowadzono tez w krajach
ponocnej potkuli wzbogacanie mieszanek dla dzieci oraz mleka i przetwordw
mlecznych witaming D jako profilaktyka krzywicy (mniejsza naturalna synteza
witaminy D zwiazana z mniejszym nastonecznieniem). W latach 30. XX wieku
w Danii w zwiagzku ze stwierdzeniem powszechnych niedoboréw witaminy A,
wprowadzono wzbogacanie tg witaming margaryn. Wigzalo si¢ to z szybkim
rozwojem produkcji margaryn na skale przemystowa i zwigzanym z tym
spadkiem spozycia masta (zrodta naturalnej witaminy A). Lata 40. XX wieku to
wzbogacanie maki w witaminy z grupy B i zelazo (Stany Zjednoczone, Wielka
Brytania).

17



Rola i regulacje prawne zwigzane z fortyfikacjq folianami

Od momentu odkrycia zwigzku pomigdzy niedoborem kwasu foliowego
1 wadami cewy nerwowej, wiele rzadéw panstw i organizacji na §wiecie wydato
zalecenia dotyczace suplementacji kwasu foliowego, szczegdlnie wsrod
mtodych kobiet w wieku rozrodczym. W wielu krajach uznane za celowe zostato
wzbogacanie maki pszennej w kwas foliowy [8]. Obecnie w ponad 60 krajach
fortyfikacja folianami jest obowigzkowa. Wiekszo$¢ krajow w Ameryce oraz na
Srodkowym-Wschodzie posiada specjalne programy fortyfikacji kwasem
foliowym [9].

Celem zwigkszenia spozycia tej witaminy oraz posrednio redukcji
powszechnie wystepujacej wady cewy nerwowej rzad amerykanski w 1998 r.
wprowadzit obligatoryjne wzbogacanie maki, makaronéw i innych produktéw
zbozowych w kwas foliowy w ilosci 140 pg/100 g produktu [10,11]. W Wielkiej
Brytanii natomiast na kazde 100 maki dodawane jest 0,24 mg kwasu foliowego
[12]. Obowigzkowa fortyfikacja kwasem foliowym wprowadzona zostata takze
w Kanadzie (1998 r.) oraz w Chile (2000 r.). W Zachodniej Australii procedura
fortyfikacji zostala wdrozona juz w 1995 r. ale jedynie na zasadzie
dobrowolnosci.

5. Regulacje prawne dotyczgace wzbogacania zywnoSci

Na obszarze Unii Europejskiej wzbogacanie zywno$ci regulowane jest
rozporzadzeniem nr 1925/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 20
grudnia 2006 r. w sprawie dodawania do Zzywno$ci witamin i skladnikéw
mineralnych oraz niektorych innych substancji [13] oraz rozporzadzeniem
Parlamentu Europejskiego i Rady 108/2008 z dnia 15 stycznia 2008 r.
zmieniajagcym powyzsze rozporzadzenie [14]. Regulacje te maja na celu
harmonizacje przepisow w poszczegdlnych Panstwach Czlonkowskich Unii
Europejskiej i dotycza w szczeg6lnosci wymagan, ograniczen i warunkow
dodawania do zywnosci witamin i skladnikéw mineralnych oraz niektorych
innych substancji.

W Polsce jak dotad wzbogacanie zywno$ci kwasem foliowym nie jest
obligatoryjne, a jedynie dobrowolne. Regulacje prawne dotyczace zasad
wzbogacania zywno$ci zawarte sa przede wszystkim w ustawie z dnia 25
sierpnia 2006 r. o bezpieczenstwie zywnoSci i zywienia [15]. Ustawa ta okresla
zywno$¢ bezpieczng m.in. jako taka, ktéra spelnia warunki dotyczace
stosowania substancji dodatkowych. Nie zawiera jednak konkretnych ilosci
substancji, ktére moga by¢ dodawane do zywnos$ci. Maksymalng ilo$¢ witamin
i sktadnikow mineralnych, ktére moga by¢ dodawane do zywnosci okresla
Rozporzadzenie Ministra Zdrowia dnia 16 wrze$nia 2010 r. w sprawie substancji
wzbogacajacych  dodawanych do zywno$ci [16]. Zgodnie =z tym
rozporzagdzeniem ze wzgledu na straty zachodzace podczas procesu
przygotowywania zywnosci, dopuszczalna maksymalna ilo§¢ folianow w 100 g
albo 100 ml, albo w jednej porcji, jezeli jest ona mniejsza niz 100 g albo 100 ml
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srodka spozywczego, wynosi nie wigcej niz 100 % zalecanego dziennego
spozycia.

W powyzszych aktach prawnych nie okre§lono poziomoéw zalecanego
dziennego spozycia, dlatego tez kwestie wzbogacania zywnoS$ci regulowane sa
dodatkowo w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia 16 wrze$nia 2010 r.
w sprawie S§rodkow spozywcezych specjalnego przeznaczenia zywieniowego
[17]. Rozporzadzenie to zawiera m.in. wykaz substancji chemicznych
nalezacych do kategorii substancji dodawanych w szczegoélnych celach
zywieniowych do $rodkow  spozywczych specjalnego przeznaczenia
zywieniowego, ktére mogg by¢ wykorzystane w produkcji tych $Srodkéw
spozywczych oraz warunki ich stosowania. Zgodnie z ustawowa definicja
srodkiem spozywczym specjalnego przeznaczenia zywieniowego jest Srodek
spozywcezy, ktory ze wzgledu na specjalny sklad lub sposob przygotowania
wyraznie rozni si¢ od S$rodkéw spozywczych powszechnie spozywanych
izgodnie z informacja zamieszczong na opakowaniu jest wprowadzany do
obrotu z przeznaczeniem do zaspokajania szczeg6lnych potrzeb zywieniowych
0s0b, ktérych procesy trawienia i metabolizmu sa zachwiane lub osob, ktore ze
wzgledu na specjalny stan fizjologiczny moga odnie$§¢ szczegodlne korzysci
z kontrolowanego spozycia okreSlonych substancji zawartych w zywno$ci — taki
srodek spozywczy moze by¢ okreSlany jako ,dietetyczny”, oraz zdrowych
niemowlat i matych dzieci w wieku od roku do 3 lat.

Zaréwno polskie jak i unijne regulacje prawne nie okreslaja dopuszczalnych
wahan pomiedzy wartoscig, ktora jest deklarowana na etykietach produktow,
a rzeczywista zawarto$cia skltadnikéw odzywczych dodawanych do zywnosci.
Takie regulacje wymagalyby uwzglednienia réznorodnosci produktow, ktora
wynika z charakteru surowcow, strat witamin podczas proceséw produkcji oraz
przechowywania, a takze r6znej stabilnoSci dodawanych skladnikéw
odzywczych. Majac na uwadze wymienione aspekty producenci zywno$ci,
chcac unikna¢ sytuacji, w ktorej warto$¢ rzeczywista bylaby nizsza od wartos$ci
deklarowanej, zwlaszcza pod koniec procesu przechowywania czegsto stosuja
wysokie tzw. naddatki technologiczne. Dobra praktyka przyjmuje, aby wartos§¢
naddatkow technologicznych nie przekraczata 20%, chyba ze dodawany
sktadnik jest stosunkowo labilny [18].

Szczegbtowe wymagania w zakresie sktadu suplementéw diety okre$lone
zostaty w rozporzadzeniu Ministra Zdrowia z dnia 9 pazdziernika 2007 r.
w sprawie skladu oraz oznakowania suplementow diety [19]. Zgodnie
z zalagcznikiem nr 1 w procesie produkcji suplementow diety moga by¢
stosowane witaminy: A, D, E, K, tiamina, ryboflawina, niacyna, kwas
pantotenowy, witamina B6, B12, kwas foliowy, biotyna, witamina C, a takze
sktadniki mineralne: wapn, magnez, zelazo, miedz, jod, cynk, mangan, sod,
potas, selen, chrom, molibden, fluorki, chlorki, fosfor, bor i krzem.
Rozporzadzenie okresla rowniez dozwolone formy chemiczne wymienionych
witamin i sktadnikéw mineralnych (zat. nr 2)oraz zalecane dzienne spozycie
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witamin i sktadnikéw mineralnych (zat. nr 3). Ponadto, jak wynika z § 4 poziom
witamin i skladnikéw mineralnych w zalecanej przez producenta dziennej porcji
spozywanego suplementu diety powinien uwzglednia¢: goérne bezpieczne
poziomy witamin i skladnikow mineralnych ustalone na podstawie naukowe;j
oceny ryzyka, w oparciu o ogdlnie akceptowane dane naukowe, uwzgledniajac
zmienne stopnie wrazliwo$ci roznych grup konsumentow, spozycie witamin
i sktadnikow mineralnych wynikajace z innych zrodet diety oraz zalecane
spozycie witamin i skladnikow mineralnych dla populacji.

6. Polska — dzialania na rzecz fortyfikacji folianami

W odpowiedzi na apel polskich naukowcow, wyrazony w tzw. Stanowisku
Grupy Ekspertow w sprawie wzbogacania maki kwasem foliowym z 9 lutego
2005 roku, a takze w $lad za do$wiadczeniami Amerykanow, firma Polskie
Miyny SA zawarla porozumienie o wspolpracy z Polskim Towarzystwem Badan
Nad Miazdzyca (PTBNM), ktérego gldéwnym celem jest wspolne dzialanie na
rzecz zdrowia publicznego. Konsekwencja porozumienia jest m.in. projekt
dotyczacy produkcji maki fortyfikowanej kwasem foliowym.

Technika wzbogacania maki w witaminy, w tym w kwas foliowy, jest
stosunkowo prosta, trzeba tylko dysponowac¢ odpowiednia mieszaning. Warto
rowniez podkresli¢, ze koszt takiej mieszaniny jest bardzo niski, gdyz wynosi
niecaly 1 grosz na 1 kg maki.

Wedhug badan Sicinskiej i Pelc [24] obecnie na polskim rynku obecnych jest
ponad 160 produktow wzbogacanych kwasem foliowym. Wsrdd najliczniejszych sa
produkty zbozowe (maki pszenne, ptatki $niadaniowe) oraz soki, napoje
i stodycze. By jednak wzbogacanie produktéw zywno$ciowych miato wymierny
skutek, powinno by¢ prowadzone na skale ogélnokrajows.

7. Efektywnos¢ fortyfikacji folianami

Nauka potwierdza wysoka efektywnos¢ fortyfikacji kwasem foliowym.
Zgodnie z badaniami Honein i in. wprowadzenie w Stanach Zjednoczonych
obowigzku fortyfikacji kwasem foliowym przyczynitlo si¢ do redukcji
wystgpowania wad cewy nerwowej o okoto 19 % [20]. Podobne prawidtowos$ci
zauwazyli Kim oraz Hertrampf, ktérzy zwracaja uwage na znaczy wzrost
stezenia kwasu foliowego, a jednocze$nie spadek stezenia homocysteiny we
krwi w takich krajach jak Stany Zjednoczony, Kanada i Chile. W wymienionych
krajach oraz w Zachodniej Australii zaobserwowano 15-20% spadek
wystepowania WCN [22, 22]. W wymienionych krajach zaobserwowano nie
tylko zmniejszenie przypadkéw narodzin dzieci z wadami cewy nerwowej ale
rowniez obnizenie liczby przypadkéw niedokrwiennego udaru mézgu u osob
starszych [23].
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Streszczenie

Kwas foliowy nalezy do witamin z grupy B. Problem spozycia odpowiedniej ilosci folianéw
nalezy do czotowych zagadnien Zywienia, poniewaz jego niedoboér to jedna z czgstszych
awitaminoz. Odpowiednia podaz ma znaczenie profilaktyczne w powstawaniu wad cewy
nerwowej u ptodow, chordb uktadu sercowo — naczyniowego, anemii, choréb nowotworowych
oraz zaburzen neurologicznych. W pracy przedstawiono zalecenia dotyczace fortyfikacji folianéw
oraz obowigzujace regulacje prawne.

Stowa Kluczowe: foliany, kwas foliowy, fortyfikacja, prawo
The role and legal regulations of folate fortification

Abstract

Folic acid belongs to B group vitamins. Problem of adequate intake of foliate is one of the most
leading issues of nutrition, because its deficit is one of the more frequent avitaminosis. Adequate
supply is important in prevention of neural tube defects in developing embryos, cardiovascular
problems, anaemia, cancer and neurological disorders. This thesis presents recommendations for
folate fortification and discusses legal regulations.

Key words: falate, folic acid, fortification, legal regulations
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Stosowanie substancji psychotropowych: spoleczno —
kulturowe i psycho — medyczne uwarunkowania

1. Wprowadzenie

Substancje psychotropowe od wiekow wykorzystywane byly w medycynie
ludowej. Ich zdolno$¢ wplywania na nastrdj i postrzeganie oraz walory lecznicze
coraz czesciej probuje si¢ wykorzysta¢ réwniez we wspoltczesnej medycynie.

Aktualnie, w dyskusji dotyczacej wptywu substancji psychotropowych na
uktad nerwowy, podnosi si¢ coraz czesciej watek ich niewtasciwego stosowania
oraz mozliwy destrukcyjny wptyw na konsumenta. Podkresla si¢ szczegolnie
negatywne, psychiczne i spoteczne konsekwencje stosowania substancji
psychotropowych.

2. Substancje psychomodulujgce — zarys historyczny

Substancje wplywajace na nastrdj oraz procesy myslowe znane byly juz
w czasach neolitu. Surowce o wilasciwosciach psychotropowych byly bardzo
cenione a nierzadko réwniez przypisywano im ,boskie” wlasciwosci.
Podstawowa rola uzywanych surowcéw psychoaktywnych, bylo ich
wykorzystanie w celach kultowych oraz leczniczych [1,2,9]. Jak wskazuja
zrodla, najwcze$niej uzywang substancja psychotropowa byt wywar
z muchomora czerwonego Amanita muscaria, stosowany juz okoto 10 000 lat
temu [1].Substancja psychotropowa znana od okoto 6 000 lat jest opium, ktérego
gtéwnym skladnikiem warunkujacym dziatanie psychotropowe jest morfina
(opium to stezate mleczko niedojrzaltych makéwek maku Papaver
somniferum) [9]. Znano zaréwno jego dziatanie psychotropowe i zdolno$é
wprowadzania w stan euforii, jak rowniez doskonaly efekt analgezyjny [2,9].

Duza popularnoscia, wynikajaca miedzy innymi z szerokiego zasiggu
geograficznego wystepowania rosliny, cieszyly si¢ preparaty z konopi siewnych
Cannabis sativa [9]. W Chinach i Azji Srodkowej otrzymywany z konopi
haszysz znany byl juz 5000 lat temu, potem pojawit si¢ w Indiach [9]. Konopie
ceniono nie tylko jako zrédlo haszyszu 1 marihuany, lecz rowniez ze wzgledu na
ich doskonate wtasciwosci budulcowe [9].
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Bielun dzigdzierzawy Datura stramonium, ktéry zawiera skopolamine,
atroping i1 hyoscyamineg jest przykladem surowca halucynogennego, silnie
trujgcego 1 nieprzyjemnego w dziataniu [9]. Stosowany bywal wylacznie
w celach leczniczych i rytualnych [2].

Z psychotropowych substancji warto wymieni¢ roéwniez ibogaine,
otrzymywang z korzenia afrykanskiej ro§liny Tabernanthe iboga. W latach
60- tych ibogaina znalazta zastosowanie do produkcji ptynow tonizujacych [9].
Byla tez uzywana przez sportowcéw jako Srodek dopingujacy [1]. Dzi§ za$
substancja ta przezywa swoj renesans, ze wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystania
jej w terapii uzaleznien. W roku 1995 Lotsof opatentowat w USA ibogaine jako
uniwersalny $rodek przeciw uzaleznieniom [3]. Niestety prowadzone nad
ibogaing  badania  kliniczne  wykazaly jej  potencjalne  dziatanie
neurotoksyczne [3].

Kokaina to alkaloid wystepujacy w liSciach krzewu koka Erythroxylum coca.
Do dzi§ dnia wykorzystywane sa doskonale wlasciwosci kokainy takie jak:
usuwanie objawdéw zmeczenia czy glodu, jak rowniez zwickszania
wytrzymatosci organizmu na zte warunki srodowiska [9].

W roku 1884 Carl Koller, zastosowat kokaing po raz pierwszy, jako $rodek
znieczulajacy przy operacji oka, otwierajac w ten sposob droge nowoczesnemu
znieczuleniu miejscowemu [9]. Niezaleznie jednak od wlasciwosci
wykorzystywanych w lecznictwie, substancja ta rozpowszechnila si¢ jako
uzywka [2, 9].

Obok powyzej wymienionych nie sposéb nie wspomnie¢ nikotynie.
To alkaloid obecny w roslinach rodzaju Nicotiana. Rodzaj ten pochodzi
z Ameryki i obejmuje okoto 50 gatunkoéw, z ktorych dwa: N. tabacum i N.
rustica sg uzywanym przez cztowieka zrodtem nikotyny [9].

3. Substancje psychoaktywne a uzaleznienia

Przy omawianiu substancji psychoaktywnych, poza mozliwoscia
wykorzystania ich silnych wiasciwosci w medycynie, nie sposob nie wspomnie¢
o wplywie substancji psychotropowych na procesy wyksztatcania si¢ zaleznosci.
Zasadniczg rolg¢ w procesie wyksztalcenia uzaleznienia odgrywa mezolimbiczny
uktad dopaminowy, obejmujacy obszar nakrywki brzusznej, w ktérej znajduja
si¢ neurony dopaminowe dajace projekcje do jadra pollezacego przegrody oraz
do kory przedczotowej [9]. W nakrywce brzusznej sa zlokalizowane receptory
odpowiedzialne za nagradzajace dziatanie morfiny [5, 9]. W jadrze potlezacym
zlokalizowane jest dzialanie uzalezniajacych $rodkow stymulujacych: kokainy
iamfetaminy, ktére po podaniu obwodowym podnosza poziom
dopaminy [9, 10].

Mianem uzaleznienia, okresla si¢ zlozong chorobg o$rodkowego uktadu
nerwowego, ktora objawia si¢ silnym dazeniem, do uzycia substancji
uzalezniajagcej [9]. Choroba ta, dotyczy zaburzen w funkcjonowaniu
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dopaminowego ukladu nagrody w mozgu a jej cecha charakterystyczna jest
dominacja zachowan poszukiwawczych nad wszelkimi innymi [9]. Specjalisci
podkreslaja fakt, iz uzaleznienie od substancji psychoaktywnych jest choroba
przewlekta, mogaca indukowaé inne nieprawidlowe mechanizmy natury
psychiatryczne;j.

W wytworzenie zaleznosci zaangazowane sa trzy najwazniejsze uklady
funkcjonalne moézgu: uktad pobudzenia, nagrody oraz poznawczy [9]. Uktad
nagrody odkryty zostat na poczatku lat 50-tych. Obecnie za§ dostepne sa juz
szczegotowe mapy ,,0bszardw przyjemnosci” moézgu [9]. Uklad nagrody
pobudzany jest za posrednictwem szeregu neurotransmiterow takich jak aminy
katecholowe a szczegodlnie dopamina i serotonina [9,12]. Dziatanie wielu
substancji uzalezniajacych, polega na zwigkszonym uwalnianiu tych mediatoréw
lub dziataniu agonistycznym w stosunku do nich [9].

Warto w tym miejscu wspomnie¢, iz ws$rod neurobiologicznych
mechanizméw wyksztalcenia si¢ uzaleznienia, podkresla si¢ trzy najwazniejsze.
Teori¢ dopaminowa (bardzo silne dziatanie nagradzajace jest efektem
pobudzenia neuronéw dopaminowych [12]), teori¢ przelacznika (sygnat
dopaminowy zwraca uwagg na nieoczekiwane a znaczace wydarzenia [14]) oraz
teori¢ zakladajaca, ze wuzaleznienie stanowi chorobg procesu uczenia
asocjacyjnego zaleznego od dopaminy [15].

4. Typy substancji uzalezniajacych
WHO wyodrebnito kilka typdéw substancji uzalezniajacych [9, 18]:
¢ [ typ morfinowy
Naturalne alkaloidy, uzyskiwane z maku lekarskiego, potsyntetyczne oraz
syntetyczne opioidy takie jak pentazocyna, heroina, petydyna [9]. Cecha
charakterystyczna zwiagzkow tej grupy jest zdolno$¢ wywolywania silnego
uzaleznienia psychicznego i fizycznego oraz szybki wzrost tolerancji, wyrazne
objawy abstynencji oraz duza toksycznos$¢ [9,18].
o I typ barbituranowo-alkocholowy
Cze$¢ lekow psychotropowych takich jak benzodiazepiny, barbiturany,
neuroleptyki, trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne, alkohol etylowy oraz
inne alkohole. Substancje te wywotuja wyrazna zalezno$¢ psychiczng i nieco
mniejszg fizyczna [9,18].
o [II typ kokainowy
Wszystkie przetwory z lisci krzewu Erthroxylon coca.
Wysoka toksyczno$¢ narzadowa.
e [V typ kanabinolinowy
Substancje pozyskiwane z konopi indyjskich lub gatunkéw pokrewnych.
Mozliwo$¢ uzaleznienia fizycznego w przypadku tych zwigzkow jest wcigz
dyskusyjna, objawy abstynencyjne sa niewielkie [9,18].
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e V typ amfetaminowy
Sktada si¢ na niego okolo 30 substancji (amfetamina, metamfetamina,
MDMA, Extase, UFO, Mitsubishi) [19]. Cechy charakterystyczne to silna
zaleznos¢ psychiczna, stabo wyrazona fizyczna, szybki wzrost tolerancji [9,18].
e VI typ khat
Alkaloid uzyskiwany z krzewu Khata edulis.
e VII typ halucynogenny
W wiekszos$ci sg to pochodne aryloalkiloaminowe [18].
e VIII typ — lotne rozpuszczalniki
Wysoce neurotoksyczne. Wysoka toksyczno$¢ dla narzadéw miazszowych.

Chciejmy zatrzymac sie nad VII typem substancji uzalezniajacych. Do grupy
tej naleza substancje wywotujace zaburzenia czynno$ci psychicznych pod
postacia halucynacji oraz mogace powodowa¢ zmiany nastroju i pobudzenie
ruchowe [9,20].Wsrdd efektow dziatania halucynogenéw znajduja si¢ réwniez
omamy wzrokowe [30].

Pod wzgledem chemicznym, substancje halucynogenne mozna podzieli¢ na
pochodne indolowe oraz pochodne fenyloetyloaminy [9, 21].

W Polsce najczesciej stosowanym surowcem halucynogennym sg grzyby
z rodzaju Psilocybe, a zwtaszcza tysiczka lancetowata Psilocybe semilanceata
[9, 18]. Jest to maty grzyb, ktorego kapelusz o wysokosci 1-2 cm jest
lancetowato zaostrzony lub stozkowaty, na szczycie kapelusza nierzadko
wystepuje brodawka [9]. W czasie suszy tysiczka lancetowata jest gladka,
ptowozoétta, z zielonkawym odcieniem, natomiast w porze deszczowej staje sie
ciemnooliwkowata i $luzowata [9,18]. Grzyb jest twardy, o zbitej konsystencji,
czesto wygiety. Z reguly jest silnie przyro$niety z grzybniag do podloza [18]
Psychotropowe dzialanie tego grzyba przypisuje si¢ zawartym w nim
alkaloidom: psilocybinie, psilocynie, baeocystynie oraz norbaeocystynie [9,22].

Stosowanie halucynogendéw zawartych w grzybach z rodzaju Psilocybe
powoduje po uptywie ok. 20 minut pojawienie si¢ zaburzen koncentracji,
halucynacji wzrokowych i shluchowych, euforii, urojen [9]. Moga réwniez
pojawié sie objawy nieprzyjemne jak lgk, agresja, zaburzenia mowy, do mysli
samobdjczych wlacznie [9].

5. Psychospoleczne uwarunkowania korzystania z substancji
psychomodulujacych

Badania ankietowe prowadzone w szkotach dostarczaja nowych informacji
o rozpowszechnianiu si¢ eksperymentalnego i okazjonalnego zazywania przez
mtodziez substancji psychoaktywnych [9,26]. Miedzy 1992 a 2003 rokiem
pieciokrotnie (z 5% do 24%) wzrosla liczba uczniow, ktérzy w ciggu roku
poprzedzajacego badanie eksperymentowali z nielegalnymi substancjami
odurzajacymi [9,26]. Dane te zasluguja na wnikliwg uwage rowniez ze wzgledu
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na fakt, ze substancje psychostymulujace przyjmuja osoby coraz mtodsze [8,9].
Mtody cztowiek, przyjmujacy srodki psychoaktywne jest w szczegdlny sposob
narazony na doznanie trwatych zaburzen psychicznych, jako efektu zmian
zwigzanych z upo$ledzeniem dojrzewania centralnego uktadu nerwowego przez
te substancje [9,24].

W ostatnich latach szczegdlna uwage zwraca si¢ na istniejaca mod¢ na
spozywanie  grzybow o  wlasciwo$ciach  halucynogennych.  Grzyby
halucynogenne wystepuja w naturze w wielu czesciach Europy, ale z dostepnych
danych wynika, ze wigkszo$¢ grzybow wykorzystywanych ze wzgledu na
wlasciwosci psychoaktywne hoduje si¢, a nie zbiera z ich naturalnego
srodowiska. Grzyby sa sprzedawane zardwno w postaci $wiezej, jak i suszonej
oraz gotowe do uprawy domowej jako zarodniki, grzybnie lub zestawy do
hodowli.

Badania szkolne ESPAD przeprowadzone w 2003 r. wskazuja, ze odsetek
uczniow w wieku 15-16 lat, ktérzy uwazaja grzyby halucynogenne za ,,bardzo”
lub ,,dos¢ tatwe” do zdobycia, waha si¢ od 4% do 28%. W Polsce odsetek ten
przekracza 20% [27].

W roku 2004 Hibbel ze wspotpracownikami przeprowadzit badania [28]
z ktorych wynika, ze wskaznik przynajmniej jednokrotnego zazycia grzybow
halucynogennych jest wyzszy ws$rod mtodych ludzi uczestniczacych
w imprezach muzyki tanecznej (bywalcow klubow) niz wérdd ogdlnej populacji.
To dowodzi, jak bardzo na przestrzeni lat zmienit sie profil jako$ci spedzania
wolnego czasu. Coraz czgsciej miodziezowe kluby rozrywkowe staja sie
centralnym miejscem spotkan dealeréw oferujacych rowniez substancje
halucynogenne [29].

6. Mlodziez a substancje psychoaktywne [31,32]

Problem uzywania przez mlodziez nielegalnych substancji psychoaktywnych,
zyskiwat od poczatku lat dziewigédziesiatych range priorytetowa. Rosta liczba
dzialan profilaktycznych skierowanych do mlodziezy. Przez mass media
przetoczyty si¢ kampanie majace na celu zahamowanie wzrostu zjawiska.
Wyniki omawianych badan §wiadcza jednak, ze mimo tych dziatan stale mamy
do czynienia ze zwigkszaniem si¢ zarowno podazy tych substancji, jak i popytu
na nie [20].

Wyniki badan, przeprowadzonych przez CBOS w 2009 roku pokazuja, ze
najczesciej substancje psychoaktywne przyjmuje mlodziez z wielkich i matych
miast (22% 1 21%). Nielegalne $rodki sa najmniej popularne na wsi, gdzie
w ciggu ostatniego roku siggnelo po nie 12% mtodziezy. Co wazne z punktu
widzenia edukacyjnego, zaangazowanie w praktyki religijne jest czynnikiem
chroniacym przed eksperymentowaniem z narkotykami. W roku biezacym
wsrod tych, ktorzy deklaruja uczestniczenie w praktykach religijnych raz
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w tygodniu, 10% uzywato $rodkoéw psychoaktywnych, wobec 27% niebiorgcych
udziatu w praktykach religijnych.

Innym czynnikiem roéznicujagcym prawdopodobienstwo siggania po
nielegalne substancje psychoaktywne jest emigracja zarobkowa rodzicow.
Kontakt z narkotykami deklaruje 28% ucznidéw, ktérych oboje rodzice na state
lub sezonowo przebywaja poza granicami kraju, i 14% dzieci rodzicow
niepracujacych w ciagu ostatnich dwunastu miesigcy za granicg.

7. Substancje halucynogenne w edukacji zdrowotnej mlodziezy —
zadania

Podstawowym zadaniem edukacyjnym jest prowadzenie dziatalno$ci
informacyjnej, gltownie poprzez media oraz upowszechnianie informacji
nt. dziatania  placowek  profilaktycznych,  aktualizowanie  informacji
nt. programéw profilaktycznych czy udziat w kampaniach edukacyjnych.

Nie mniej waznym zadaniem, jest wzrost zaangazowania spoleczno$ci
lokalnych w dziatania profilaktyczne: uwzglednienie problematyki narkomanii
w lokalnej 1 regionalnej strategii rozwiazywania problemow spolecznych;
organizowanie szkolen dla samorzadow lokalnych nt. tworzenia i realizacji
strategii dziatan profilaktycznych; wspieranie lokalnych inicjatyw dzialan
profilaktycznych

Dziatania edukacyjne i profilaktyczne winny by¢ skierowane rownolegle do
wszystkich zainteresowanych tzn. bezposrednio do mtodziezy ale i tych, ktérzy
wspoltworzg proces wychowania: rodzicéw, nauczycieli i wychowawcow.

8. Podsumowanie

Substancje psychotropowe od wiekéw towarzyszyly czlowiekowi.
Po odkryciu ich psychoaktywnych wlasciwosci zaczgto badaé je rowniez pod
katem leczniczym. Surowce naturalne, zawierajace w swym skladzie omawiane
zwigzki, wcigz jednak kryja w sobie wiele biochemicznych tajemnic.
Niewatpliwie konieczne sg zardwno dalsze badania nad mozliwym dziataniem
substancji psychotropowych, jak i réwniez edukacja zdrowotna mlodziezy
wkontekscie konsekwencji ich stosowania.
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Streszczenie

Substancje wplywajace na poprawe nastroju oraz procesy myslowe znane byly juz w czasach
neolitu. Podstawowa rola uzywanych surowcoéw psychoaktywnych bylo ich wykorzystanie
w celach kultowych oraz leczniczych. Obecnie coraz czgsciej obserwujemy stosowanie substancji
psychoaktywnych przez miodziez. Bez znajomosci psycho-medycznych i spotecznych
konsekwencji zazywania substancji psychotropowych mtody czlowiek, przyjmujacy niektore
sposrod srodkéw psychoaktywnych, jest w szczegdlny sposob narazony na doznanie trwalych
zaburzen psychicznych.

W niniejszym artykule omodwione zostaty: historyczne aspekty stosowania substancji
modelujacych, wptyw substancji psychoaktywnych na wyksztatcenie uzaleznienia, typy substancji
uzalezniajgcych oraz psycho-medyczne i spoteczno-kulturowe uwarunkowania korzystania
z substancji psychoaktywnych. Jednoczesnie przedstawiono dane dotyczace stosowania substancji
psychotropowych przez mtodziez w kontekscie potrzeby wprowadzenia edukacji zdrowotnej
w tym zakresie.

Stowa kluczowe: narkotyki, halucynogeny, uzaleznienie, grzyby
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The usage of psychotropic substances — their sociokultural and
psychomedical consequences

Abstract

Psychoactiv substances were known already in neolithic times. The primary role of usage
psychoactive substances was their use for worship and healing.Now we are seeing increasing use
of psychoactive substances by youth. Young people are particularly vulnerable to the adverse
effects.The discussion about the psychosocial aspect of the problem with inappropriate use of
psychotropic substances and their simultaneous influence on the socio-cultural attitudes of young
people is very important nowdays.
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Swiadomos$¢ ankietowanych na temat diagnostyki
prenatalnej oraz czynnikow wplywajacych na
rozwijajacy sie ptod

Wstep

Badania prenatalne s3 wazng dziedzing diagnostyki dla kobiet planujacych
cigzg lub ciezarnych, u ktérych w wywiadzie rodzinnym wystepowaty choroby
genetyczne, maja powyzej 35 lat, poronily, przedwcze$nie urodzily lub maja
dzieci z wadg genetyczng. Jest to grupa oso6b predysponujaca do
przeprowadzenia diagnostyki prenatalnej. Badania prenatalne dzieli si¢ na dwie
grupy: badania nieinwazyjne i inwazyjne. Do grupy nieinwazyjnej zaliczamy
badanie markeré6w biochemicznych w krwi matki, badanie USG genetyczne.
Wymieniona grupa badan jest calkowicie bezpieczna dla ptodu. Polega ona na
pobraniu probki krwi od matki i wykonanie testow biochemicznych.

W surowicy krwi ocenia si¢ takie parametry jak markery jajnikowe
(estradiol), tozyskowe (B—~HCG, PAPP-A) i ptodowe (AFP). Okre$laja one tylko
prawdopodobienstwo wystapienia choroby [1].

W grupie badan inwazyjnych istnieje ryzyko wystagpienia powiktan. Do
ktorych mozemy zaliczy¢ krwawienia, przedwczesne odptyniecie wod
ptodowych, infekcje wewnatrzmaciczne, naktucie narzadéw ptodu, uszkodzenie
pepowiny lub tozyska oraz przedwczesny pordd. Wiaze si¢ to z metoda pobrania
materialu do badan ktéorym sa komodrki ptodu. Techniki ktére umozliwiaja
otrzymanie komoérek nienarodzonego jeszcze dziecka to amniopunkcja czyli
pobranie ptynu owodniowego, kordocenteza to jest pobranie krwi z naczyn
pepowinowych oraz biopsja kosmowki. Zabiegi te wykonuje si¢ pod kontrola
ultrasonografii. Amniopunkcja umozliwia stwierdzenie nieprawidlowos$ci
chromosomalnych jakich jak zespot Turnera lub zespdt Downa. Kordocenteza
ma duzo wigksze ryzyko wystgpienia powiklan u ptodu. Umozliwia ono ocene
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kariotypu, wad chromosomowych jak réwniez wrodzone zakazenia wirusowe.
Biopsja kosmowki umozliwia otrzymanie wyniku szybciej niz w przypadku
amniopunkcji, ale wigze si¢ to z nieznacznym wzrostem ryzyka powiklan [2, 3].

Do czynnikéw wptywajacych na rozwdj plodu naleza miedzy innymi
zakazenia wirusowe, pasozytnicze i cukrzyca cigzarnych. Waznym aspektem,
ktory powinna rozwazy¢ kobieta planujaca ciaze lub juz spodziewajaca sie
dziecka, sa wirusy, ktére moga nie tylko wpltyna¢ na samopoczucie i zdrowie
matki, ale przede wszystkim mogg by¢ szczeg6lnie niebezpieczne dla mlodego
organizmu. Zakazenia wirusowe sg udowodniong przyczyna powstawania wad
rozwojowych u ptodu, zwigkszaja ryzyko poronienia, urodzenia martwego
dziecka, opoznionego wzrostu, czy wystgpowania chorob przewlektych
u dziecka. Jednym z wirusOw zagrazajacych ciazy jest wirus cytomegalii.
U os6b zdrowych przewaznie nie daje on zadnych objawdw, jest jednak grozny
dla dzieci. W przypadku, gdy matka jest nosicielka wirusa, istnieje ryzyko
uaktywnienia si¢ go w okresie cigzy lub gdy nie miata wczedniej styczno$ci
z CMV, moze doj$¢ do zakazenia. Jesli stanie si¢ to w I trymestrze istnieje duze
prawdopodobienstwo poronienia lub wurodzenia dziecka z wada wukladu
nerwowego. Zakazenie w II i III trymestrze najczesciej powoduje uszkodzenie
moézgu plodu, przedwczesny pordd lub zespot wrodzonej cytomegalii
charakteryzujacy si¢ powickszeniem §ledziony i watroby, zoltaczka, wylewami
podskérnymi, zapaleniem pluc. Ponadto w pdzniejszym rozwoju dziecka
obserwuje si¢ zaburzenia stuchu, widzenia czy op6znienie umystowe [4].

Kolejnym przykladem groznego patogenu jest wirus rozyczki. Najciezsze
powiktania obserwuje si¢ gdy zakazenie nastapi w pierwszym trymestrze ciazy
i dotycza one wilasciwie wszystkich organdw i narzadow, a najczesciej stuchu
i wzroku, ukladu sercowo— naczyniowego oraz zaburzenia neurologiczne,
matogtowie czy uposledzenie umystowe. Po 16 tygodniu cigzy zakazenie nie jest
juz takie grozne [8].

W przypadku wirusa HIV ryzyko zakazenia ptodu w czasie ciazy przy
odpowiednim leczeniu wynosi <2%, a najwigksze ryzyko obserwuje si¢ w czasie
porodu. Ten patogen powoduje uposledzenie odpornosci dziecka, co
w konsekwencji prowadzi do czestych infekcji, ktore z reguty maja cigzszy
przebieg w poréwnaniu z nieobcigzonymi wirusem rowiesnikami. W ich wyniku
pospolite choroby staja si¢ niebezpieczne i moga skonczy¢ sie §mierciag mtodego
organizmu [9].

Toksoplazmoza jest jednym z przyktadéw chordb pasozytniczych, ktére maja
znamienny wptyw na rozwijajace si¢ ptod. Wywolywana jest przez pierwotniaka
Toxoplasma gondii przenoszonego gitownie przez koty, ale mozliwe sa tez
przeniesienia przez ptaki czy muchy. Zrédtem zarazenia dla czlowieka sa
najczesciej kocie odchody, dlatego bardzo wazna jest wiasciwa higiena osobista,
szczegolnie jesli posiada si¢ w domu zwierze i czysci si¢ jego kuwete. Na
szczgécie przypadki zarazenia sg rzadkie, ale jesli wystapia diagnostyka jest
zmudna, trudna i kosztowna. Najbardziej niebezpieczny dla plodu przypadek,
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kiedy kobieta, wczesniej zdrowa, zarazi si¢ pasozytem w trakcie trwania cigzy.
Inwazja $rodmaciczna w pierwszym trymestrze cigzy czesto skutkuje
poronieniem. W przypadku zarazenia w czasie drugiego trymestru czes¢ dzieci
rodzi si¢ z wodoglowiem, zwapnieniami w mézgu czy padaczka. Natomiast, gdy
do inwazji patogenu dojdzie w trakcie trzeciego trymestru, dzieci zazwyczaj
rodza sie zdrowe, ale po 3—12 miesigcach zycia moga pojawi¢ si¢ objawy ze
strony centralnego uktadu nerwowego, a po kilku lub kilkunastu latach zmiany
w galce ocznej. W przypadku wczesnego wykrycia zarazenia w czasie ciazy
mozliwa jest skuteczna antybiotykoterapia [5, 7].

Cukrzyce cigzarnych definiuje si¢ jako stan nietolerancji glukozy ktéra
pojawia si¢ w czasie ciagzy u wczesniej zdrowych kobiet. W przypadku
nieleczonej lub nieprawidlowo leczonej cukrzycy ci¢zarnych rodza si¢ bardzo
duze dzieci, powoduje to trudno$ci potogowe i potrzebe przeprowadzenia
cesarskiego ciecia. Wzrasta rowniez ryzyko urazu okoloporodowego, zespotlu
zaburzen oddychania, a nawet zgonu przy porodzie. Groznym skutkiem jest
niedojrzalos¢ ptodu i wystapienie wad wrodzonych, ktére moga obja¢ uklady:
sercowo—naczyniowe (wady serca), kostny (rozszczep kregostupa), nerwowy,
pokarmowy i moczowo—piciowy. Moga réwniez wystapi¢ wady genetyczne jak
np. Zespot Downa. Ryzyko wystapienia cukrzycy cigzarnych jest wigksze
w przypadku urodzenia poprzedniego dziecka z masg powyzej 4kg,
wystepowaniem w rodzinie cukrzycy typu 2 oraz gdy kobieta ci¢zarna ma
nadci$nienie tetnicze lub nadwagg [6].

1. Cel pracy

Celem niniejszej pracy jest ukazanie stanu wiedzy na temat badan
prenatalnych oraz czynnikow wptywajacych na ptdéd podczas jego rozwoju
wewnatrzmacicznego.

2. Material i metody

Badanie przeprowadzono metoda sondazu diagnostycznego

Badania przeprowadzono na grupie 100 losowo wybranych kobiet
i mezczyzn. Najwieksza grupa wiekowa byly osoby w przedziale 20-25 lat
(62% kobiet 1 66% mezczyzn — w tej grupie wiekowej). Wyksztalcenie
prezentuje si¢ nastgpujaco: wyksztalcenie $rednie/zawodowe ma 52% kobiet
159% mezczyzn, wyzsze 46% kobiet 1 38% mezczyzn a tylko 2% kobiet 1 3%
mezczyzn podstawowe. Potomstwo posiada 32% badanych kobiet 1 41%
badanych me¢zczyzn.

3. Wyniki
W badaniach analizowano wiedzg respondentéw na temat diagnostyki

prenatalnej. Wyniki sg nastgpujace: 72% ankietowanych kobiet i 56% me¢zczyzn
wie w jakim celu wykonuj¢ si¢ badania prenatalne. Natomiast 20% kobiet 1 22%

35



Anna Grad , Katarzyna Katakucka , Paulina Gil-Kulik

mezczyzn styszato o badaniach prenatalnych ale niewiele wiedza na ten temat.
Brak jakiejkolwiek wiedzy deklarowato 8% kobiet 1 25% mezczyzn.

44% kobiet 1 44% mezczyzn uwaza ze istnieja jakie§ szczegolne wskazania
do wykonania badan genetycznych. 26% ankietowanych kobiet 1 31% me¢zczyzn
zaznaczylo, ze raczej istniejg jakie$ wskazania do wykonania tych badan. Tylko
nieliczni 4% kobiet i 9% mezczyzn odpowiedziato, ze nie ma specjalnych
wskazan do przeprowadzenia diagnostyki genetyczne;j.

Respondenci wybrali najbardziej prawdopodobne ze wskazan do
przeprowadzenia badaf genetycznych. Najwigcej osob bo az 92% kobiet i 69%
mezczyzn za najbardziej prawdopodobna przyczyne uwaza ,,wystapienie
choroby genetycznej w rodzinie matki lub ojca dziecka”. Druga najczesciej
zaznaczong odpowiedzig (u kobiet 80% a 66% u me¢zczyzn) bylo ,,urodzenie
dziecka z wada genetyczng”. Odpowiedz ,,wiek cigzarnej >35 lat” wybrato 62%
kobiet, 66% mezczyzn. Kolejna co do czgstoSci wyboru byla odpowiedz
»poronienia”(40% kobiet, 44% me¢zczyzn). Natomiast najrzadziej wybieranymi
odpowiedziami byly ,,przedwczesne porody” (24% kobiet, 31% megzczyzn)
1,,niska masa urodzeniowa dziecka” (20% kobiet, 22% mezczyzn).

Zbadano wiedze na temat materialu z jakiego moga by¢é wykonywane
badania genetyczne zaréwno inwazyjne jak 1 nieinwazyjne. Wyniki
przedstawiono na wykresie 1. Ponad potowa przebadanych oséb wybrato
odpowiedz ,krew matki” (68% kobiet, 69% me¢zczyzn). Odpowiedz ,,plyn
owodniowy” zaznaczyto 54% u kobiet i 38% u me¢zczyzn, a odpowiedz ,.krew
pepowinowa” 50% kobiet i 47% mezczyzn. Natomiast 28% badanych kobiet
1 19% mezczyzn odpowiedzialo ,kosmoéwka” a 18% kobiet i 13% u mezczyzn
,Slina matki”. Niewielki procent ankietowanych udzielito odpowiedzi ,,mocz
matki”(12% kobiet, 9% mezczyzn).

Zdecydowana wigkszo$¢ respondentow (68% kobiet, 59% megzczyzn) nie wie
czy diagnostyka prenatalna inwazyjna ptodu moze by¢ przyczyna utraty ciazy,
krwawienia, zakazenia lub przedwczesnego odptynigcia wod cigzowych. Wiedze
ta deklaruje tylko 24% kobiet 1 31% megzczyzn.

W  kwestionariuszu zbadano réwniez wiedze¢ na temat czynnikow
wptywajacych na ptod takich jak zakazenia wirusowe w trakcie cigzy oraz
cukrzyca ci¢zarnych. Ponad potowa (78% kobiet i 66% megzczyzn) badanych
posiada zwierzgta w domu. Prawie 98% kobiet i 62% mezczyzn zdaj¢ sobie
sprawe ze zwierzeta te moga by¢ niebezpieczne ze wzgledu na choroby
odzwierzece dla kobiet w cigzy i/lub rozwijajacego si¢ ptodu. Przyktadem jest
toksoplazmoza  ktéra jest choroba odzwierzeca. Zadano  pytanie
o niebezpieczenstwo zwigzane z zakazenia toksoplazmoza. Najczgstszymi
odpowiedziami byly ,,moze wywotywaé¢ wady ptodu” (68% kobiety, 63%
mezczyzni) oraz ,,moze prowadzi¢ do obumarcia ptodu” (32% kobiety, 22%
mezczyzni). Nieliczna grupa oséb odpowiedzialo ze ,jest niebezpieczna dla
matki dziecka”(16% kobiety, 16% mezczyzni) a bardzo niewiele (2% kobiet, 6%
mezczyzn) ze ,,nie jest niebezpieczna”.
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Z jakiego materiatu moze by¢
wykonywane badanie genetyczne?
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Wykres 1. Z jakiego materiatu moze by¢ wykonane badanie genetyczne? [badania wlasne]

Wigkszos¢ respondentow (84% kobiet, 69% mezczyzn) wie ze zachorowanie
w trakcie cigzy na rozyczke ma wplyw na jej przebieg. Tylko 4% kobiet i 3%
mezczyzn uwaza ze zachorowanie na rozyczke nie wptywa na ptdd. Aczkolwiek
12% kobiet 1 28% me¢zczyzn os6b nie ma wiedzy na ten temat. Ponad potowa
badanych osob (72% kobiet i 84% megzczyzn) wie, ze kobieta ktéra zaszla
w cigze a wczesniej nie chorowala na rézyczke nie moze si¢ juz zaszczepic.
14% kobiet i 6% megzczyzn odpowiedzialo Zze powinna si¢ zaszczepi¢ jak
najszybciej. Natomiast 4% kobiet i 3% mezczyzn zaznaczyto odpowiedz ,,moze
si¢ zaszczepic”.

Sprawdzono réwniez wiedz¢ odno$nie wplywu wirusa HIV na ptod.
Odpowiedz ,,moze powodowa¢ wady genetyczne u ptodu np. Zespdét Downa”
zaznaczylo 76% kobiet 1 13% mezczyzn. Czg§¢ respondentdw (20% kobiet, 66%
mezczyzn) udzielita odpowiedzi, ze ,,moze spowodowaé ostabiong odpornos¢
dziecka po wurodzeniu”, cze$¢ (10% kobiet, 6% mezczyzn) ze ,,moze
spowodowaé urodzenie si¢ dziecka zdeformowanego” a 6% kobiet i 9%
mezczyzn uwaza ze ,, nie ma negatywnego wptywu na dziecko”.

Niekorzystny wptyw na rozwdj ptodu ma réwniez wirus cytomegalii.
Badajac wiedz¢ respondentow tylko 38% kobiet 1 31% mezczyzn styszalo o tym
wirusie. Z czego 34% kobiet 1 25% megzczyzn uwaza, ze jest on niebezpieczny
dla dziecka, a 4% kobiet i 6% mezczyzn ze jest bezpieczny dla dziecka, ale
niebezpieczny dla matki (wykres 2).
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Czy styszat Pan/Pani o wirusie
cytomegalii?
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Wykres 2. Czy styszal Pan/Pani o wirusie cytomegalii? [badania wlasne]

W czesSci ankiety dotyczacej cukrzycy ciezarnych badalismy wiedze
respondentéw odno$nie badania poziomu glukozy w krwi u kobiet w cigzy.
Ponad potowa (76% kobiet i 63% me¢zczyzn uwaza ze oznaczanie poziomu
glukozy jest zalecane dla kobiet cigzarnych. 22% ankietowanych kobiet 1 34%
mezczyzn nie wie czy kobiety w cigzy powinny wykonaé¢ to badanie. Tylko
nieliczni (2% kobiet 1 3% megzczyzn) odpowiedzieli ze badanie st¢zenia glukozy
we krwi nie jest zalecane. 38% ankietowanych kobiet i 25% me¢zczyzn wiedziato
jaki jest prawidtowy poziom glukozy we krwi. Bledna odpowiedz podato 22%
badanych kobiet i 22% mezczyzn a 40% badanych kobiet i 53% mezczyzn
przyznato, ze nie wie ile powinien wynosi¢. W pytaniu o termin tego badania
30% kobiet 1 16% mezczyzn odpowiedzialo prawidlowo, ze wykonuj¢ si¢ je na
poczatku ciazy. Z kolei 36% respondentow wsrdd kobiet 1 56% wsrdd mezezyzn
nie znato odpowiedzi na to pytanie a 34% kobiet i 28% odpowiedzialo btgdnie.

Ponad potowa przebadanych osdb (56% kobiet i 72% mezczyzn) nie
wiedziala czy u kobiet w ciazy wykonuje si¢ doustny test obcigzenia glukoza.
Jednak 42% kobiet i 25% mezczyzn prawidlowo wskazato odpowiedz, ze
przeprowadza si¢ go w 24-28 tygodniu cigzy. Jedynie 2% kobiet i zaden
mezczyzna odpowiedzieli ze nie ma potrzeby wykonywac tego testu.

4. Whnioski

Ponad potowa kobiet i mezczyzn styszato o badaniach prenatalnych. O tym,
ze istnieja specjalne wskazania do badan deklaruje nieco mniej niz potowa
respondentéw. Zaledwie co trzecia badana osoba wsréd mezczyzn i co czwarta
wsrod kobiet wie ze diagnostyka prenatalna inwazyjna ptodu moze by¢
przyczyng utraty ciazy, krwawienia, zakazenia lub przedwczesnego odptyniecia
wod ciazowych. Wigkszos¢ ankietowanych zdaje sobie sprawe, ze zwierzeta
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domowe mogg by¢ niebezpieczne dla kobiety w cigzy lub ptodu ze wzgledu na
mozliwo$¢ wystapienia choroby odzwierzecej. Przy czym wigksza wiedze na ten
temat majg panie. Ponad polowa przebadanych oséb posiada wiedze na temat
szkodliwo$ci zachorowania na rdézyczke podczas ciazy. W tym przypadku
rowniez wigcej kobiet udzielito poprawnej odpowiedzi. W czgéci dotyczacej
skutkéw wirusa HIV na ptéd odpowiedzi réznily si¢ znaczaco w zaleznosci od
plci. Najcze$ciej wybierana odpowiedzia wsréod mezczyzn bylo ,,moze
spowodowac oslabiong odporno$¢ dziecka po urodzeniu” natomiast u kobiet
,»moze powodowa¢ wady genetyczne u plodu np. Zespot Downa”. Badajac
wiedze odno$nie wirusa cytomegalii uzyskano nastepujace wyniki. Tylko co
trzecia osoba styszala o tym wirusie i uwaza ze jest on niebezpieczny dla ptodu.
W  czeSci sondazu poswieconemu cukrzycy cig¢zarnych ponad potowa
respondentéw uwaza, ze badanie poziomu glukozy we krwi u kobiet w ciazy jest
zalecane. Jednak wiedze na temat terminu tego badania i prawidlowego wyniku
posiadato znacznie mniej ankietowanych. W przypadku przeprowadzenia
doustnego testu obcigzenia glukoza ponad polowa badanych nie wiedziata czy
stosuje sie go u kobiet w cigzy. Zaré6wno w przypadku cukrzycy ciezarnych jak
iinnych zagadnieh majacych wplyw na rozwoj plodu wicksza wiedza
dysponowaty kobiety.

Podziekowania

Autorzy publikacji pragna zlozy¢ podzickowania recenzentowi dr hab.
n. med. Januszowi Kockiemu, prof. UM, za po$wigcony czas na sformulowanie
merytorycznej opinii o naszej pracy.

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 2007-2013, Osi
priorytetowej I Nowoczesna Gospodarka, Dzialania 1.3 Wspieranie Innowacji.

Literatura

1. Perenc M., Diagnostyka prenatalna wad rozwojowych i genetycznych — metody
inwazyjne i nieinwazyjne, Przewodnik Lekarza, 94-99.

2. Lawicki S., Goscicki M. Laboratoryjna diagnostyka prenatalna. Diagnosta
laboratoryjny, 2013; 1(30):16-21.

3. BradleyJ. R., Johnson D.R., Pober B.R. Genetyka medyczna, Warszawa, PZWL, 2009.

4. Bonalumi S., Trapanese A., Santamaria A., D’Emidio L., Mobili L.,
Cytomegalovirus infection in pregnancy: review of the literature, J Prenat Med.
2011; 5(1): 1-8.

5. Robert-Gangneux F., Dardéc M., Epidemiology of and Diagnostic Strategies for
Toxoplasmosis Clin Microbiol Rev. 2012; 25(2): 264-296.

39



Anna Grad , Katarzyna Katakucka , Paulina Gil-Kulik

6. Standardy Polskiego Towarzystwa Ginekologicznego postgpowania u kobiet
z cukrzyca z dnia 9-10 wrzesnia 2005.

7. Holec— Gasior L., Lautenbach D., Drapata D., Kur J. Prawidtowe rozpoznanie
toksoplazmozy u kobiet cigzarnych— waznos$¢ badan diagnostycznych oraz nowe
mozliwosci, Forum Medycyny Rodzinnej 2010; 4, (4): 255—262.

8. Zapobieganie zachorowaniom na odre, rézyczke i $winke Aktualne (1998) zalecenia
Komitetu Doradczego ds. Szczepien Ochronnych Centers for Disease Control and
Prevention, Morbidity and Mortality Weekly Report, 1998; 47 (No. RR—8): 1-57,
Medycyna Praktyczna, Pediatria 1999/06.

9. Marczynska M., Szczepanska— Putz M., Problem dziecka zakazonego HIV w opiece
podstawowej, Krajowe Centrum do Spraw AIDS, www.aids.gov.pl,

ISBN 83— 87068-26-8.

Recenzent pracy: dr hab. n. med. Janusz Kocki, Uniwersytet
Medyczny w Lublinie

Swiadomo$é  ankietowanych na temat diagnostyki prenatalnej
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Streszczenie

Wstep: Diagnostyka prenatalna obejmuje badania dziecka oraz matki przeprowadzone w trakcie
cigzy. Obecnie maja one duze znaczenie dla kobiet planujacych cigzg lub ciezarnych. Badania
prenatalne dzieli si¢ na inwazyjne 1 nieinwazyjne. Obejmuja one wykonanie badania
ultrasonograficznego oraz szerokiego panelu diagnostyki biochemicznej (miedzy innymi
oznaczenie poziomu niektérych hormonéw, biatka PAPP-A czy glukozy), diagnostyki
immunologicznej oraz diagnostyke genetyczna. Badania te umozliwiaja wykluczenie lub
stwierdzenie obecnosci genetycznych wad rozwojowych i wielu innych choréb u ptodu. Doktadna
diagnoza pozwala zastosowaé wszystkie sposoby leczenia tuz po urodzeniu lub nawet jeszcze
w tonie matki. Umozliwia rowniez przewidzie¢ przyszie losy dziecka: sposoby opieki, rehabilitacji
oraz rokowania co do jego stanu zdrowia, ktore sa powigzane z nieustannym postepem medycyny,
szczegoblnie genetyki.

Cel pracy: Przeprowadzone badania ankietowe miaty na celu ukazanie stanu wiedzy na temat
badan prenatalnych oraz czynnikow wplywajacych na ptéd podczas jego rozwoju
wewnatrzmacicznego. Jednym z poruszanych probleméw byla diagnostyka kobiety cigzarnej
i wpltyw zmian st¢zenia glukozy we krwi matki i cukrzycy ciezarnych na rozwijajace si¢ dziecko
oraz wiedzy na temat zakazen wirusowych takich jak wirus rozyczki, cytomegalii, HIV, na ptod.
Materiat i metody: Badanie przeprowadzono metoda sondazu diagnostycznego z wykorzystaniem
autorskiego kwestionariusza ankiety. Objeto nim grupe mezczyzn i kobiet w wieku 20— 45 lat.
W badaniach uczestniczyto 100 wybranych losowo 0séb.

Wiyniki i wnioski: Pytania sprawily wielu ankietowanym problemy, jednak znaczna cz¢$¢ posiada
szeroka wiedze na temat poruszanych zagadnien. Zdecydowana wigkszo$¢ osob, bioracych udziat
w ankiecie wie, ze zachorowanie na rozyczk¢ w czasie cigzy oraz wirus HIV moga by¢
niebezpieczne dla ptodu, jednak bardzo nieznaczna ilo$¢ osob styszata o wirusie cytomegalii.
Powyzej 50% badanych uwaza, ze nalezy bada¢ poziom cukru we krwi matki w czasie ciazy,
niestety w wiekszo$ci nie wiedza jakie jest prawidlowe stezenie glukozy ani czy wykonuje si¢
u kobiet ciezarnych doustny test obciazenie glukoza.

Stowa kluczowe: diagnostyka prenatalna, badania prenatalne, cukrzyca cigzarnych, zakazenia
wirusowe w ciazy
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The respondents awareness on the subject of prenatal diagnostic and
factors that have influence on the developing fetus

Abstract

Introduction.

Prenatal diagnostics covers medical examinations of the mother and child conducted during
pregnancy. Currently, these examinations are of a great value to the women who are expecting
a child, and to the ones intending to get pregnant. Prenatal tests are divided into invasive and non—
invasive ones. They do not only include ultrasonography, but also a wide array of biochemical
tests (including, among others, determining the levels of some hormones, PAPP—A protein, or
glucose), immunological tests, and genetic tests. These tests allow to rule out, or to confirm the
presence of developmental genetic defects, and many other diseases in the fetus. A precise
diagnosis allows for employing all the ways of treatment after birth, or even in the womb. It also
makes it possible to foresee the future fate of the child: the ways of taking care of the child,
rehabilitation, and the prognosis as to his or her state of health, which are connected to the constant
progress of medicine, especially in the area of genetics.

Aim of the study.

The aim of the survey that we carried out is to show the level of knowledge on the subject of
prenatal tests and the factors influencing the fetus during its intrauterine development. One of the
issues broached was diagnosing pregnant women and the influence of the changes in glucose
concentration in mother’s blood and gestational diabetes on the developing child, as well as the
knowledge on the subject of virus infections: rubella, cytomegalovirus, and HIV and their
influence on the fetus.

Material and methods.

The study was carried out using the diagnostic poll method with the use of an original survey
questionnaire. The study was conducted on a group of men and women aged 20-45. 100 randomly
selected individuals took part in the study.

Results and conclusions.

The questions were problematic to a number of participants. However, a large proportion of
participants have a wide knowledge on the issues broached. The definite majority of the
respondents know that acquiring rubella or the HIV virus during pregnancy can be dangerous to
the fetus; nevertheless, only a slight minority of the respondents had heard about the
cytomegalovirus. Over 50 % of the respondents think that it is necessary to measure the level of
blood sugar in mother’s blood during pregnancy. Unfortunately, most of them do not know what
the right concentration of glucose is, or if the oral glucose tolerance test is done on pregnant
women.

Key words: prenatal diagnostics, prenatal screening, gestational diabetes mellitus, virus infections
in pregnancy
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The role of microRNAs in diagnosis, prognosis and therapy
of malignant gliomas

1. Introduction

MicroRNAs (miRNAs) are short non—coding endogenous RNAs which
regulate a wide spectrum of gene expression in a posttranscriptional manner
[1, 2]. At present, it is predicted that more than half of protein coding genes
would be regulated by miRNAs [3]. MiRNAs play important roles in a wide
variety of physiological and pathological processes of cancer including
tumorigenesis, angiogenesis, invasion, apoptosis and regulation of cell cycle
[4, 5]. They can exert tumor suppressive or oncogenic functions by regulating
the expressions of mRNAs. Recent reports have revealed that miRNAs play
crucial roles in glioma formation and growth [6].

Gliomas are the most common and primary malignant brain tumors. Despite
the treatment with combinations of surgery, radiotherapy and chemotherapy,
glioblastoma multiforme (GBM), the most malignant and most common glioma,
is associated with an average life expectancy of only 14 months [7]. Actually,
treatment of glioblastoma is primarily through tumor resection and subsequent
radio— and chemotherapy, typically alkylating agents, e.g., temozolomide [8, 9].
Because of highly invasive nature of GBM, it is impossible to completely
remove all tumor cells during surgical resection [10]. The origin of gliomas is
largely unknown but there is increasing speculation that they might arise from
glioma stem cells (GSCs), which might consist of transformed neural stem cells
(NSCs). MiRNAs have been shown to regulate various cancer—associated genes
and oncogenic functions in gliomas. Some evidence also suggests a role for
miRNAs in the regulation of GSC biology [6, 7].

MiRNA expression patterns of malignant glioma are opening up the potential
for molecularly targeted therapies, through delivery of a therapeutic gene or
microRNA. Several miRNAs are differentially expressed in a variety of
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malignancies compared to corresponding healthy tissue. Some of these miRNAs
have been shown to modulate oncogenes and tumor suppressors of gliomas.
Therefore, microRNAs could hold a great potential in the future treatment of this
disease [11-14].

In this review we have focused on the most common and malignant adult
primary brain tumors, including glioblastoma. Here we have discussed the role
of miRNAs in multiple aspects of malignant gliomas pathobiology and their
clinical and functional significance in regulating factors such as angiogenesis,
tumorigenesis, apoptosis, metabolic reprogramming and GSCs behavior.

2. MicroRNAs

The microRNAs are noncoding class of endogenous ribo-regulators that
modulate gene expression via the RNA interference (RNAi) pathway.
The definition of miRNAs is based on their generation by the action of Dicer, an
RNase that processes hairpin structured precursors into mature miRNAs. More
than 1000 microRNAs (miRNAs) are present in the human genome [6]. About
two thirds of miRNA encoding genes are located in the intronic regions of
protein—coding or —noncoding transcription units [2]. The discovery of miRNAs
dates back to 1993 when Lee et al. described a small RNA, lineage—deficient—4
(lin—4), with antisense complementarity to lin—14 involved in the regulation of
developmental timing in Caenorhabditis elegans. In the year 2000, the second
miRNA let-7 was discovered in the same organism. During the last years, the
number of miRNAs have expanded enormously [15, 16].

In humans, approximately one third of miRNAs are organized in clusters
[17, 18]. A significant portion of miRNAs are located in the intronic region of
protein—coding or non—coding transcription units [18], while a minor subset of
miRNAs are mapped in the LINEs (long interspersed nuclear elements) [19].
Many miRNAs are expressed in a tissue—specific manner. Analogous to mRNA
expression, miRNA expression is determined by intrinsic cellular factors as well
as diverse enviromental variables. Many malignant tumors have deregulated
miRNA expression as compared to normal cells and tissues [20, 21]. Many
different mechanisms of miRNA deregulation in cancer have been identified
including deregulations at the genetic, epigenetic, transcriptional, and processing
levels. Various miRNA genes are located at fragile sites in the genome or
regions that are commonly amplified or deleted in cancers [22]. Some miRNAs
are repressed by CpG hypermethylation in cancers relative to normal tissue [23]
or regulated by transcription factors such as p53, c-Myc and E2F [24-26].
miRNA levels can also be deregulated via deregulation of Dicer or Drosha as
has been observed in many human cancers [27]. Most miRNAs are
downregulated in cancer but a number of miRNAs are also upregulated.

Because miRNAs target a large number of mRNAs of genes associated with
cancer, they regulate all aspects of cancer pathobiology such as cell cycle,

43



Karolina Okla , Anna Wawruszak , Monika Orzetowska , Artur Anisiewicz

proliferation, cell death, apoptosis, cell migration and invasion, metastasis,
angiogenesis, tumor microenvironment, tumor immunology as well as many
aspects of CSCs biology. MicroRNAs could serve as therapeutic targets and as
diagnostic, prognostic and therapeutic tools. MiRNA expression patterns can
distinguish between normal and tumor tissue and help classify and grade various
cancers [28, 29]. In summary, microRNAs are important and critical regulator of
cancer and therefore could be useful for novel therapeutic strategy.

2.1. Biogenesis of microRNAs

The process of miRNA biogenesis involves several steps: transcription, pri
miRNA processing, nuclear transport to the cytoplasm, precursor miRNA (pre—
miRNA) processing, strand selection, transcript targeting, and transcript fate.
This multistep processing pathway helps ensure that only RNAs with the correct
structures and sequences are able to regulate gene expression (Fig. 1).

Biogenesis of a miRNA begins with the synthesis of a long transcript called
a pri-miRNA that is both capped and polyadenylated. MicroRNA genes are
transcribed by RNA polymerase II or III, from independent miRNA genes, or
from the introns of protein—coding or non—protein—coding genes [30]. In the
nucleus, pri-miRNA is processed to pre—miRNA by RNase III enzyme Drosha
and its interacting partner DGCR8. DGCRS recognizes the stem and the flanking
single stranded RNA (ssRNA) and serves as a ruler for Drosha to cut the stem
approximately 11 nucleotides away from the stem—ssRNA junction to release the
hairpin—shaped pre—miRNA. The pre-miRNA is actively exported by exportin—5
in the presence of Ran—GTP cofactor to the cytoplasm and converted to mature
duplex miRNA by another RNase III enzyme, Dicer. Dicer cleavage yields an
approximately 21-nucleotide miRNA duplex. One of the miRNA strands which
has relatively less stability at the 5° end is incorporated into the RNA—induced
silencing complex (RISC) while as the other strand is generally degraded
[30 32]. The RISC includes Dicer, the double— stranded RNA binding factor
(TRBP), and Argonaut protein 2 (Ago2). The posttranscriptional silencing the
target mRNA expression is mediated through binding of miRNA within RISC to
the mRNA 3’ untranslated region, resulting in mRNA cleavage, mRNA decay or
translational inhibition [32]. The mechanizm of translational repression is
somewhat vague with some evidences suggesting that microRNAs block
translational initiation while as others suggest a block in elongation. The
intensive study of the past several years demonstrated that miRNAs are the
selective excretion via lipoproteins or microvesicles, possibly functioning as
away of intercellular communications. Moreover, secreted extracellular
miRNAs may reflect molecular changes in the cells from which they are derived
and can therefore potentially serve as biomarkers of disease. In addition several
studies suggest their potential application as a new therapeutic strategy for
treating diseases [33, 34].
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Fig. 1. MicroRNA biogenesis pathway. miRNA biogenesis involves transcription, pri-miRNA
processing, nuclear transport to the cytoplasm, precursor miRNA (pre—miRNA) processing, strand
selection, transcript targeting, and transcript fate [29]

2.2. MicroRNAs in malignant gliomas

Various miRNA profiling studies carried out in glioma tissue samples
identified differentially regulated miRNAs in gliomas. The first report of
expression profiling of large number of miRNAs in GBM was reported almost
simultaneously in 2005 [35,36]. Chan et al. demonstrated that inhibition of
miRNA-21 resulted in significantly increased apoptosis and, therefore, miRNA
may function as a microonkogene [35]. For several years, the number of studies
published on this subject has steadily increased and demonstrated new miRNAs,
whose expression was significantly altered in malignant gliomas compared with
normal brain tissues or lower — grade gliomas. We review four miRNAs which
may be important in malignant gliomas.
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2.2.1. MiR-21

One of the most common miRNAs identified by recent studies of gliomas is
miR-21 which was the first miRNA to be linked with glioma malignancy. The
expression profiling of miRNAs in GBM tissues identifies miR—21 as an
upregulated miRNA in glioma [35, 38]. Moreover, miR-21 levels in gliomas
correlate with tumor grade and low miR-21 levels in human tumors are
associated with slightly better survival [37]. MiR-21 has been revealed to act as
an anti—apoptotic factor that targets a network of p53, transforming growth
factor (TGF)- beta, and mitochondrial apoptosis tumor suppresor genes in GBM
cells. Inhibition of miR-21 induces glioma cell apoptosis, inhibits invasion and
represses growth of cancer cells (39-40). Mir—21 was also show to modulate the
chemosensitivity of glioma cells to many chemotherapeutic agents such as
doxorubicin, taxol, temozolomide [41]. Transfection with antisense-miR—21
has been shown to significantly increase GBM cell line sensitivity to both radio—
and chemotherapy [41, 42]. This aspect of its function makes miR-21 of
particular interest for exploitation in molecular therapy.

2.2.2. MiR-196

MiR-196a was found upregulated in GBM (grade IV) as compared with
grade III gliomas (anaplastic astrocytoma) and its expression levels correlated
with the malignant progression and poor prognosis. Expression of both miRNAs
(miR—-196a, miR—196b) was extremely high compared with other overexpressed
miRNAs in GBM, therefore miR—196a and miR—196b are considered to be
associated with the malignant transformation of gliomas. Moreover Guan
et al. suggest that miR—196 may be a prognostic predictor in GBM [43]. The
characteristic of miR—196 is the location in the vicinity of homeobox (HOX)
clusters within the genome of vertebrate genomes [44]. Recent studies have also
indicated clinical implications of HOX genes in GBM [45, 46], so the
implications of miRNA dysregulations in HOX clusters should be clarified for
GBM. However, this is more complicated, since the targets of miRNA usually
number more than 100. Another target of miR196a, annexin Al (ANXAL1), has
also been implicated in GBM as a mediator of apoptosis and an inhibitor of cell
proliferation [47]. Further studies are necessary to explain the clinical
implications and biological functions of miR—196 in malignant gliomas.

2.2.3. MiR-10b

Sasayama et al. reported that miR—10b plays a role in glioma invasion and
migration. MiR—10b expression was found upregulated in 43 glioma samples as
compared to non—neoplastic brain tissues and expression levels of miR—10b
were associated with higher grade glioma. Moreover, mRNA expressions of
RhoC and urokinase-type plasminogen activator receptor (uPAR), which were
thought to be regulated by miR—10b via HOXD10, statistically significantly
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correlated with the expression of miR—10b. Also, protein expression levels of
RhoC and uPAR were associated with expression levels of miR-10b.
In addition, multifocal lesions on enhanced MRI of 7 malignant gliomas were
associated with higher expression levels of miR—10b [48]. However, Gabriely et
al. demonstrated that in GBM a miR—10b regulated cell cycle and programmed
cell death via regulation of Bim, TFAP2C, pl6, and p21 but not HOXD10.
Moreover, survival of GBM patients expressing high levels of miR—10 family
members is significantly reduced in comparison to patients with low miR—10
levels, indicating that miR—10 may contribute to glioma growth in vivo.
In addition, inhibition of miR—10b in a mouse model of human glioma results
in significant reduction of tumor growth.This investigation suggest an important
role of miR—-10b in gliomagenesis, reveal a novel mechanism of miR—10b—
mediated regulation, and suggest the possibility of its future use as a therapeutic
target in gliomas [49].

2.2.4. MiR-128

The expression analysis revealed that miR—128 was downregulated miRNAs
in glioma and over expression of the miRNA led to the decreased cell
proliferation and tumour growth in vivo. The first target investigated, Bmi—1,
which normally drives stem cell renewal and glioma growth, was found to be
downregulated upon miR—128 induction [50]. MiR—-128 was also found by
another study to inhibit the proliferation of established glioma cells by targeting
the transcription factor E2F3a [51]. Papagiannakopoulos et al. found the two
growth factor receptors EGFR and PDGFRA, both typically overexpressed in
glioblastoma, to be repressed by miR—128 [52]. Moreover, other direct targets of
miR—128 include WEEI [53] and Msil, involved in proliferation, and p70S6K1,
involved in angiogenesis [54]. MiR—128 has been shown to be able to repress
the growth of glioma initiating cell in vivo [55]. These findings support that
miR—128 has a potential to achieve its therapeutic effect by suppressing
proliferation and enhancing differentiation of glioma initiating cells (GICs).

3. Glioma stem cells (GSCs)

Gliomas contain a small number of treatment-resistant glioma stem cells
(GSCs), and it is thought that tumor regrowth originates from GSCs, thus
rendering GSCs an attractive target for novel treatment approaches Glioma Stem
Cells (GSCs) have been isolated from GBM by several research groups [56-58].
Some studies suggest that GSCs form a small fraction of the total cell population
within GBM with the bulk of other tumor cells consisting of a mix of partially
differentiated cancer progenitor—like cells with limited proliferative capacity and
terminally differentiated cancer cells. GSCs have similar characteristics to
normal neural stem cells (NSCs), including self-renewal, tumorigenesis and
multipotency. A subset of GSCs expresses neural stem cell surface markers such
as nestin and CD133, a hematopoetic stem cell marker [59-62].
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Many studies reported that the fraction of CD133+ glioma stem cells
increased with the grade of the tumor as well as GSCs from more aggressive
tumors exhibited increased self renewal capacity compared to less aggressive
tumors. Moreover, CD133 + GSCs were found to be very resistant to
chemotherapeutic agents including temozolomide, carboplatin, paclitaxel
(Taxol) and etoposide (VP16) compared to autologous CD133 negative cells.
This resistance was probably contributed by the high expression in the SCs of
BCRP1 and MGMT, as well as the anti—apoptosis protein and inhibitors of
apoptosis protein families [62]. It is suggested that treatment should target this
small population of CD133 + CSCs in tumors to improve the survival of brain
tumor patients.

Several signaling pathways and molecules have been implicated in the
regulation of GSCs. The expression of PDGFR on NSCs led to the speculation
that their dysregulation might link NSCs to GSCs [63]. Moreover, the BMP—
BMPR signalling system, which controls the activity of normal brain stem cells,
was identified as a key inhibitory regulator of tumour—initiating, stem-like cells
from GBM [64] while STAT3 was shown to regulate the growth and self-
renewal of GSCs [65]. Blockage of the Sonic hedgehog (SHH) as well as the
NOTCH signaling pathways depletes GSC populations in GBM [66]. Myc was
shown to be an important target for the cooperative actions of p53 and Pten in
the regulation of normal and malignant stem/progenitor cell differentiation, self—
renewal and tumorigenic potential of GBM [67]. All of the above SCs
regulators could theoretically regulate various aspects of GSCs biology.

3.1. MicroRNAs in glioma stem cells

From among more than 100 published articles on microRNAs in gliomas,
only few addressed their roles in GSCs (Fig 2). One of the miRNAs— miR—7 is
implicated in the regulation of gene expression and function of glioblastoma
stem cells. MiR—7 inhibited the expression of EGFR and the activation of Akt in
the SCs line. Furthermor, miR—7 inhibited GBM stem cell proliferation and
invasion. MiR—7 was downregulated in human GBM tissue. This studies
therefore suggested, for the first time, a miRNA in the regulation of critical
genes and malignant parameters in GBM stem cells [68]. Others miRNAs—
miR—124 and miR—-124 were implicated in the differentation of NSCs and GSCs,
on the based on their CD 133 positivity [69]. Gal et al. examined the miRNA
profiles of glioblastoma stem cell (CD133+ cells) and non—stem cell (CD133
cells) populations and found that several miRNAs including miR—451, miR—486,
and miR—425 were upregulated in the CD133 — cells [70]. Moreover, recent
interesting study found that miR—451 promotes glioma cell growth and that its
levels are repressed by low glucose and induced by high glucose concentrations.
The effects of miR—451 were mediated by LKBI1, which it represses through
targeting its binding partner, CAB39 (MO25a). Overexpression of miR—451
sensitized cells to glucose deprivation, suggesting that its downregulation is
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necessary for robust activation of LKBI1 in response to metabolic stress. Thus,
miR—451 was proposed as a regulator of the LKB1/AMPK pathway, and as
a component of a fundamental mechanism that contributes to cellular adaptation
in response to altered energy availability [71]. Another study identified miR—128
as downregulated in GBM tissue as compared to normal brain by inhibited the
polycomb transcriptional repressor Bmi—1 [72]. MiR—128 was also found by to
inhibit the proliferation of established glioma cells by targeting the transcription
factor E2F3a. The protein levels of E2F3a in gliomas and normal brain tissues
were negatively correlated to the expression levels of miR—128 in these tissues.
Overexpression of miR—128 suppressed a luciferase—reporter containing the
E2F3a-3'UTR and reduced the level of E2F3a protein in T98G cells. Moreover,
knocking down of E2F3a had similar effect as overexpression of miR—128, and
overexpression of E2F3a can partly rescue the proliferation inhibition caused by
miR-128 [73].

Recent study uncovered critical roles for miRNA—-34a in glioblastoma stem
cells and showed that miR—34a expression inhibits various malignancy
endpoints in glioma stem cells. Importantly, data show for the first time that
miR—34a expression induces GSCs differentiation. This study suggest that miR—
34a is a tumor suppressor and a potential therapeutic agent that acts by targeting
multiple oncogenic pathways in brain tumors and by inducing the differentiation
of cancer stem cells [74]. MicroRNA-326 was identified as a direct regulator of
Notch expression in glioblastoma stem cells. Interestingly, miR—326 suppressed
Notch and was suppressed by Notch. MicroRNA-326 was downregulated in
gliomas via decreased expression of its host gene. Transfection of miRNA—-326
into stem cell-like glioma lines was cytotoxic, and was rescued by Notch
restoration. Furthermore, miR-326 transfection reduced glioma cell
tumorigenicity in vivo. In addition, miR—326 partially mediated the toxic effects
of Notch knockdown.This study suggesting microRNA-326 delivery as
a therapy [75]. The miR—17-92 cluster was also implicated in the regulation of
glioblastoma differentiation, apoptosis and proliferation. The study shown that
expression of several members of miR—17-92 was significantly higher in
primary astrocytic tumors than in normal brain tissue and significantly increased
with tumor grade. A high—level amplification of the miR—17-92 locus was also
detected in one glioblastoma specimen. Inhibition of miR—17-92 induced
apoptosis and decreased cell proliferation in glioblastoma neurospheres. MiR—
17-92 inhibition was also associated with increased mRNA and/or protein
expression of CDKNIA, E2F1, PTEN and CTGF. The CTGF gene was shown
to be a direct target of miR—17-92 in glioblastoma neurospheres by luciferase
reporter assays. The study therefore proposed that miR—17-92 and its target
CTGF mediate effects of differentiation—promoting treatment on glioblastoma
cells through multiple regulatory pathways [76].
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4. The role of microRNA exspression patterns in malignant gliomas
future directions in therapy

The identification of differences in the expression of miRNA genes in tumour
samples compared to normal brain tissues provides an automatic basis for their
utility for glioma diagnosis, classification and prognosis [77]. Furthermore, miRNAs
appear to be an attractive target for therapeutic intervention because the aberrantly
expressed miRNAs seem to play key role in pathobiology of cancer [78].

Since the introduction of the chemotherapeutic— temozolomide (TMZ) as
standard chemotherapy, concomitant TMZ and radiotherapy have improved both
progression—free survival and overall survival in patients with glioblastoma.
However, the clinical prognosis of patients with GBM remains poor, with
amedian overall survival of only 14.6 months with radiotherapy plus
temozolomide and 12.1 months with radiotherapy alone [82].

The cancer stem cell (CSC) hypothesis, that tumors are driven by
a subpopulation of tumor cells with stem cell-like properties, may provide new
insights into the radio— and chemo-resistance of GBM. Based on this
hypothesis, some therapies in which shrink tumors show reduced diameter might
not be associated with improved rates of cure if CSCs fail to be eliminated, and
the therapies targeting CSCs should prove clinically more effective [81].

The use of microRNAs in cancer therapy involves two approaches. The first
approach, which is rather more commonly followed, is to inhibit oncogenic
miRNAs with a gain of function using miRNA antagonists. The second
approach involves reintroduction of a tumour suppressor miRNA with the
resultant restoration of loss of function. Several research have shown the
potential use of miRNA-based approach in therapy of malignant glioma. One of
microRNAs— miR-21 being one of the most upregulated miRNAs in gliomas,
with anti—apoptotic and pro—invasive functions, appears to be an automatic
choice for therapeutic interventions [37—40]. Corsten et al studied the combined
effect of inhibiting miR-21 and neural precursor cells (NPC)-mediated
secretable variant of the cytotoxic agent tumour necrosis factor—related apoptosis
inducing ligand (S-TRAIL) on glioma (U87) tumour growth using an intra—
cranial glioma model using athymic mice. The ability of U87 glioma cells to
form tumour reduced significantly upon introduction of locked nucleic acid
(LNA) antimiR—21 oligonucleotides. Further, simultaneous injection of NPCs
expressing STRAIL along with miR-21 anti-miR treated U87 cells led to
synergistic cytotoxicity with the complete elimination of tumour growth [82].
Recently, some miRNAs have been reported to contribute to CSC properties and
cancer heterogeneity. MicroRNA—124, —137 [69], —34a [74], and —326 [75] have
been reported to play roles in the maintenance of cancer stem cell properties.
Further study of microRNAs function in cancer stem cell may lead to novel
therapy for GBM patients by inhibition of oncogenic miRNAs or replacement of
tumor—suppressor miRNAs. Molecular—targeted therapy based on microRNA
expression in cancer stem cells has the potential to allow more personalized and
effective therapy in the near future.
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Fig 2. MicroRNAs that have been shown to regulate SCs targets and functions [6]

5. Conclusions

In the multiple steps in cancer progression, microRNAs play significant roles
in each stage. For few years miRNAs have generated a huge excitement in the
cancer pathobiology. During this years, many studies demonstrated their role in
cell cycle, proliferation, cell death, apoptosis, cell migration and invasion,
metastasis, angiogenesis of gliomas, as well as many aspects of CSCs biology.
All of this aspects indicate that defects in microRNA regulatory network appear
to play a key role in glioma malignant pathogenesis. Many of reports have
clearly showed the utility of miRNA in glioma diagnosis, prognosis, therapy as
well as grading. However, further studies are needed to confirm these findings
for the eventual application in clinics and use of microRNAs as future agents or
target for glioma therapy.
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Rola mikro—Rna w diagnostyce, prognozowaniu i terapii zloSliwych
glejakéow

Streszczenie

MikroRNAs (miRNAs) to mate, 21-23 nukleotydowe czasteczki, niekodujace biatka, ktérych
kluczowa rola jest regulacja ekspresji genow na poziomie potranskrypcyjnym. Chociaz stanowia
stosunkowo nowa grupe czasteczek RNA, odkryta na poczatku lat 90— tych, to udowodniono, ze
odgrywaja one istotng role w regulacji wielu roéznych aspektéw zwigzanych z patobiologia
nowotwordw, w tym: w nowotworzeniu, angiogenezie, inwazji, apoptozie, a takze biora one udziat
w regulacji cyklu komorkowego oraz wptywaja na ekspresje glejowych komorek macierzystych.
Glejaki stanowig najczgstsza i najbardziej $miertelng grupe pierwotnych guzéw moézgu u ludzi
(gtéwnie glejak wielopostaciowy o $redniej dhugosci przezycia pacjentéw zaledwie 14 miesigcy).
Pochodzenie glejakéw w duzej mierze jest nieznane, ale sugeruje si¢, ze moga one powstawac
z glejowych  komoérek macierzystych (GSCs), ktore prawdopodobnie skladajg —sie
z transformowanych, neuronalnych komorek macierzystych (NSCs). Zastosowanie miRNA jako
biomarkeréw nowotworowych wzbudzito w ostatnich latach duze zainteresowanie. Globalne
wzory ekspresji miRNA w glejakach nie tylko pozwalaja odr6zni¢ guzy nowotworowe od
prawidtowych tkanek, ale mogg réwniez shuzy¢ jako potencjalne biomarkery diagnostyczne,
prognostyczne i terapeutyczne.

Stowa kluczowe: mikroRNA, glejak, GBM, biomarker, GSCs, NSCs

The role of micro—Rna in diagnosis, prognosis and therapy of malignant
gliomas

Abstract

MicroRNAs (miRNAs) are small, 21— 23 nucleotide—long, non—protein—coding molecules that
a key role is regulation of gene expression at the posttranscriptional manner. Although discovered
only recently in the early 1990s, this relatively new group of RNAs has already been proven to
play an essential role in the regulation of many various aspects of tumor pathobiology, including
tumorigenesis, angiogenesis, invasion, apoptosis, regulation of cell cycle and expresion of glioma
stem cells (GSCs). Gliomas are the most common and deadly primary human brain tumors (moslty
glioblastoma with an average life expectancy of only 14 months). The origin of gliomas is largely
unknown but there is suggestion that they might arise from glioma stem cells (GSCs), which might
consist of transformed neural stem cells (NSCc). The use of miRNAs as tumor biomarkers has
gained growing interest in the last few years. Global expression patterns of miRNA in gliomas
may not only distinguish brain tumors from normal tissues, but can also have potential diagnostics,
prognostic and therapeutic values.

Keywords: microRNA, glioma, GBM, biomarker, GSCs, NSCs
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Zaburzenia gospodarki weglowodanowej u ci¢zarnych —
etiopatogeneza i leczenie

1. Wprowadzenie

Obecnie, poprzez rozwdj medycyny, kobieta cigzarna moze uzyska¢ dobra
opieke lekarska. Szeroki wachlarz dziatan profilaktycznych ma zapewnié
mozliwo$¢ wezesnego wykrywania zaburzen zdrowotnych, a przez to da¢ szanse
na wczesne podjecie leczenia.

Zaburzenia gospodarki weglowodanowej wraz z ich najpowazniejszg forma
czyli cukrzyca stanowia zespo6t chordb, z ktéorymi boryka sie coraz wigksza
czgs¢ mieszkancOw naszego globu. Pomimo, iz zaburzenia gospodarki
weglowodanowej sa diagnozowane juz na etapie podstawowej opieki
zdrowotnej, a mechanizm ich powstawania zostat bardzo dobrze poznany, wciaz
nie jeste§my w stanie opanowa¢ do$wiadczanej dzi$ epidemii tych schorzen.

Szczegblnie narazone na skutki zaburzen gospodarki weglowodanowej sa
dzieci na prenatalnym etapie rozwoju. Przyktadowo, wady wrodzone u dzieci
z cigz powiklanych cukrzyca wystepuja

2-3—krotnie czesciej w porownaniu do populacji ogoélnej [1]. Dlatego tez
wczesne wykrycie zaburzen w gospodarce weglowodanowej u kobiet w cigzy
stanowi jeden z podstawowych elementow opieki potoznicze;.

2. Cukrzyca a cigza

Kluczowymi w rozwoju dziecka sg pierwsze tygodnie zycia, kiedy ma
miejsce organogeneza. W zwigzku z tym kazda kobieta w okresie aktywnoS$ci
prokreacyjnej powinna zadba¢ o zdrowie, migdzy innymi poprzez regularny
monitoring glikemii. Kobiety chorujace na cukrzyce powinny by¢ w stanie
wyrdéwnania metabolicznego cukrzycy juz na kilka miesiecy przed poczeciem.
Za gléwna bowiem przyczyne wszystkich zagrozen zwiazanych z zaburzeniami
gospodarki weglowodanowej w cigzy uwazana jest hiperglikemia [2,22].

Nalezy réwniez podkresli¢, iz cigza, ze wzgledu na fizjologiczne zmiany
zachodzace w organizmie kobiety, ma diabetogenny wplyw na organizm.
Podczas cigzy dochodzi do wyraznego wzrostu stezenia niektorych hormonéw
majacych bezposredni lub posredni wplyw na gospodarke weglowodanowa
organizmu np. prolaktyny, hormonu luteinizujacego, ludzkiej gonadotropiny

! jstepkowska@wum.edu.pl; Warszawski Uniwersytet Medyczny, Zaktad Dydaktyki
Ginekologiczno — Polozniczej
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kosmowkowej, laktogenu tlozyskowego, glukagonu. Wzrost stgzenia tych
hormonéw w cigzy skutkuje wzrostem insulinoopornosci i zwigkszonym
zapotrzebowaniem organizmu na insuling [4, 22].

Szczegolng wnikliwoscig diagnostyczng powinny by¢ objete kobiety z grupy
ryzyka cukrzycowego (sa to: otyto$§¢ lub nadwaga, wiek powyzej 25 lat,
poprzednio stwierdzona cukrzyca cig¢zarnych, cukrzyca w rodzinie, obecno$¢
przeciwciat przeciwwyspowych) [22].

Pacjentki w cigzy, ze zdiagnozowanymi zaburzeniami weglowodanowymi
powinny przez okres calej cigzy monitorowaé co ok. 3 tygodnie parametry
wrownania  diabetologicznego [2]. Podczas wizyt lekarskich, oprocz
podstawowych badan (jak morfologia krwi, stg¢zenie mocznika, kreatyniny oraz
badanie dna oka raz w trymestrze [2]) oceniana by¢ powinna samokontrola
glikemii, stgzenie fruktozaminy — co 3 tygodnie, st¢zenie hemoglobiny glikowanej
w kazdym trymestrze — przy czym nalezy wzig¢ pod uwage, ze niedobdr zelaza
wystepujacy u wielu kobiet w ciazy, zwicksza ilos¢ HbAlc poprzez zmiane
struktury czasteczki hemoglobiny ulatwiajaca jej glikacje [3, 22].

3. Zdefiniowanie pojec

Cukrzyca to zespdt zaburzen metabolicznych objawiajacych —sig
hiperglikemia, ktora jest wynikiem bezwzglednego lub wzglednego niedoboru
insuliny. Z hiperglikemia zwigzane sa zaburzenia w metabolizmie
weglowodanow, biatek, thuszczéw oraz w gospodarce wodno—elektrolitowe;,
ktore prowadzi¢ moga do uszkodzen narzadow i uktadow, ze szczegdlnym
uwzglednieniem naczyn krwiono$nych, nerek, nerwow i narzadu wzroku [5,22].
Biorac pod uwage wszystkie zaburzenia gospodarki weglowodanowej,
najpowazniejszym z nich jest cukrzyca.

Polskie Towarzystwo Ginekologiczne w opublikowanych pod koniec 2011
roku standardach postepowania u kobiet z cukrzyca wyrdéznia dwa rodzaje
cukrzycy wystepujace w cigzy: cukrzyce cigzowa (Gestational Diabetes Mellitus
— GDM) — gdy zaburzenia tolerancji weglowodanow lub cukrzyca rozwijaja sie
lub s3 po raz pierwszy wykryte w cigzy, oraz cukrzyce przedciazowa
(Pregestational Diabetes Mellitus — PDM) — gdy kobieta chorujaca na
ktorykolwiek z typow cukrzycy jest w ciazy [5,22].

Wysoce szkodliwy wptyw hiperglikemii na rozwijajacy si¢ organizm ludzki
wynika z fizjologii dzialania glukozy na komdrki i narzady. Glukoza
fizjologicznie przechodzi przez tozysko zgodnie z gradientem stezen, zas
prawidtowo zbudowane lozysko stanowi barier¢ dla hormondéw biatkowych
matki w tym rowniez dla insuliny matczynej [22]. Zatem podstawowy
metabolizm cukrow w organizmie dziecka regulowany jest wylacznie przez
insuling plodowa [22]. Hiperglikemia matki przeklada si¢ na hiperglikemie
u dziecka a w przypadku dhuzszego braku wyréwnania metabolicznego matki,
rozwinigta ketoza matki skutkuje przechodzeniem ketonow réwniez do krwi
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ptodu [22]. Oba te czynniki za$§ posiadaja teratogenny wplyw na rozwijajacy sie
organizm ludzki [22]. Nawet krotkie epizody ptodowej hiperinsulinemii,
zwigkszaja zapotrzebowanie na tlen (prowadzac do przej$ciowej hipoksji, a ta
stymuluje wyrzut katecholamin nadnerczowych) oraz stymuluja nadmierne
gromadzenie glikogenu [1, 22]. W dalszych nastepstwach wyrzuty katecholamin
ptodowych moga by¢ przyczyna plodowego nadci$nienia, przerostu mies$nia
sercowego oraz nadmiernej produkcji erytropoetyny [1, 7, 22].

Wszystkie opisane powyzej konsekwencje stanow hiperglikemicznych
stanowiacych potencjalny obraz metaboliczne niewyréwnanej cukrzycy moga
by¢ przyczyna poronien, porodow przedwczesnych, oraz powaznych odleglych
zaburzen rozwojowych dzieci (jak przenikanie z organizmu matki do krwi ptodu
przeciwcial przeciwinsulinowych) [22].

4. Pregestational Diabetes Mellitus — cukrzyca przedciazowa (PDM)

Jak wspomniano we wstepie niniejszej pracy, kobiety w wieku rozrodczym,
planujace cigzg i jednocze$nie chorujace na cukrzyce powinny by¢ objete
monitoringiem parametréw wyroOwnania metabolicznego. Wyrownanie
metaboliczne cukrzycy zapewnione by¢ powinno jeszcze przed poczeciem
dziecka i obejmowa¢ powinno caty okres przedkoncepcyjny (3—6 miesiecy przed
zaplodnieniem) [8, 22]. Wedlig standardéw, w okresie planowania ciazy
niezbedne jest uzyskanie wartosci glikemii na czczo w granicach 60—-100 mg/dl,
w lgodz. po positku w granicach 120-140 mg/dl, w 2 godz. po positku
w granicach 100— 120 mg/dl, a w nocy 70-90 mg/dl oraz nie powinna
wystepowac, ani glukozuria, ani ketonuria [5, 8, 9, 22]. Hemoglobina glikowana
nie powinna przekracza¢ dopuszczalnych wartosci HbA1C< 6,5 %. [5]

Wedlug zatwierdzonych przez Polskie Towarzystwo Ginekologiczne
standardow dla kobiet z cukrzyca przedcigzowa dla prawidlowego przebiegu
cigzy niezbedne jest uzyskiwanie wartosci glikemii na czczo w granicach
60-90mg/dl, przed positkami 60—-105mg/dl, w 1 godz. po positku <120mg/ dl,
wnocy >60mg/dl za§ kontrole stezenia glikowanej hemoglobiny nalezy
dokonywa¢ co 6 tygodni [5, 22]. Oprocz samej kontroli glikemii, kobiety
wcigzy z cukrzyca przedcigzowa powinny mie¢ wykonywane regularne
kontrole okulistyczne, co najmniej jeden raz w kazdym trymestrze ciazy [22].

Lekiem z wyboru u kobiet z cukrzyca przedcigzowa, zardwno w okresie
przedkoncepcyjnym jak i przez caly okres trwania cigzy jest insulina [9,22].
Zasada jest intensywna terapia insulinowa, najlepiej przy uzyciu osobistej
zewnetrznej pompy insulinowej z zastosowaniem ciaglego podskérnego wlewu
insuliny (CSII — continuous subcutaneous insulin infusion) [10,22].
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5. Gestational Diabetes Mellitus — Cukrzyca ciagzowa (GDM)

Cukrzyca cigzowa obejmuje zaburzenia tolerancji glukozy, ktore po raz
pierwszy wystapity albo zostaly wykryte w trakcie ciazy. Na cukrzycg ciazowa
choruja gtownie kobiety, u ktorych hiperglikemia rozwingta si¢ w czasie ciazy,
ale oczywiscie w grupie tej moga znalez¢ sie rowniez takie, u ktorych cukrzyca
(zarowno typu 1 jak i 2) istniala przed ciaza, lecz nie zostata wykryta [22].

Czynniki ryzyka rozwinigcia cukrzycy cigzowej obejmuja: wywiad rodzinny
w kierunku cukrzycy typu 2, cukrzyca cigzowa w przeszlosci (u 30% kobiet
powtarza si¢ w kolejnej ciazy), wielorddztwo, ciaza po 35 rz, urodzenie
uprzednio dzieci o masie powyzej 4 kg, zgon wewnatrzmaciczny, urodzenie
noworodka z wada, nadci$nienie tgtnicze lub BMI>27kg/m?2 przed ciaza [4,22].

Obecnie wyroznia si¢ dwie klasy cukrzycy cigzowej: G1 —gdy dla uzyskania
normoglikemii wystarcza leczenie dieta oraz G2 — gdy dla uzyskania
normoglikemii konieczne jest leczenie dieta oraz insuling [5,22]. Pozytywna
cecha cukrzycy ciazowej jest fakt, iz po porodzie najczg$ciej dochodzi do
normalizacji glikemii, cho¢ uwaza sie, ze wigkszo$¢ przypadkow cukrzycy
cigzarnych stanowi de facto wolno rozwijajaca si¢ cukrzyca 2 typu [11,22].
Wskazuje si¢ rowniez na podobienstwa genetyczne migdzy cukrzyca ciezarnych
a cukrzycg 2 typu. Sugeruje si¢, ze cukrzyca cigzowa oraz cukrzyca typu 2 moga
mie¢ wspdlne podloze genetyczne, tj. niektore warianty gendw zwigzane ze
zwigkszonym ryzykiem wystgpienia cukrzycy typu 2 moga rdwniez
predysponowac do pojawienia si¢ cukrzycy cigzowej [15,22].

Podstawowa kwestia w opiece potozniczej jest wczesne rozpoznanie
cukrzycy cigzowej oraz wdrozenie wilasciwego postgpowania leczniczego.
Wczesne wykrycie zaburzen gospodarki weglowodanowej jest jednym
z podstawowych parametréw rzutujacych na rozwoj nienarodzonego dziecka
1jego pozniejsza kondycje zdrowotna.

Pierwsze oznaczenie stgzenia glukozy we krwi powinno by¢ wykonane na
samym poczatku cigzy, przy okazji pierwszej wizyty u ginekologa, w celu
zdiagnozowania ewentualnych, niewykrytych wcze$niej zaburzen gospodarki
weglowodanowej [22]. Gdy wynik pomiaru glikemii na czczo wynosi ponizej
100mg/dl, cigzarna powinna zosta¢ zakwalifikowana do diagnostyki pomiedzy
24-28 tygodniem cigzy. Gdy glikemia na czczo jest nieprawidtowa i wynosi
migdzy 100mg/dl a 125mg/dl, nalezy wykona¢ w jak najkrotszym czasie test
obcigzenia 75g glukozy, natomiast w przypadku, gdy stezenie glukozy na czczo
jest rowne badz wyzsze niz 126mg/dl nalezy powtorzy¢ badanie na czczo
iwrazie ponownego wyniku réwnego lub wyzszego niz 126mg/dl nalezy
rozpozna¢ cukrzyce ciazowa [5,22].

Leczenie kobiety z rozpoznana cukrzyca ciagzowa stanowi¢ moze leczenie
wylacznie dieta lub dieta i insuling. Nalezy podkresli¢, ze dieta cukrzycowa
stanowi podstaweg terapii cukrzycy cigzowej i powinna by¢ prawidtowo
skonstruowana pod wzgledem jakosci i ilo$ci sktadnikow [22].
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Dzienna racja pokarmowa powinna sktada¢ si¢ w 40—45% z weglowodanow
(z przewaga zlozonych — warzywa, pieczywo pelnoziarniste, kasze), w 30%
z biatka, w 20-30% z tluszczow (z przewaga wielonienasyconych) [18,22].
Przyjmowane positki powinny zabezpieczy¢ prawidlowy przyrost masy ciala,
tj. Srednio 8—12kg w zaleznosci od wyjSciowej masy ciata. Prawidlowa dieta
zapewnia fizjologiczny rozwoj plodu i pozwala na lepsza kontrole metaboliczna
cukrzycy a nawet redukcje dawek insuliny [5 18, 22].

Wszystkie kobiety w ciazy, szczegélnie za$ ze zdiagnozowana cukrzyca
cigzowa nalezy rowniez uczula¢ na konieczno$¢ podejmowania umiarkowane;j,
systematycznej aktywnos$ci fizycznej. Wysitek fizyczny bowiem nie tylko
wspomaga rozktad glukozy, lecz rowniez zmniejsza insulinooporno$¢ tkanek [22].

W kazdym przypadku, gdy leczenie dietetyczne nie zapewnia wyréwnania
metabolicznego cukrzycy nalezy dodatkowo wdrozy¢ insulinoterapig.
Terapeutyczne dawki insuliny w cukrzycy ciazowej wahaja si¢ od kilku do
kilkudziesieciu jednostek na dobe, zawsze dobierane by¢ powinny
indywidualnie, wedtug pozioméw glikemii [5,22].

W trakcie cigzy u kobiet z cukrzyca cigzowa pamigta¢ nalezy rdwniez
o zwigkszonym ryzyku wystapienia nadcis$nienia indukowanego cigza (czestosé
wystgpowania ocenia si¢ na 9,9-30% w poréwnaniu z 4,3% w grupie kontrolne;
[6]) oraz stanu przedrzucawkowego [22]. Przyczyny czestszego wystepowania
tych patologii upatruje si¢ w mikroangiopatii cukrzycowej oraz
W niewystarczajagcym metabolicznym wyréwnaniu cukrzycy [6,22].

Zaburzenia gospodarki weglowodanowej i wynikajace z nich inne patologie
jak zaburzenia lipidowe pojawiaja si¢ najczesciej w drugiej potowie cigzy
i skutkowa¢ moga wystgpowaniem nadmiernej masy ptodu (powyzej 90 centyla
dla danego wieku cigzowego) lub makrosomii (bezwzgledna masa ptodu powyzej
4200g) [5,22]. W patomechanizmie tych zmian uwzgledni¢ nalezy dziatanie samej
glukozy. Glukoza przenikajaca przez tozysko w nadmiarze, powoduje u ptodu
przerost komorek beta i ich wtoérng nadczynnos¢. Efektem nadczynnos$ci komorek
beta ptodu moga by¢ stany hiperinsulinemii za§ nadmierna produkcja insuliny
ptodowej prowadzi bezposrednio do nadmiernego wzrostu dziecka. [6,22] Insulina
1 insulinopodobny czynnik wzrostu I i II (insulin-like growth factors — IGF) sa
glownymi czynnikami wzrostu ptodu [6,22].

Zaréwno hiperglikemia jak i hiperinsulinemia ptodowa stymuluje proces
lipogenezy i rozrost tkanki thuszczowej. Nadmierna masa ptodu, makrosomia
odpowiada¢ mogg za wystepowanie urazow okotoporodowych. Wiaze si¢ z nimi
rowniez coraz wigkszy odsetek cesarskich cie¢ i urazéw okotoporodowych
kanatu rodnego rodzacej [5,22].

Po porodzie dziecka matki z cukrzyca nalezy szczegdlng opieka otoczyc
noworodka. Ze wzgledu na mozliwe powiklania zwigzane z zaburzeniami
metabolicznymi w okresie zycia ptodowego, stan kliniczny noworodka trzeba
oceni¢ bardzo wnikliwie oraz pilnie monitorowa¢ funkcje zyciowe w pierwszych
dobach po narodzinach [22]. Nadmierna produkcja insuliny u ptodu
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w odpowiedzi na hiperglikemie¢ u matki moze by¢ przyczyna -ciezkiej
hipoglikemii w okresie noworodkowym (hipoglikemia u noworodka klinicznie
manifestuje si¢ niepokojem, niechecia do picia, blado$cia powtok skornych,
placzliwosdcia, drzeniami, przyspieszeniem oddechu, drgawkami, ze $pigczka
wlacznie) [9,22]. Poza hipoglikemia, nalezy bra¢ pod uwagg tez inne zaburzenia
u noworodka matki z cukrzyca (hiperbilibrubinemii, hipokalcemii czy
hipomagnezemii) [9,22].

6. Podsumowanie

Cukrzyca towarzyszaca ciazy stanowi powazny problem kliniczny, gdyz
wigze si¢ z wysokim ryzykiem zdrowotnym zaréwno dla matki jak i dziecka.
Jednocze$nie moze indukowac¢ odlegte zaburzenia metaboliczne u dzieci z ciaz
powiktanych cukrzyca. Leczenie zaburzen gospodarki weglowodanowe;j
u kobiet w cigzy wymaga specjalistycznej opieki lekarskiej oraz dyscypliny
i samokontroli ze strony pacjentki. Bardzo istotnym zagadnieniem jest rowniez
edukacja matek w zakresie prawidtowej pielegnacji noworodka, ktéra obejmuje
tez odpowiednie karmienie — karmienie piersia, ktore wywiera dobroczynny
wptyw na rozwoj dziecka, szczegodlnie z ciazy powiklanej cukrzyca.
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Zaburzenia gospodarki weglowodanowej u ci¢ezarnych — etiopatogeneza
i leczenie

Streszczenie

Cukrzyca okresla si¢ zespot przewlektych zaburzen metabolicznych, objawiajacych sie hiperglikemig
spowodowang bezwzglednym lub wzglednym niedoborem insuliny, ktory prowadzi do zaburzen
w metabolizmie weglowodanow, biatek, thuszezow 1 w gospodarce wodno—elektrolitowe;.

Cukrzyca cigzowa obejmuje zaburzenia tolerancji weglowodanéw, rozwijajace si¢ lub po raz
pierwszy rozpoznane w czasie trwania cigzy. Po porodzie zaburzenia tolerancji glukozy zazwyczaj
ustepuja, jednak u czesci pacjentek w nastgpnych latach ujawniajg si¢ stany przedcukrzycowe lub
cukrzyca typu 2.

U kobiet z cukrzyca cigzowa czeSciej obserwowane sg powiklania w trakcie cigzy i porodu.
Czesciej obserwuje si¢ rowniez powiktania wéréd noworodkow.

Woezesne rozpoznanie choroby moze ograniczy¢ narazenie plodu na matczyng hiperglikemie
i zmniejszy¢ ryzyko powiktan. Cigza powiklana cukrzyca stanowi ciaz¢ wysokiego ryzyka i wymaga
szczegoblnego nadzoru ze strony specjalistow réznych dziedzin nad ci¢zarna i jej dzieckiem.

Stowa kluczowe: cigza, cukrzyca przedciazowa, cukrzyca cigzowa, kontrola glikemii, leczenie
cukrzycy cigzowej.

Disorders of carbohydrate metabolism in pregnancy — etiology and
treatment

Abstract

The term of diabetes mellitus describes a syndrome of chronic metabolic disorders, manifested by
hyperglycaemia, resulting from either absolute or relative hypoinsulinaemia, leading to disturbances in
the metabolism of carbohydrates, proteins, fats, and in the water—electrolyte balance.

Gestational diabetes mellitus (GDM) is defined as a carbohydrate intolerance of varying severity
with onset or first recognition during pregnancy. Most women with GDM return to normal glucose
tolerance after delivery, but have an increased risk of developing diabetes in the next years. In
women affected by GDM, complications are more frequently observed, both in the course of
pregnancy and during delivery, as well as problems are also more frequent in neonates from
mothers with GDM vs. healthy newborns.

Early diagnosis of the disease may reduce fetal exposure to maternal hyperglycemia and decrease
the risk of complications.

Diabetic pregnancy is a high risk pregnancy, requiring targeted, highly specialized monitoring of
woman and foetus by physicians of different specializations.

Key words: pregnancy, pregestational diabetes, gestational diabetes, glycemic control,
management of gestational diabetes.
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Zachowania zdrowotne studentow lubelskich uczelni

Wstep

Czym sa zachowania zdrowotne? Najogolniej mowigc sg to czynno$ci lub ich
brak, podjete w celu podnoszenia potencjatu zdrowia lub jego utrzymania.
Zachowania te mogg mie¢ charakter pozytywny, wtedy nazywamy je
prozdrowotnymi lub negatywny, czyli antyzdrowotny. Biorac pod uwage
czynniki §rodowiskowe majace istotny wptyw na zachowanie zdrowia, zaliczy¢
mozna miedzy innymi: sposob odzywiania, aktywno$¢ fizyczna, pewne postawy
oraz nawyki, co stanowi ogodlnie pojety styl zycia. W ramach badan na bazie,
ktorych powstala ponizsza publikacja postanowity§my wzia¢ pod lupe podejscie
studentow lubelskich uczelni wyzszych do wlasnego zdrowia oraz do
podstawowych badan laboratoryjnych. Intersujace jest czy osoby zdobywajace
wyksztalcenie wyzsze i1 posiadajace potencjalng wiedze na temat prawidtowych
zachowan zdrowotnych stosuja si¢ do nich. Poza ogdlnie pojetym stylem zycia
majacym wplyw na zachowanie zdrowia, wazne sg rowniez efekty dziatania
medycyny, do ktérych poniekad zaliczy¢ mozemy badania laboratoryjne oraz
niektore dziatania profilaktyczne. Profilaktyka chordob to wszelkie dziatania
i$rodki stosowane w celach zapobiegawczych. Moze by¢ prowadzona na
roznych poziomach i w réznych strategiach. Jednym z wazniejszych zachowan
prozdrowotnych jest wykonywanie laboratoryjnych badan profilaktycznych. Sa
to badania tak malo wymagajace, bo gtéwnej mierze bezbolesne, nieinwazyjne,
powszechnie dostepne oraz szybkie, a zarazem niosace za soba wiele korzysci.
Stanowig czgsto pierwszy krok w wieloetapowej diagnostyce powaznych
schorzen [1-6].

Do panelu laboratoryjnych badan diagnostycznych zaliczamy miedzy
innymi: morfologi¢ krwi z rozmazem, analiz¢ og6lng moczu, badanie katu oraz
badania biochemiczne. Oznaczanie morfologiczne parametrow czerwono—
i bialo krwinkowych moze by¢ bardzo przydatne we wstepnym rozpoznaniu
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choroby uktadu krwiotwérczego i krwiono$nego, takich jak anemia czy
biataczka oraz innych patologii. Analiza og6lna moczu natomiast dostarcza
informacji na temat stanu uktadu moczowego, zakazen drog moczowych oraz
uktadu krazenia. Dzigki temu badaniu mozemy réwniez uzyska¢ informacje na
temat obecno$ci u pacjenta chordb metabolicznych jak np. cukrzyca. Z kolei
w ramach badan biochemicznych mozemy wykona¢ pomiar poziomu glukozy,
lipidogram, enzymy watrobowe, hormony. Odpowiednio wczesne wykrycie
i prawidlowo postawiona diagnoza pozwala w wickszo$ci przypadkow na
skuteczne wyleczenie lub zapobiegnigcie rozwoju choroby. Ze wzgledu na to, ze
wiele jednostek chorobowych przebiega bezobjawowo, czesto jedynym
sposobem ich ujawnienia w odpowiednio wczesnym stadium, jest wykonanie
badan profilaktycznych [1-6].

1. Cel pracy

Celem naszej pracy bylo zobrazowanie podejscia studentow lubelskich
uczelni wyzszych, do wiasnego zdrowia, profilaktyki najpowszechniejszych
chordb, podstawowych badan laboratoryjnych, oraz rozumienia wynikow badan.

Postanowity§my réwniez sprawdzi¢ oraz przedstawi¢ zrodla, z ktérych
mtodzi ludzie czerpia wiedz¢ na tematy zwigzane z medycyna, profilaktyka oraz
zachowaniem zdrowia.

2. Material i metody

Grupe badang stanowito 350 studentéw, w tym 249 kobiet.

Przepytalismy studentow w wieku od 19 do 26 lat, z czego wigkszos¢
stanowili 24—latkowie.

Badani byli studentami nastgpujacych Ilubelskich wuczelni wyzszych:
Uniwersytet Przyrodniczy (30%), Uniwersytet Marie Curie-Sktodowskiej
(27%), Politechnika (15,5%), Katolicki Uniwersytet Lubelski (13%),
Uniwersytet Medyczny (10%). Wsrod ankietowanych, przewazajaca czgS$¢
stanowia mieszkancy wsi (ok. 37%), oraz duzego miasta (30%). Pozostali to
mieszkancy mniejszych miast (ok. 33%).

Sposrod pytanych, ok. 43,2% okresla swoj status materialny jako $redni,
znaczna mniejszo$¢, bo nieco mniej niz 6% deklaruje status bardzo dobry.

Wyniki badan zostaly uzyskane na podstawie wlasnej autorskiej ankiety
zawierajacej 50 pytan (w niniejszym opracowaniu wykorzystano czes¢ wynikdéw
przeprowadzonej ankiety, pozostale stanowig podstawe innego opracowania).
Formularze rozestane zostaty droga internetowa, a studenci wybrani zostali
losowo 1 odpowiadali na pytania anonimowo.
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3. Wyniki badan

Respondenci na pytanie ,czy dbasz o swoje zdrowie?” Najczesciej
odpowiadali ,,nie dbam”, 1/3 z nich odpowiedziata, iz nieszczegdlnie dba
o swoje zdrowie, jedynie 20% ankietowanych odpowiedziato twierdzaco ,.tak,
dbam o wiasne zdrowie”. Ponad 2/3 studentéw twierdzi, ze zyje w ciaglym
stresie, tylko 15% z nich deklaruje, Ze potrafi sobie z nim radzi¢. Na pytanie jak
okre$laja swoj sposob odzywiania, studenci najczesciej odpowiadali ,,odzywiam
si¢ niezdrowo” lub ,odzywiam si¢ niezbyt zdrowo”, jedynie 19%
ankietowanych deklaruje zdrowy sposob odzywiania. Co do aktywnosci
fizycznej respondenci przyznaja, iz ,nie uprawiaja sportu”(34%), 22%
odpowiedzialo, ze uprawia sport, ale nieregularnie. Pozostali deklaruja regularna
aktywno$¢ fizyczng. Na pytanie o stosowanie uzywek studenci odpowiedzieli
nastgpujaco: 31% regularnie pije alkohol i\Mlub pali papierosy. 40%
odpowiedzialo ,,zdarza mi si¢, natomiast ok. 1/3 nie pije regularnie alkoholu
inie pali papierosow. Zdecydowana wigkszo§¢ respondentow (ponad 90%)
przynajmniej raz w zyciu wykonala badania laboratoryjne. Potowa z nich
wykonata badania w ciggu ostatnich 6 miesigcy, a prawie 1/4 w przeciagu
ostatniego roku. Niepokojace jest jednak to, ze ok. 7,4% ankietowanych
przyznaje, ze nigdy do tej pory nie wykonalo zadnego badania laboratoryjnego.
Zdecydowana wickszo$¢ badanych studentéw zdaje sobie sprawe, ze badania
laboratoryjne sa niezbedne do diagnozy wielu choréb.

Studenci niewykonujacy badan, jako usprawiedliwienie najczesciej podawali:
brak symptoméw choroby, brak czasu deklarowalo 58 osob, strach przed
pobraniem krwi — 52 osoby. Ok. 10% studentéw nie wiedzialo, ze badania
laboratoryjne mozna wykona¢ w celach profilaktycznych, i Ze cena badan panelu
podstawowego jest dos¢ niska. Taki sam odsetek ankietowanych unika badan, ze
wzgledu na obawy wykrycia u siebie mozliwej choroby.

Mtodzi ludzie najczesciej wykonywali badania krwi, moczu i katu. W 1/3
przypadkow badania te byly wykonane na zlecenie lekarza, a 76 pytanych
wykonato badania z wlasnej inicjatywy.

ByliSmy réwniez ciekawi, z jakich zrédel wiedzy korzystaja studenci
poszukujac informacji na temat badan laboratoryjnych oraz profilaktyki chordb.
Rozktad uzyskanych odpowiedzi prezentowal si¢ w nastepujacy sposob:
rysunek [1].
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M od lekarza lub innego
personelu medycznego

M z Intemety

od znajomych, rodziny
M z zajed na uczelni
M :z literatury medyczne
B z gazet/poradnikiw
M z seriali o termatyce
W : telewizji
B z akej profilaktyczny. ..
M nie czerpie wiedzy na...

7.4%

10.1%

M z innych Zrddel (poda...

Rys.1. Przedstawia zrédla informacji na temat badan profilaktycznych, z ktoérych najczesciej
korzystaja studenci [opracowanie wlasne]

W celu sprawdzenia wiedzy badanych na temat jednego z podstawowych
i najczesciej wykonywanych badan diagnostycznych, a mianowicie morfologii,
zapytaliémy studentow czy wiedza, na czym dokladnie polega to badanie.
Ok. 95% studentow wie, czym jest badanie morfologiczne krwi jednakze prawie
polowa z nich nie potrafi rozszyfrowac pojawiajacych si¢ na wyniku skrotow
takich jak: RBC (Red Blood Cells, czyli krwinki czerwone), WBC (White Blood
Cells, czyli krwinki biate), oraz PLT (Platelets, oznaczajace ptytki krwi).

W ramach podstawowego panelu badan wykonuje si¢ rowniez biochemiczne
oznaczanie lipidow krwi. W zwiazku z tym zadaliSmy pytanie czy lubelscy
studenci wiedzg, czym sa frakcje HDL i LDL cholesterolu. Blisko potowa z nich
posiada podstawowg wiedze na ten temat, 1/4 tylko czgéciowo, z kolei prawie
30% respondentow nie rozrdznia frakeji cholesterolu o wysokiej (HDL) i niskiej
(LDL) gestosci lipoprotein, potocznie zwanego dobrym i ztym cholesterolem.

Potowa badanych studentow uwaza, ze badania powinny by¢ wykonywanie
przynajmniej raz w roku natomiast pozostali twierdza, ze taka konieczno$¢
istnieje dwa razy w roku.

Coraz prezniej rozwijajacym si¢ w ostatnich czasach dziatem diagnostyki jest
genetyka laboratoryjna. Dlatego tez byliSmy =zainteresowani czy lubelscy
studenci posiadaja wiedz¢ zwigzana z tym tematem. 82% badanych slusznie
kojarzy badania genetyczne z diagnostyka chorob genetycznych, oraz réwnie
czgsto nasuwaja sie skojarzenia z kryminalistyka i ustalaniem ojcostwa.
Poprosilismy badanych by wybrali kilka okreslen, ktore wedtug nich najlepie;j
obrazuja badania genetyczne, co prezentujemy w ponizszej tabeli:
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Tabela 1. W tabeli przedstawiono rozktad odpowiedzi dotyczacych badan genetycznych

Odpowiedzi Hlo$¢ | Procent

1 Badaqla genetyczne mozna wykona¢ u kazdego 264 31,13
czlowieka

’ Bad.ar}la gepetyczne sa be.zpleczne, bezbolesne i nie sa 215 |25.35
obcigzone zadnym ryzykiem

3 | Badania genetyczne mozna wykona¢ z probki krwi 197 (23,23

4 Badar}la genetyczne mozna wykona¢ przed zaj$ciem 105 |12.38
W Cigze
Badania genetyczne sg bardzo skomplikowane

5. S 60 |7,08
1 wykonuje si¢ je bardzo rzadko
Badania genetyczne sg bardzo inwazyjne, bolesne

6. . - 5 0,59
1 niebezpieczne

7 | Badania genetyczne nie s3 wykonywane w Polsce 2 0,24

Zrodto: Opracowanie wiasne

Jak pokazuja badania, nasi studenci wykazuja si¢ rowniez znaczacym poziomem
wiedzy na temat choroby cywilizacyjnej jaka jest cukrzyca. Wiedza oni, ze choroba
ta moze dotkng¢ kazdego z nas. Studenci sa $§wiadomi, ze w celu postawienia
diagnozy cukrzycy, nie mozna kierowa¢ si¢ jednorazowym, przygodnym
oznaczaniem poziomu glukozy we krwi wlo$niczkowej za pomoca glukometru,
natomiast w celu postawienia diagnozy, nalezy wykona¢ badania wedhug
konkretnych wytycznych Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego.

W celu podsumowania naszych badan poprosiliémy ankietowanych, aby
samodzielnie ocenili swoj stan wiedzy z zakresu laboratoryjnych badan
profilaktycznych. W tym celu stworzyliémy skale od 1 do 5, gdzie 1 to bardzo staby
stan wiedzy, natomiast 5 — odzwierciedla stan bardzo dobry.

Niecate 50 % respondentow okre$la swdj poziom wiedzy dostatecznie, natomiast
blisko 30% twierdzi, ze jest dobrze zorientowanych w kwestii profilaktyki
laboratoryjnej. W$rod pozostatej czesci studentow (ok. 20%) samoocena wypadta
raczej stabo.

4. Whnioski

W oparciu o uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze studenci nie przykladajg si¢
zbytnio do dbania o wiasne zdrowie. Wsrod studentéw przewazaja raczej
zachowania antyzdrowotne niz prozdrowotne. Po za tym wigkszo$¢ studentow zyje
w ciagglym stresie, a tylko nieliczni potrafig sobie z nim radzi¢. Wigkszos¢ deklaruje,
ze odzywia si¢ niezdrowo i nie prowadzi aktywnego trybu zycia. Na podstawie
przeprowadzonych przez nas badan, mozemy twierdzi¢ tez, ze lubelscy studenci
posiadaja znaczaca wiedze na temat profilaktyki oraz wykonywanych w jej celu
badan laboratoryjnych. Dos¢ istotny jest réwniez fakt, iz potrafia samodzielnie
oceni¢ swoja wiedze na ten temat. Sa oni zorientowani co na wyniku badan
oznaczaja podstawowe skroty oraz czym zajmuje si¢ genetyka laboratoryjna.
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Mtodzi ludzie sa §wiadomi, ze badania nalezy wykonywac nie tylko, gdy
pojawia si¢ symptomy choroby, ale bardzo wazne jest regularne monitorowanie
stanu swojego zdrowia. Studenci wiedza réwniez, ze odpowiednio wczesne
zdiagnozowanie danej choroby, umozliwia skuteczniejsze i szybsze jej leczenie.
Jak wynika z badan, najbardziej znaczaca role w edukacji zdrowotnej miodych
ludzi odgrywaja lekarze majacy bezposredni kontakt ze studentami. W zwiazku
z tym, powinni oni doktada¢ wszelkich staran, aby w mozliwie najwigkszym
stopniu ksztattowa¢ §wiadomos$¢ mtodego pokolenia o wielkiej wadze wczesnej
profilaktyki oraz namawia¢ do prozdrowotnego stylu zycia.

Nalezy mie¢, §wiadomo$¢, ze informacje zamieszczane w sieci powinny by¢
rzetelne i potwierdzone, gdyz znaczna wiekszo$¢ mtodych ludzi swoja wiedze
czerpie wlasnie z Internetu. Bardzo fatwy dostgp oraz mnogos¢ informacji nie sa
niestety gwarantem ich wiarygodnos$ci, z tego tez wzgledu nalezy zawsze
potwierdza¢ zwlaszcza te informacje, ktore moga przyczynia¢ si¢ do
pogorszenia stanu zdrowia. W catoSciowym ujeciu, nalezy przyznaé, ze wyniki
badan sg dla nas satysfakcjonujace. Swiadcza one o dos¢ duzym zaangazowaniu
mtodego pokolenia w profilaktyke wlasnego zdrowia oraz $wiadomos$ci na temat
stanu zdrowia spoteczenstwa. Dzigki przeprowadzonym badaniom jesteSmy
w stanie przynajmniej w pewnym stopniu wskaza¢, ktore dziedziny diagnostyki
laboratoryjnej nalezy bardziej promowac, aby polepszy¢, jakos¢ leczenia lub
zupelnie zapobiec pewnym stanom chorobowym. Niepokojacy jest jednak fakt,
iz mimo tak wysokiego stanu wiedzy na temat profilaktyki chordb, studenci
rzadko si¢ do niego stosuja.

Uwagi ogdlne

Praca powstata z wykorzystaniem sprzetu zakupionego w ramach Projektu:
., Wyposazenie innowacyjnych laboratoriow prowadzqcych badania nad nowymi
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Zachowania zdrowotne studentow lubelskich uczelni

Streszczenie

Praca ma na celu przedstawienie postaw studentéw uczelni lubelskich, dotyczacych dbania
o wlasne zdrowie. Studenci wypowiedzieli si¢ na temat stylu zycia, jaki prowadza, sposobu
radzenia sobie ze stresem, aktywnos$ci fizycznej oraz sposobu odzywiania. W pracy poruszyliSmy
tez temat profilaktyki choréb oraz zrodta, z jakiego studenci czerpig wiedzg na ten temat. Artykut
ten zostal napisany na podstawie wynikow badan uzyskanych metoda sondazu diagnostycznego
z wykorzystaniem autorskiego kwestionariusza. W tym celu przepytano 350 studentow,
wybranych losowo, a przeprowadzona ankieta byta anonimowa. W oparciu o uzyskane wyniki
mozna stwierdzié, ze studenci zyja w stresie i maty odsetek z nich potrafi sobie z nim radzié.
Mtodzi ludzie nie przyktadaja zbytniej wagi do zdrowego stylu zycia. stan wiedzy studentéw
odnosnie profilaktyki chorob jest zadowalajacy. Nasuwajacym si¢ wnioskiem jest jednak
konieczno$¢ statego poszerzania zasobow wiedzy mtodych ludzi, poprzez propagowanie zdrowego
stylu zycia i przeprowadzania w tym celu akcji profilaktycznych.

Stowa kluczowe: zachowania zdrowotne, zdrowy styl zycia, diagnostyka, profilaktyka

Health behavior of Lublin university students

Abstract

The article below aims at showing attitudes of Lublin university students towards taking care of
their own health. Students said about life—style that they are leading, physical activity and
nutrition. They also told us how do they cope with stress. The other problem that we mentioned in
this study was disease prevention and the sources where young people are looking for information
about it. The article was written on the basis of the results obtained using the diagnostic poll
method with the use of an original survey questionnaire. In order to do this, 350 randomly selected
students were surveyed, and the poll was anonymous. Based on the obtained results, one may state
that students live in stress and just a small part of them is able to cope with it. Young people don’t
care too much about healthy life—style. The level of knowledge in relation to preventive laboratory
tests is satisfying. However, the conclusion that comes to mind is that there is still a need for the
continuous efforts to increase young people’s knowledge through the promotion of healthy life—
style and through the undertaking of prophylactic efforts for this reason.

Key words: health behaviors, healthy lifestyle, diagnostics, prophylaxis
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Zagrozenie zanieczyszczenia Srodowiska oocystami
pierwotniaka Cryptosporidium parvum

Wstep

Cryptosporidium jest kosmopolitycznym (wystgpujacym we wszystkich
krajach $§wiata) i monoksenicznym (rozwdj odbywa si¢ u jednego zywiciela)
pasozytem, glownie jelita cienkiego. Osiedla si¢ w enterocytach w wakuoli
migdzy cytoplazma, a blong komodrkowsa. Spotykane sa rowniez przypadki
inwazji pierwotniaka w ukladzie oddechowym szczeg6lnie u dzieci, ale do tej
pory nie zostal opisany cykl rozwojowy w tym ukladzie. Najrzadziej
pierwotniak zasiedla drogi zolciowe, pecherzyk zoélciowy, spojowke oraz
przewody trzustkowe. Najbardziej rozpowszechniony w $§rodowisku jest C.
parvum, posiada az 152 zywicieli. Gatunek C. parvum obejmuje ponad 90 typdéw
i sklada si¢ na niego kilka populacji o réznych genotypach i odmiennej
specyficzno$ci gatunkowej, w tym genotyp antroponotyczny atakujacy
wylacznie ludzi, genotyp zoonotyczny wystepujacy u ludzi i przezuwaczy oraz
wiele innych genotypdéw odpowiedzialnych za infekcje u naczelnych, $wini,
myszy, psow 1 innych. [1, 2]

Cryptoposporidium parvum jest drobnym, owalnym pierwotniakiem
owielkosci 2-3 pm. W jelicie cienkim zywiciela wystgpuje w postaci
wegetatywne] czyli trofozoitu, zdolnego do wykonywania podstawowych
czynnosci zyciowych. [3]

Szacuje sig, ze u zdrowych ludzi dawka inwazyjna wynosi okoto 10 oocyst,
au osob z obnizong odpornoscia juz jedna moze wywola¢ chorobg. Wedtug
danych WHO dla dawki wynoszacej 1000 oocyst prawdopodobienstwo inwazji
wynosi 100%. [4, 5]

Wrotami inwazji pasozyta s3 w organizmie czlowieka jama ustna i jama
nosowa. Oocysty moga dostawaé si¢ do naszego ustroju wraz
z zanieczyszczonym pozywieniem/woda lub inhalacyjnie z wdychanym
powietrzem. Posta¢ inwazyjna pierwotniaka moze wnika¢ na drodze kontaktu
z zarazonym zwierzeciem lub pacjentem. Najwigkszym rezerwuarem

! Studenckie Koto Naukowe dziatajace przy Katedrze i Zaktadzie Biologii z Genetyka
Wydziatu Farmaceutycznego z Oddzialem Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie, grzegorz.adamczuk3@wp.pl

2 Studenckie Koto Naukowe dzialajace przy Katedrze i Zaktadzie Biologii z Genetyka
Wydziatu Farmaceutycznego z Oddzialem Analityki Medycznej Uniwersytetu Medycznego
w Lublinie, m.czochra@gmail.com
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zoonotycznym sg zarazone zwierzeta, ktore wraz z katem wydalaja occysty do
srodowiska 1 sa ciaglym zrédlem inwazji. Szczegoélnie cieleta zarazone
w warunkach naturalnych wydalaja kilka do kilkunastu milionow oocyst na
dobe. Opisano rowniez zarazenia czlowieka oocystami wydalanymi wraz
z katem przez koty, psy i konie. Zauwazono jednak, ze czasem staly i bliski
kontakt ludzi ze zwierzetami hodowlanymi moze powodowaé zwigkszona
odpornos¢ na inwazje 1 wzrost liczby przypadkéw bezobjawowe]
kryptosporidiozy. [6, 7]

Cryptosporidium nie roznosi si¢ poprzez kontakt z zarazong krwig. Gtéwna
droga =zarazenia jest zanieczyszczona oocystami woda powierzchniowa,
wodociggowa, badz woda na plywalniach, co udowodniono na podstawie
analizy przyczyn licznych epidemii. W USA oocysty Cryptosporidium
stwierdzono w 65 — 97% badanych probkach wody. Bezposrednie zarazenia
cztowiek — cztowiek sa najczestsze w skupiskach ludzi jakie stanowia domy
opieki, przedszkola itp. Nierzadko dochodzi do zarazen rodzinnych. U os6b
immunologicznie kompetentnych oocysty sa wydalane zazwyczaj przez 1 — 2
tygodnie, natomiast osoby z obnizona odpornoscia stanowia zrddlo zarazenia
przez wiele miesiecy, a niekiedy przez lata. [6, 8]

Kryptosporidioza jest jedna z najpowszechniejszych na $§wiecie chorob
zakaznych przenoszonych przez wodg. Stanowi ona ponad 50% chorob
wywolywanych przez pasozyty bytujace w tym srodowisku. Czynnikami ryzyka
zarazenia si¢ oocystami Cryptosporidium parvum s3:

e 0soby z obnizong odpornoscia,
osoby leczone lekami immunosupresyjnymi,
osoby chore na AIDS,
tury$ci odwiedzajacy kraje tropikalne,
hodowcy zwierzat, weterynarze,
osoby chore na cukrzyce,
osoby w mlodym i podesztym wieku,
osoby czynnie uprawiajace sporty wodne, odwiedzajace baseny
rekreacyjne, jacuzzi, naturalne kapieliska,
e 0soby pijace niefiltrowana wode z naturalnego zrodla czy studni.

Objawy kryptosporidiozy zaleza od stanu odpornosci zywiciela, ktory
definuje czas trwania inwazji. Symptomy choroby sg niespecyficzne, wystepuje
fagodna biegunka z obecnos$cia sluzu w wodnistym kale, zmgczenie, ostabienie,
odwodnienie, niska goraczka, bole brzucha, nudnos$ci, obnizenie taknienia,
rzadko wystepuja wymioty. Jesli zarazeniu ulega uktad oddechowy wystepuje
wysoka goraczka, siegajaca 39°C, obfita wydzielina §luzowa, kaszel, dusznosci,
a w przypadku zakazen drog zélciowych pojawiaja si¢ stany zapalne.

U o0s6b z obnizona odpornoscia Cryptosporidium parvum moze przyczynic¢
si¢ do powstawania powaznych schorzen, a nawet §mierci. Biegunka u osob
immunoniekompetentnych jest przewlekta, trwa od kilku tygodni do kilku
miesiecy, w konsekwencji moze prowadzi¢ do $mierci lub do zaostrzenia si¢
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innych zakazen wystepujacych oportunistycznie. Smiertelno$é wséréd chorych
z obnizong odporno$cia immunologiczng spowodowana przez zarazenie
C.parvum sigga nawet 80%. Osoby chore na AIDS bardzo czgsto miewaja
dolegliwosci ze strony drog zotciowych, jak i bole w prawej czesci brzucha.
Bilirubina u tych oséb utrzymuje si¢ na stalym poziomie, ale obserwuje si¢
wzrost stezenia w surowicy fosfatazy alkalicznej i transpeptydazy gamma-—
glutarowe;j.

Rozpoznanie kliniczne kryptosporidiozy moze by¢ zaréwno kliniczne,
opierajace si¢ na objawach, ktore sugeruja inwazjg¢, a takze laboratoryjne,
polegajace na wykryciu oocyst w kale pacjenta.

1. Cel pracy

Kryptosporidioza jest powazna choroba ludzi i zwierzat, ktdrej objawy nie sa
specyficzne, dlatego tez rzadko dochodzi do jej diagnozowania. Szczegoélnie
zagrozeni sg ludzie z obnizong odpornoscig, gdzie inwazja Cryptosporidium
moze prowadzi¢ nawet do $mierci. Postacie dyspersyjne wykazuja duza
przetrwalnos¢ w $rodowisku zewnetrznym i wnikaja do organizmu zywiciela
najczesciej przez przewod pokarmowy.

Celem pracy jest okreslenie ekstensywno$ci zarazenia Cryptosporidium
parvum u pséw oraz okreSlenie korelacji inwazji z wiekiem, plcig, rasg
imiejscem zycia badanych zwierzat. Badania przerowadzono metoda
tancuchowej reakeji polimerazy DNA (PCR) amplifikujacej gen hsp 70.

Celem badan jest roéwniez okreSlenie czuto$ci 1 specyficznosci
wykorzystanych metod prowadzacych do wykrycia oocyst Cryptospordium.

2. Material i metody badan

2.1. Material

Do badan wykorzystano probki kalu 48 psow roznej rasy, plci, wieku oraz
miejsca bytowania. Badany materiat byt przechowywany w temperaturze —20°C
dla zapewnienia trwato$ci. Do izolacji DNA z badanych probek kalu uzyto
zestawu GeneMATRIX Stool DNA Purification Kit firmy BLIRT S.A
z Gdanska (wersja zestawu 1,2). Zestaw ten zawiera nastgpujace odczynniki:

¢ bufor aktywujacy Buffer ST,
minikolumne wigzaca DNA (DNA binding spin— column),
proboéwki Bead Tube,
bufor Lyse ST,
bufor PR,
bufor Sol ST,
bufor pluczacy Wash STX,
bufor wymywajacy DNA elution.
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Do detekcji DNA uzyty zestaw do elektroforezy agarozowej (BioRad). Do
amplifikacji genu hsp 70 Cryptosporidium parvum uzyto zestaw diagnostyczny
PCR firmy BLIRT S.A z Gdanska (wersja 1. 2011). Zestaw wykrywa DNA
nawet z jednej oocysty C. parvum. Zestaw zawiera nastepujace odczynniki:

e Master mix PCR— OUT do wstgpnej amplifikacji,

e Master miz PCR— IN do reamplifikacji,

e mieszanina ANTP-s,

e termostabilng polimeraze DNA TagNova, — kontrole pozytywna (DNA
C. parvum),

e marker DNA M100- 500.

Do detekcji produktow amplifikacji uzyto zestawu do elektroforezy
agarozowe;.

2.2. Metody

e 7 zamrozonego materialu pobierano po 200 mg probek kalu w celu izolacji
DNA z oocyt,

e Do izolacji DNA uzyto zestawu, ktéry umozliwia usunigcie inhibitorow
wystepujacych w duzej ilosci w kale. Oczyszczone DNA moze zosta¢
bezposrednio uzyte w metodzie PCR.

Do wykrywania DNA pochodzacego z oocysty C.parvum uzyto lancuchowe;j
reakcji polimerazy. Enzymatycznej amplifikacji ulega fragment genu hsp 70
w uktadzie nested PCR, gdzie dochodzi do przeprowadzenia dwdch kolejnych
reakcji PCR. W pierwszym etapie wykorzystywana jest jedna para starterow
flankujaca powielany fragment. Polimeraza przylacza si¢ do nich i syntetyzuje
produkt o wielkosci 361 pz. Produkt uzyskany w pierwszym etapie amplifikacji
jest wykorzystany w drugim etapie, gdzie zostaje uzyta druga para starterow,
komplementarna do miejsc wewnatrz produktu 361 pz. Po reamplifikacji
powstaje produkt 199 pz, ktéry jest widoczny w zelu agarozowym.Warunki
amplifikacji materiatu:

2 min. 94°C (wstepna denaturacja DNA),
0,5 min. 94°C (denaturacja DNA),

e 0,5 min. 55°C (dolaczanie starterow),
0,5 min 72°C (elongacja),

5 min. 72°C (wydtuzanie koncowe).

Ilo$¢ cykli w podczas amplifikacji fragmentu DNA wynosi w tej metodzie
35. W takich samych warunkach przeprowadza si¢ reakcje reamplifikcji.

Detekcja produktéw reamplifikacji polega na przeprowadzeniu elektroforezy
na 2% zelu agarozowym. Wynik pozytywny wystepuje w przypadku obecno$ci
w zelu reakcji PCR o wielko$ci 199 pz.
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3. Wyniki
Badanie metoda PCR na obecno$¢ oocyst Cryptosporidium w kale

umozliwito ich wykrycie u 34 sposrod 48 badanych zwierzat, co stanowi
70,38%.

Wyniki Ios¢
Pozytywne 34
Negatywne 14

Rys. 1. Tabela przedstawiajgca liczbe pséw zdrowych i zarazonych Cryptosporidium parvum

14 (29%)

Pozytywne
B Negatywne

34(71%)

Rys. 2. Wykres ilustrujacy ilo§¢ pséw chorych i zdrowych

Najwigcej zarazonych pséw bylo w przedziale wiekowym 0-0,5 roku (6)
oraz powyzej 7,5 lat (5), a nastepnie w wieku 2,5-3 lat (4) oraz 5,5-6 lat (4).

B I I
2
1
1
(1] 0
o

061 1,62 263 3,64 4,6-5 566 6,6-7 powyze] 7,5
0.5 1,1-15 2125 31-35 4145 5155 6165 7.1-7.5

Rys. 3. Wykres ilustrujacy przedziat wiekowy zarazonych pséw

Badaniem objcto 48 psoéw roznej rasy, wsrod ktorych najwicksza grupe
stanowity mieszance (23), nastgpnie owczarki niemieckie (7), labradory (5),
maltanczyki  (4), syberian husky (3), cane «corso (2), owczarek
srodkowoazjatycki (1), owczarek francuski (1), cairn terier (1) oraz owczarek
kaukaski (1).
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Obecnos¢ oocyst zaobserwowano u 18 mieszancow, co stanowi prawie 53%
préb pozytywnych, 4 maltanczykow oraz 4 owczarkow niemieckich, co stanowi
po 11,8% prob pozytywnych, 2 labradorow oraz 2 syberian husky — po 5,9%
prob pozytywnych, natomiast pozostate gatunki stanowig po 3% prob dodatnich
(oprocz owczarka srodkowoazjatyckiego).

Ios¢ Ios¢
Rasa psa . Rasa psa .
psow psow
mieszaniec 23 cana corso 2
owczarek niemiecki |7 owczarek francuski 1
labrador 5 cairn terier 1
, owczarek
maltanczyk 4 . . . 1
srodkowoazjatycki
syberian husky 3 owczarek kaukaski 1
Rys. 4. Tabela przedstawiajaca poszczegodlne rasy psow zarazone oocystami Cryptosporidium
parvum
MIESZANCE
5(22%) S
e B /drowe
Zaraione
18 (78%)

Rys. 5. Zestawienie mieszancow ze wzglgdu na zarazenie oocystami C.parvum

9 (36%)

PSY RASOWE
| Zdrowe
farazone
16 (64%)

Rys. 6. Zestawienie pséw rasowych ze wzgledu na zarazenie oocystami C.parvum
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Najwiekszg ekstensywnos$cig zarazen zauwazono w grupie wiekowej 0-0,5
roku, gdzie az u 6 pséw na 7 badanych wykryto oocysty, co stanowi 85,7% tej
grupy. Nie jest to zadziwiajacy fakt, poniewaz mtode zwierzgta sa bardziej
podatne na zarazenia.

W grupach wiekowych 2,5-3 oraz 5,5-6 lat rowniez zaobserwowano wysoka
ekstensywno$¢ obejmujaca wszystkie psy z pierwszej grupy oraz 4 psy na 5
badanych z drugiej. Wykryto po 3 préby dodatnie w przedziatach wiekowych
0,5-1, 1-1,5, 1,5-2, 3,54 lat, natomiast w grupie powyzej 7,5 lat stwierdzono 5
préb dodatnich.

Samice stanowity 21 badanych zwierzat, a samce 27. W grupie samcow
wykryto 17 prob pozytywnych, co stanowi 63% préb pozytywnych, natomiast
liczba zarazonych samic to 17 osobnikow. Stanowi to 81 % préb pozytywnych
u samic.

Ios¢ Ogélem |Zdrowe Zarazone |Procent zarazonych
Samce 27 10 17 63%
Samice 21 4 17 81%

Rys.7. Tabela zestawiajaca iloSc zarazonych i zdrowych psow w zaleznosci od pici

SAMCE

10 37%

17 (63%)

Rys. 8. Zestawienie samcow pod katem zarazenia C.parvum

SAMICE

4 (19%)

17 (81%)

Rys. 9. Zestawienie samic pod katem zarazenia C.parvum
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Miasto reprezentowato 27 psow, z czego 18 bylo zarazonych. Stanowi to
66,7% tej grupy oraz 53% prob pozytywnych, natomiast z okolic wiejskich
pochodzito 21pséw z czego 16 bylo zarazonych, co stanowi az 76,2% tej grupy
oraz 47% prob pozytywnych. Psy zamieszkujace obszary wiejskie sa bardziej
narazone na zarazenie.

Zestawienie psow ze wsi
5 (24%)
B Zdrowe
Zarazone

\-“‘--,____ . ___.---"'J-.15 (76%)

Rys. 10. Zestawienie pséw wiejskich pod katem zarazenia C.parvum

Zestawienie pséw z miasta

u Zdrowe
Zarazone

9 (33%

18 (67%)

Rys. 11. Zestawienie ps6w z miasta pod katem zarazenia C.parvum

Przedstawione wyniki §wiadczg o tym, ze psy zamieszkujace $rodowisko
wiejskie sa bardziej narazone na zarazenie, a kryptosporidioza szerzy si¢
gtéwnie wsréd milodych osobnikdéw. Rasa psa moze mie¢ znaczenie, gdyz
mozna podejrzewa¢ réozny poziom odpornosci u poszczegolnych psow.

4. Whnioski

Prewalencja zarazen na poziomie 70,1% dowodzi, ze wykorzystana podczas
badan metoda PCR jest bardzo czula 1 selektywna. Potwierdzilismy
wystepowanie oocyst w 4 probkach na 5 pozytywnych wynikow testu ELISA.
Metoda ta wykrywa nawet jedng oocyste Cryptosporidium.

Wiek badanego psa ma znaczacy wplyw na podatno$¢ na zarazenia.
Najwieksza tendencje zaobserwowaliSmy w grupie wiekowej do 0,5 roku, gdzie
az u 6 psow na 7 badanych wykryliSmy oocysty, co stanowi 85,7% tej grupy.
Powodem takiego zjawiska jest najprawdopodobniej stabo rozwiniety uktad
odpornosciowy mtodych pséw. Badania potwierdzity, ze kryptosporidioza jest
chorobg zwierzat mtodych.

Psy zamieszkujace wie$ okazaly si¢ bardziej narazone na kryptosporidioze,
co zapewne wynika z warunkéw w ktorych zyja. Wilasciciele wiejskich
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gospodarstw domowych w mniejszym stopniu dbajag o warunki sanitarne zycia
przydomowych zwierzat, co dowodzi koniecznosci edukacji ludzi w tym
zakresie.

W grupie samic zaobserwowaliSmy wyzsza zachorowalno$¢ na
kryptosporidioz¢. Az 81% z nich wydalato z katem oocysty. Moze to sugerowac
obnizong odpornos¢ u tej pici.

Rasa psa ma istotne znaczenie w czestosci zarazen. W badanej grupie
najwigcej bylo mieszancow (23), wsrod ktérych 18 psow wydalato oocysty, co
stanowi 78,3% tej rasy. Moze to dowodzi¢, ze psy nierasowe wykazuja nizszy
poziom odpornosci niz psy rasowe.

Podziekowania

Dla Pani prof. dr hab. Jolanty Rzymowskiej za merytoryczna opieke nad
praca i dziatalno$cig Kota, jak réwniez za umozliwienie nam przeprowadzenia
niniejszych badan.

Dla pracownikéw Katedry i Zakladu Biologii z Genetykag Wydzialu
Farmaceutycznego z Oddziatem Analityki Medycznej UM w Lublinie za pomoc
w badaniach.

Literatura

1. Polok M.: Kryptosporidioza gadow. Weterynaria w Praktyce 2007; 6: 60—65

2. Spausta G., Ciarkowski J., Wiczkowski A., Adamek B.: Pierwotniaki
oportunistyczne — problem u chorych z obnizona odpornoscia. Polski Merkuriusz
Lekarski 2005; 18(105): 339-341

3. Kadtubowski R., Kurantowska A.: Zarys parazytologii lekarskiej. PZWL. Warszawa 1999

4. Leonska—Duniec A., Adamska M.: Biologia, epidemiologia i diagnostyka
chorobotworczych pierwotniakéw przenoszonych za posrednictwem wody.
Wiadomosci Parazytologiczne 2010; 56(2): 125-132

5. Matuszewska R.: Pierwotniaki pasozytnicze z rodzaju Cryptosporidium i Giardia.
Roczniki Panstwowego Zaktadu Higieny 2007; 58(3): 569-577

6. Buczek A.: Atlas pasozytow cztowieka. Koliber. Lublin 2005

7. Majewska A. C.: Epidemiologiczno—kliniczne aspekty zarazenia Cryptosporidium.
Nowiny Lekarskie 2005; 74 supl.1: 26-27

8. http://wis.pol.lublin.pl/kongres3/tom1/24.pdf ; 18.05.2013r.

81



Grzegorz Adamczuk , Magdalena Czochra , Paulina Ciszek

Recenzent pracy: dr hab. n. farm. Beata Jakubowska—Solarska,
Uniwersytet Medyczny w Lublinie
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Streszczenie

Pierwotniak Cryptosporidium parvum to kosmopolityczny i monokseniczny pasozyt, glownie
jelita cienkiego. Pasozyt szerzy si¢ nastgpujacymi drogami: cztowiek—czlowiek, cztowiek—
srodowisko zewnetrzne—cztowiek, zwierze—czlowiek, zwierze—§rodowisko zewnetrzne—cztowiek.
Celem pracy bylo okreSlenie zagrozenia zanieczyszczenia $rodowiska oocystami pierwotniaka
Cryptosporidium parvum na podstawie badan katu psow.

Materiat do badan stanowity probki katu 48 psow rdznej rasy, pici, wieku oraz miejsca bytowania.
Metoda z jakiej skorzystano w pracy byta technika PCR, ktora postuzyta do amplifikacji genu
hsp70 u Cryptosporidium parvum.

Badanie metoda PCR na obecnos$¢ oocyst Cryptosporidium parvum w kale pséw umozliwito ich
wykrycie u 34 psow, czyli w 70,83% badanych probek. Tak wysoka prewalencja (71%) dowodzi,
iz zagrozenie zanieczyszczenia Srodowiska oocystami pierwotniaka Cryptosporidium parvum jest
znaczne. Szczegdlng uwage nalezy zwrdcié na transmisjg oocyst ze zwierzat na cztowieka.

Stowa kluczowe: kryptosporidioza, tancuchowa reakcja polimerazy, Cryptosporidium parvum

Contamination of environmental with Cryptosporidium parvum oocysts

Abstract

Cryptosporidium parvum belongs to protozoa is cosmopolytic and monoxenic parasite, mainly of
small intestine. Parasite is spreading by following routes: human—human, human—environment—
human, animal-human, animal-environment-human.

The aim of this study was to define danger of contamination of the environment with
Cryptosporidium parvum oocysts in the dogs feces.

Material for this research was constituted samples of 48 dogs feces samples with different race,
sex, age and the place of living. There was used PCR method to amplification of hsp70 gene in
Cryptosporidium parvum oocysts.

Examination with PCR for presence of Cryptosoridium parvum oocysts in the dog feces enable
their descry in 34 dogs, which constitute 70,8% of the all samples. Such high prevalence (71%)
proves considerable danger of contamination of environment with Cryptosporidium parvum
oocysts. Particularly attention should be paid to transsmition of oocysts from animals to a human.

Keywords: cryptosporidiosis, polimerase chain reaction, Cryptosporidium parvum
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1. Zespot Marfana (MFS) — informacje ogdlne

Zespot Marfana jest dziedziczng choroba tkanki tacznej, przekazywana jako
cecha autosomalna dominujgca (Rys.l.). Wystepuje na caltym $wiecie
z czestoscig 1:5000 urodzen. Schorzenie to charakteryzuje si¢ duza zmiennoS$cia
objawow klinicznych, z ktoérych cze$¢ moze stanowi¢ powazne zagrozenie dla
zycia chorego [1]. Choroba ta dotyka wielu ukladow, a charakterystyczne
objawy wystepujace u wickszosci chorych to m.in.: wysoki wzrost, zwichnigcie
soczewki, wypadanie platka zastawki mitralnej, poszerzenie i rozwarstwienie
aorty. Okolo trzy czwarte pacjentdéw dziedziczy mutacje po rodzicu, reszta
przypadkow spowodowana jest mutacjami de novo [1,2].

DZIEDZICZENIE ZESPOLU MARFANA

—

Chory rodzic i "./ f Zdrowy rodzic

P t I
I £en z mutacia K‘)

Dziecko z MFS Zdrowe dziecko  Zdrowe dziecko Driecko z MFS

Rys.1. Schemat dziedziczenia zespotu Marfana [3]
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2. Patofizjologia

Zespot Marfana jest wywotywany mutacja w genie FBN1 na chromosomie
15. Gen ten koduje glikoproteing — fibryline, ktora jest skladnikiem
pozakomorkowych mikrofibryli wchodzacych w sktad wiokien sprezystych.
Nieprawidtowa fibrylina kodowana przez zmutowany gen FBNI nie potrafi
efektywnie polimeryzowac, co zakldca tworzenie si¢ mikrofibryl. U heterozygot
mimo wystgpowania jednego prawidlowego allelu kodujacego fibryling, nie
dochodzi do efektywnego tworzenia mikrofibryl, poniewaz nieprawidlowy gen
FBNI1 jest dominujacy [4].

W badaniach in vitro prowadzonych na hodowlach fibroblastow
wyprowadzonych od pacjentow z zespolem Marfana zaobserwowano, ze
mikrofibryle produkowane przez te komorki maja nieprawidlowa strukture i sg
znacznie mniejsze od normalnych mikrofibryl. Fibrylina taczac si¢ z elastyna
wchodzi w sktad tkanki tacznej (buduje m. in. §ciang aorty), dlatego chorzy na
MFS s3 szczegdlnie narazeni na zmiany w obrgbie aorty, ktére moga byc
niebezpieczne dla zycia. Mikrofibryle sa réwniez strukturalnym komponentem
wiezadel wieszadlowych soczewki, stad u chorych czesto dochodzi do
zwichni¢cia soczewki i niedowidzenia [4,5].

Ostatnie badania wykazaly, ze mutacja w genie kodujacym receptor dla
transformujacego czynnika wzrostu (TGF-B) lezacym na chromosomie 9
rowniez moze prowadzi¢ do rozwoju fenotypu Marfana. Defekt tego genu
prowadzi bowiem do zmniejszonego i zaburzonego wbudowywania fibryliny do
macierzy tkanki tacznej [6].

3. Historia

W 1896 roku pediatra z Paryza, dr Antoine Bernhard—Jean Marfan zbadatl 5—
letnig dziewczynke — Gabrielle, u ktorej zaobserwowat zespdt wad rozwojowych
ukladu kostnego. Zmiany te okreslit pojeciem dolichostenomelii (termin
oznaczajacy nieprawidlowo dlugie konczyny gorne lub dolne) [5,7]. Ta sama
pacjentka zostala ponownie przebadana w wieku 11 lat przez dr Méry
idr Babonneix. Opisano wtedy silng skolioze i1 przykurcze palcow, nie
stwierdzono jednak zZadnych nieprawidlowosci w ukladzie sercowo—
naczyniowym czy wad narzadu wzroku [8]. Co ciekawe, pozniej okazato sig, ze
dziewczynka ta nie byla chora na MFS, jednak jej przypadek z pewnoscia
przyczynit si¢ do wzrostu zainteresowania podobnymi schorzeniami,
a w konsekwencji do odkrycia zespotu Marfana.

W 1902 roku do literatury wprowadzono termin ,,arachnodaktylia”, czyli
pajakowato$¢ palcdw, oznaczajacy nadmiernie dlugie, szczuple i gietkie palce.
W 1914 dr Friedrich Borger jako pierwszy opisat wystepowanie u pacjentéw
z arachnodaktylia przypadkéw zwichniecia soczewki [9]. Dziedziczenie
autosomalne dominujace zespotu Marfana opisal Henricus Jacobus Marie Weve
w 1931 roku. Termin "zespot Marfana" prawdopodobnie zostat uzyty po raz
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pierwszy w 1929 roku, wcze$niej bowiem choroba ta okreslana byla mianem
arachnodaktylii [10]. W 1943 pojawily si¢ pierwsze opisy przypadkéw
wystepowania tetniaka rozwarstwiajgcego aorte u pacjentOw z zespotem
Marfana. W nastepstwie tego odkrycia lekarze dokonali analizy rodowodow
wielu pacjentow z MFS, u ktorych wystepowaly powiklania sercowo-—
naczyniowe, co pozwolito okresli¢ roznorodnos¢ i zmiennos$¢ nasilenia objawdw
choroby [11].W 1956 okre§lono podobienstwo strukturalne migdzy wiezadtami
wieszadlowymi soczewki a warstwa $rodkowa aorty. Fibrylina — glikoproteina,
ktorej nieprawidtowa struktura jest przyczyna zespotu Marfana zostata odkryta
w 1986 roku, a wigc ponad 100 lat po pierwszym opisie tej choroby [5,7,12].

4. Objawy

Zespot Marfana charakteryzuje si¢ duza zmienno$cig i ré6znym stopniem
nasilenia objawow, od niegroznych zmian w wygladzie chorego, do ci¢zkich
dolegliwos$ci mogacych stanowi¢ bezposrednie zagrozenie zycia. Roznorodnosé
objawow powodowana jest faktem, ze mutacja w genie FBNI moze rdznie
wyraza¢ si¢ fenotypowo. Ponadto za wystepowanie zespotu Marfana
odpowiedzialnych jest szereg réznych mutacji w obrgbie tego genu, a nie jedna,
prowadzi to wigc do tym wiekszego zrdznicowania objawoéw. U poszczegolnych
pacjentow z MFS nasilenie objawdéw w roznych uktadach, a takze czas
pojawienia si¢ objawOw mogg si¢ znacznie r6zni¢. Badania genetyczne rodzin
dotknietych zespotem Marfana ukazaty, ze wigkszos¢ z nich posiada unikalna,
niespotykang u innych, niespokrewnionych z nimi chorych mutacje w genie
FBNI1. Niektorzy chorzy, szczegdlnie ci, u ktérych zaszia mutacja de novo sa
diagnozowani po6zno, poniewaz ich objawy czesto sa poczatkowo mylone
z innymi schorzeniami, lub bagatelizowane. Wazne jest wigec odpowiednio
wczesne postawienie diagnozy, ktére moze uchroni¢ pacjenta przed powaznymi
konsekwencjami jakie niesie za sobag MFS [4,7].

Objawy, jakie mozemy zaobserwowac na pierwszy rzut oka u pacjentéw
z zespotem Marfana, to te, ktére dotykaja ich ukladu szkieletowego. Chorzy
czgsto wyrdzniajg si¢ bardzo wysokim wzrostem i szczupta budowa ciala. Ich
rece i nogi sa nieproporcjonalnie dlugie, czaszka jest waska i wydluzona
(Fot. 1). Bardzo czesto charakteryzuje ich skrzywienie boczne kregoshupa,
a takze deformacje klatki piersiowej (kurza lub lejkowata klatka piersiowa).
Chorzy na MFS majg réwniez bardzo dlugie palce, co okreslane jest mianem
arachnodaktylii (pajakowatos¢ palcow). Wyrodznia ich tez nadmierna gigtkosé
stawow, plaskostopie czy obnizony tonus mig§niowy [2,6].

Noworodki z zespolem Marfana réznig si¢ nieco od zdrowych dzieci,
poniewaz czesto ich cialo jest nadmiernie wydtuzone i szczupte. Takie dzieci po
urodzeniu nie majg odruchu zaciskania piagstek, a w po6zniejszym okresie wiecej
czasu zajmuje im nauka chodzenia, maja tez problemy z koordynacja ruchowa
z powodu obnizonego tonusu miesniowego. Wazne jest wiec, szczeg6lnie dla
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0s6b u ktorych w rodzinie byty przypadki MFS, aby obserwowac dziecko juz od
pierwszych dni po urodzeniu i uda¢ si¢ do specjalisty w przypadku zauwazenia
niepokojacych nieprawidtowosci [6,7,13].

e

Fot. 1. Charakterystyczna budowa ciala pacjenta z zespotem Marfana [14]

4.1. Wady ukladu sercowo—naczyniowego

Do najgrozniejszych zaburzen towarzyszacych zespolowi Marfana naleza
wady uktadu sercowo-naczyniowego. Z powodu wadliwej struktury tkanki
facznej dochodzi do ostabienia wszystkich struktur przez nig tworzonych.
Prowadzi to migdzy innymi do poszerzenia aorty i ostabienia jej §cian, co moze
skutkowa¢ wytworzeniem tetniaka lub rozwarstwieniem aorty. Czgstym
objawem jest réwniez wypadanie platka zastawki mitralnej, wywotujace
dodatkowy szmer w sercu, ktéry moze by¢ jednym z kryteridw pomocniczych
w postawieniu prawidtowe] diagnozy. Pgknigcie tetniaka aorty lub perforacja
$ciany aorty to najczestrze przyczyny zgondw pacjentoOw z zespotem Marfana.
Z tego powodu zanim poznano przyczyne choroby i rozwinieto profilaktyke,
chorzy dozywali tylko ok. 30 roku zycia. Smieré wystepowata w wigkszosci
przypadkow podczas zwiekszonego wysitku fizycznego (mezczyzni umierali
podczas cigzkiej pracy fizycznej, a kobiety przy porodzie). Dzisiaj mozna
minimalizowa¢ ryzyko wystgpienia $miertelnych komplikacji poprzez
odpowiedni styl zycia (unikanie cigzkiego wysitku), a takze state kontrolowanie
szerokosci aorty (echokardiografia). W przypadku, gdy aorta osiagnie okreslony
rozmiar, konieczna jest operacyjna wymiana §ciany aorty [2,7].
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4.2. Wady narzadu wzroku

Chorzy na MFS czgsto cierpig z powodu problemoéw z oczami. Najczesciej
wystepujaca wada, bedaca jednoczes$nie jednym z gldwnych kryteriow
diagnostycznych zespotu Marfana jest zwichnigcie soczewki (Fot. 2). Fibrylina
wchodzi w sklad wigzadel wieszadlowych soczewki, ktore utrzymuja soczewke
we wlasciwym miejscu. U chorych na MFS wigzadla te sg stabe i zdarza sig, ze
soczewka ulega przesunieciu— mamy wtedy do czynienia z jej zwichnigciem.
Moze to prowadzi¢ do zmniejszonej ostrosci widzenia i czgsto jest pierwszym
symptomem prowadzacym do postawienia prawidtowej diagnozy [5,6].

Pacjentci z zespolem Marfana do$wiadczaja tez innych problemow
zwigzanych z narzadem wzroku, takich jak: krétkowzroczno$¢ powodowana
zwigkszonym wymiarem gatki ocznej w osi dtugiej lub sptaszczeniem rogowki,
zwigkszone ci$nienie w galce ocznej prowadzace do wczesnej jaskry, hipoplazja
teczowki, odwarstwienie siatkowki i wezesna zaéma. Wady te, cho¢ z pewnoscia
sa uciazliwe dla pacjentdow, nie stanowig powaznego zagrozenia, gdyz
odpowiednio wcze$nie zastosowane leczenie farmakologiczne badz chirurgiczne
zwykle daje dobre wyniki [5].

Fot. 2. Zwichnigcie soczewki (A) i zwyrodnienie $ciany aorty (B) u pacjenta z MFS [15]

4.3. Zaburzenia ukladu nerwowego

Tkanka tgczna jest gldéwnym sktadnikiem opon otaczajacych moézg i rdzen
kreggowy. U chorych z defektami tkanki tacznej opony moézgowe moga wigc
ulega¢ poszerzeniu i maja stabsza strukture niz u ludzi zdrowych. U wigkszos$ci
pacjentow z zespolem Marfana wystgpuje poszerzenie przestrzeni
zewnatrzoponowej (dural ectasia), szczego6lnie w obrebie odcinka ledzwiowego
kregostupa, co moze powodowaé bole gltowy, krzyza, oraz szereg objawow
neurologicznych, zwykle jednak pozostaje bezobjawowe. W przypadku
dolegliwosci  bolowych stosowane jest dorazne leczenie $rodkami
przeciwbélowymi [16,17].

4.4. Wady ukladu oddechowego

Najczestszymi objawami ze strony ukladu oddechowego jest odma ptucna
1 zapadanie si¢ ptuc, do ktérego dochodzi gdy zbyt duza ilo§¢ gazu odlozy sie
w przestrzeni migdzy plucem, a klatka piersiowa. Zapadnigciu ptuca towarzyszy
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nagly, silny bol w klatce piersiowej i ptytki oddech. W takiej sytuacji pacjent
musi niezwlocznie zglosi¢ si¢ do lekarza, poniewaz moze ona zagraza¢ zyciu.
Tego typu incydenty zdarzaja si¢ jednak stosunkowo rzadko. Rozedma phuc jest
nastepstwem nieprawidtowej struktury $cian oskrzelikow, ktore ulegaja
poszerzeniu, co prowadzi do rozedmy [6,16,17].

Skolioza i wglebienie w mostku takze moga by¢ przyczyng problemow
z oddychaniem u pacjentéw z zespotem Marfana, poniewaz zmniejszenie
objetosci klatki piersiowej] moze uniemozliwiaé pacjentowi zaczerpnigcie
odpowiednio gtebokiego oddechu. Aby tego unikna¢ stosuje si¢ chirurgiczna
korekcje wad kregostupa i klatki piersiowe;.

Z powodu wad rozwojowych kosci twarzy, zebow 1 podniebienia
u pacjentow z zespotem Marfana czesto obserwuje si¢ bezdech senny [16].

5. Diagnostyka

MFS jest diagnozowany na podstawie charakterystycznych objawow
obserwowanych u pacjenta. Testy genetyczne nie odgrywaja tu znaczacej roli,
poniewaz z uwagi na duza liczb¢ mutacji mogacych prowadzi¢ do rozwoju tej
choroby nie istnieje jeden skuteczny test pozwalajacy postawi¢ jednoznaczna
diagnozg. Zespot Marfana jest diagnozowany na podstawie kryteriow Ghent
(opracowanych przez Belgijskich lekarzy) i okreslanych jako male lub duze
zmiany w pieciu ukladach [1,6]:

o szkieletowym,
narzadu wzroku,
krazenia,
oddechowym,
skorze,
oponie twarde;.

W postawieniu diagnozy oprocz ogledzin zewnetrznych przydatne sa
nastepujace metody:

e echokardiogram,

o clektrokardiogram,

e badanie oczu lampa szczelinowa (pozwala okresli¢ potozenie soczewek),

¢ MRI dolnego odcinka plecow.

Do postawienia pozytywnej diagnozy niezbedne jest wystapienie zmian w co
najmniej trzech ukladach, przy czym przynajmniej dwie nieprawidlowosci
muszg dotyczy¢ kryterium duzego [1,6,7].

Kryteria Ghent [6,7]:

DUZE:

kurza lub lejkowata klatka piersiowa wymagajaca operacji (Fot. 3),
proporcja gérnej do dolnej czesci ciata 0,85 (N=0,93),

stosunek dhugosci rozpostartych ramion do wysokosci ciata >1,05,
arachnodaktylia,
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o dodatni objaw Steinberga (przywiedzenie kciuka do dlugiej szczuptej dtoni)
(Fot. 4),

e dodatni objaw nadgarstkowy Walkera—Murdocha (nachodzenie kciuka na

palec maty przy objeciu przeciwleglego nadgarstka),

skolioza >20°,

wyprost w stawach tokciowych <170°,

zwichnigcie panewki kosci udowe;,

plaskostopie,

zwichniecie soczewki,

poszerzenie pnia aorty,

rozwarstwienie $ciany aorty wstepujacej,

poszerzenie przestrzeni zewnatrzoponowej odcinka Th-L.

MALE:
e nadmierna ruchliwo$¢ stawow,
o wysoko wysklepione podniebienie z zacieSnieniem z¢bow,
e dysmorfia twarzy: dolichocefalia, opadnigcie zewnetrznych kacikéw oczu,
cofnigcie zuchwy,
o nieprawidlowa, ptaska rogowka,
o zwickszona dlugos¢ gatki ocznej w osi dlugiej,
e hipoplastyczna teczowka lub migsien rzeskowy powodujacy zmniejszone
Zwezanie Zrenicy.
wypadanie patka zastawki mitralnej,
poszerzenie tetnicy plucnej przed 40 r.z.,
tetniaki 1 rozwarstwienia $ciany aorty,
samoistna odma oplucnowa,
rozstepy skorne,
nawracajace przepukliny.

Fot.3. Noworodek z dysmorficznymi cechami zespolu Marfana (A) [19], lejkowata klatka
piersiowa (B) [20]
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Fot. 4. Dodatni objaw: kciuka (a) i nadgarstkowy (b) [18] oraz nadmierna gigtko$¢ stawow
u pacjenta z MFS (c) [13]

6. Leczenie i profilaktyka

Do tej pory nie wynaleziono leku eliminujacego MFS, jednak rozwoj
medycyny pozwolil na podwyzszenie jakoSci oraz przedluzenie zycia
chorego.Wczesnie zdiagnozowany i stale monitorowany zespot Marfana
pozwala choremu dozy¢ zaawansowanego wieku. Wazne jest, aby pacjent byt
swiadomy swojej choroby i zagrozen jakie ona niesie, nie bagatelizowal jej
1 przestrzegat zalecen lekarza.

Monitorowanie postepu zmian kostnych, szczego6lnie w okresie intensywnego
wzrostu (okres dziecinstwa i dojrzewania) pozwala w odpowiednim czasie
podja¢ decyzje o rehabilitacji, badz w razie potrzeby operacyjnej korekcji
skoliozy, czy deformacji klatki piersiowej. Dzigki temu chory moze unikngé
probleméw z oddychaniem i poruszaniem si¢. Regularne badanie wzroku
rowniez jest konieczne w przypadku chorych na MFS, poniewaz odpowiednio
wczesne wykrycie zmian w narzadzie wzroku czgsto pozwala uniknaé
interwencji chirurgcznej [16,17].

Poniewaz zespotowi Marfana towarzysza grozne komplikacje ze strony
ukladu sercowo—naczyniowego, wazne jest rOwniez monitorowanie
funkcjonowania serca i naczyn krwiono$nych. Regularnie wykonywane badanie
ECHO serca pozwala $ledzi¢ zmiany powstajace w aorcie i w razie potrzeby
w odpowiednim momencie zastosowac leczenie chirurgiczne. Zanim zmiany
w aorcie znajda si¢ w stadium kwalifikujacym pacjenta do operacji, stosuje si¢
leki (gtownie z grupy P-blokerow), ktére zmniejszaja tempo wzrostu tetniaka
1 poszerzania aorty [16,17,21].

Chorzy na MFS powinni szczeg6lnie dba¢ o zdrowie. Zalecenia kierowane
do wszystkich, ktorzy chca dlugo cieszy¢ si¢ dobrym zdrowiem nabierajg tu
duzo wigkszego znaczenia. Chorzy nie powinni pali¢é papierosow, aby
zmniejszy¢ ryzyko wystapienia powiklan ze strony uktadu oddechowego.
Oprocz tego pacjenci z MFS powinni utrzymywac¢ umiarkowang aktywnos$¢
fizyczna, co jest zalecane w celu poprawienia kondycji mig¢$ni. Powinni jednak
unika¢ sportoéw kontaktowych i takich, ktére nadmiernie forsuja organizm, gdyz
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to z kolei moze zaszkodzi¢ ich stabym naczyniom krwiono$nym. Kobiety
W czasie ciazy sg szczeg6lnie narazone na powiklania ze strony ukladu sercowo—
naczyniowego, dlatego powinny pozostawa¢ pod szczegdlna opieka lekarska
[17,21].

Nadzieje na polepszenie metod leczenia chorych na MFS dato odkrycie
wptywu mutacji receptora TGF— na rozwdj tej choroby. Oprocz faktu, ze
w niektorych przypadkach pacjenci z MFS maja defekt w genie kodujacym ten
receptor odkryto réwniez zwickszona aktywacje TGF-f w przypadku
wystepowania zmutowane] fibryliny. Nadaktywny TGF-f byl czynnikiem
wywolujacym wiekszos¢ cech chorobowych w mysim modelu MFS. Wiele
objawoOw, tj: oslabienie §cian aorty, wypadanie ptatka zastawki mitralnej, czy
rozwdj rozedmy ptucnej i miopatii mig$ni szkieletowych rozwijato si¢ stabiej po
podaniu chorym myszom przeciwciat neutralizujacych TGF—f. Co interesujace,
podobne ostabienie objawdw zaobserwowano po podaniu myszom lorastanu—
leku blokujacego receptor AT1R. Wyniki te ukazuja jak wiele czynnikéw moze
mie¢ wpltyw na rozwdj objawow charakterystycznych dla zespotu Marfana,
atakze jak wazne jest ciagte poszerzanie wiedzy na temat tej choroby
1 potencjalnych sposobow jej leczenia [1].

7. Podsumowanie

W ostatnich latach zespdét Marfana przestal stanowi¢ takie zagrozenie dla
zycia chorego jakim byl dawniej. Rozwdj medycyny, metod diagnostycznych,
a takze wigksza $wiadomo$¢ pacjentow przyczynily sie do poprawy zycia
chorych i daty im szanse¢ na dozycie zaawansowanego wieku. Wciaz zdarzaja sie
przypadki §mierci chorych na MFS z powodu peknigcia $ciany aorty i innych
powiktan, jednak prawidlowo prowadzony pacjent ma duza szans¢ na normalne
zycie w dobrym zdrowiu.
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ZESPOL MARFANA - PRZYCZYNY, OBJAWY, DIAGNOSTYKA

Streszczenie:

Zespot Marfana (MFS) jest genetycznie uwarunkowang chorobg tkanki tacznej. Pacjenci z MFS
cierpiag z powodu szeregu objawow, wyrozniajacych si¢ zréoznicowanym nasileniem, dotykajacych
uktadu ruchu, ukladu sercowo—naczyniowego, narzadu wzroku i wielu innych. Choroba ta
pierwszy raz zostata opisana ponad sto lat temu i od tego czasu mechanizmy lezace u jej podloza
sa coraz lepiej poznawane. Mimo braku skutecznego leku, ktéry eliminowatby zespot Marfana,
postep w naukach medycznych pozwolil na przedtuzenie i poprawe jakoSci zycia pacjentow.
Trwaja badania nad potencjalnymi lekami zmniejszajacymi nasilenie objawow MFS, co pozwala
pacjentom patrze¢ w przyszio$¢ z nadzieja, ze kiedy$ uda si¢ poskromic tg chorobg. W pracy
opisano przyczyny choroby, jej histori¢ oraz objawy charakterystyczne dla zespotu Marfana,
a takze kryteria diagnostyczne i sposoby leczenia objawow MFS. Zwrdocono réwniez uwage na
kierunki w ktorych idg naukowcy szukajacy nowych metod leczenia zespotu Marfana.

Stowa Kluczowe: Zesp6t Marfana, MFS, fibrylina,

92



Aleksandra Zurek , Maciej Frant , Arkadiusz Czerwonka , Mateusz Szymanski

MARFAN SYNDROME - CAUSES, SYMPTOMS, DIAGNOSIS

Abstract:

Marfan syndrome (MFS) is a genetically determined disease of the connective tissue. MFS
patients suffer from a number of symptoms, distinguished by varied intensity, affecting the
musculoskeletal system, cardiovascular system, ocular system and many others. This disease was
first described over a hundred years ago, and since then we have known much more about its
mechanisms. Despite the lack of an effective drug that would eliminate the Marfan syndrome,
progress in medical science made it possible to extend and improve the quality of life of the
patients. Studies for finding new drugs which would reduce the intensity of MFS symptoms are
carried out, so that allows patients to look to the future with hope that someday this disease will be
tamed. This paper describes the causes of the disease, its history and symptoms characterizing
Marfan syndrome, as well as diagnostic criteria and methods for treating the symptoms of MFS.
It also drew attention to the direction in which scientists go while seeking new treatment methods
for Marfan syndrome.
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Zwigzek pomie¢dzy receptorami TLR a procesem
nowotworzenia w hematologii

Wstep

Kazdego dnia organizm ludzki narazony jest na kontakt z tysigcami
drobnoustrojow. Dlaczego jednak, nikt z nas nie cierpi przewlekle na zakazenia
bakteryjne? Wtlasciwa ochrone zawdzigczamy ukladowi odpornosciowemu,
ktory za pomoca wyspecjalizowanych mechanizméw skutecznie chroni nasz
organizm przed patogenami. Identyfikacja patogennych drobnoustrojow przez
uktad odpornosciowy jest mozliwa dzigki grupie receptorow rozpoznajacych
wzorce (pattern recognition receptors — PRR). Rozpoznaja one struktury
charakterystyczne dla drobnoustrojéw, okreslane jako wzorce molekularne
zwigzane z patogenami — PAMP (pathogen associated molecular patterns). Do
grupy receptoréw PRR zaliczamy m.in.: receptory Toll-podobne, ktore stanowia
wazny element aktywujacy i1 pobudzajacy nie tylko odporno$¢ wrodzona
(nieswoista), ale takze odpowiedz nabyta (swoista). Stanowia w ten sposob
ogniwo taczace te dwa typy odpornosci [1,2].

Celem pracy jest przedstawienie najnowszych pogladéw na temat roli
receptorow TLR w procesie nowotworzenia w hematologii.

1. Receptory Toll-podobne — ogolna charakterystyka

Gen Toll po raz pierwszy opisany zostal podczas badan nad muszka
owocowa (Drosophila melanogaster). Stwierdzono wtedy, ze receptor kodowany
przez gen Toll bierze udziat w rozwoju embrionalnym. Kolejne badania
wykazaty, ze receptor Toll aktywuje efektywna odpowiedz przeciwko pewnym
gatunkom grzybow [3]. Oprocz skutecznej odpowiedzi przeciwgrzybicznej
aktywacja receptoréw Toll u muszki owocowej prowadzi do wzmozonej syntezy
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biatek skierowanych zaréwno przeciw bakteriom Gram—dotatnim jak i Gram—
yjemnym. Niedlugo po tym odkryto receptory o homologicznej budowie
i funkcji u ssakow w tym takze u cztowieka i nazwano je receptorami Toll
podobnymi (Toll — like receptor — TLR) [4]. Dotychczas u cztowieka opisano 10
receptorow TLR [1].

Receptory TLR sa glikoproteinami o zblizonej wielko$ci, ich masa
czasteczkowa waha si¢ od 90 do 115 kDa. Czg§¢ z nich wstgpuje na
powierzchni btony komoérkowej (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6), a niektore
zwigzane s3 z btona endosomow (TLR3, TLR7, TLRS, TLR9) [5]. To typowe
transmembranowe biatka o charakterystycznej budowie. Sktadaja si¢ z trzech
domen: zewnatrzkomorkowej, srodblonkowej oraz wewnatrzkomorkowej. Czesé
zewnatrzkomorkowa stanowia regiony z powtdrzeniami bogatymi w leucyne
LRR (Leucine rich repeats). Gléwng rolg tej domeny jest rozpoznawanie
odpowiednich ligandow. Cze§¢ wewnatrzkomérkowa wykazuje podobienstwo
z receptorem dla interleukiny 1 (IL-1R1), stad wzieta si¢ jej nazwa TIR
(Toll/IL-1R receptor domain). Domena TIR zwrdcona jest zawsze w kierunku
cytoplazmy komorki, z kolei domena LRR skierowana jest na zewnatrz komorki
lub do wnetrza endosomu [6,7]. Niektore z receptorow TLR mogg tworzy¢
homodimery (pare identycznych czasteczek TLR, np. TLR4, TLR3, TLRY),
atakze posta¢ heterodimeru (dwoch réznych czasteczek TLR, TLR2/1
1 TLR2/6). Wystgpowanie postaci heterodimerycznej jest niezwykle istotne,
gdyz poszerza spektrum rozpoznawanych ligandéw [8]. Pomimo podobnej
budowy rola receptoréow TLR w uktadzie odporno§ciowym jest rézna.

2. Miejsce wystepowania TLR

Receptory TLR wystepuja powszechnie w catym organizmie, bogato
reprezentowane sg w takich miejscach ustroju, ktore stanowia potencjalne wrota
infekcji (komorki nabtonkowe przewodu pokarmowego i oddechowego). Ta
charakterystyczna lokalizacja TLR powoduje aktywacje komorek nabtonka,
ktore wydzielaja cytokiny i chemokiny, co skutkuje migracja komorek uktadu
immunologicznego do miejsca inwazji patogenu [5,7]. Jednak gtéwna funkcja
TLR jest zwigzana z wystgpowaniem tych receptoréw na komorkach uktadu
immunologicznego miedzy innymi na makrofagach, limfocytach, komorkach
dendrytycznych 1 neutrofilach [5]. Ponadto wystgpowanie TLR opisano
w: $rodblonku naczyn, adipocytach, kardiomiocytach, komoérkach §ledziony,
grasicy, fibroblastach, nerkach, ptucach i mikrogleju) [2,5,7].

3. Aktywacja receptorow TLR

Kazdy z receptoréw rozpoznaje charakterystyczng dla siebie grupe ligandéw,
ktorymi mogg by¢ antygeny bakterii, wirusow czy grzyboéw. Dowiedziono
rowniez, ze ligandami dla TLR mogg by¢ biatka pochodzenia endogennego,
ktore uwalniane sa z wnetrza komorek w wyniku reakcji stresowych
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(m.in. biatka szoku cieplnego HSP60 rozpoznawane przez TLR4) [9].
Ligandami dla TLR1 s3 peptydoglikany (PGN), lipopolisacharyd (LPS),
lipopeptydy, lipoproteiny czy modulina. Ligandami dla TLR2 sa miedzy innymi:
bakteryjne lipoproteiny, kwas lipotejchojowy, glikolipidy, zymosan, PGN. Dla
TLR3 — podwojna ni¢ RNA. Podstawowym ligandem dla TLR4 jest (LPS).
Flagelina jest rozpoznawana przez TLRS. TLR6 zwiazany z TLR2 rozpoznaje
diacylowe lipopeptydy. TLR7 i TLRS8 rozpoznaja wirusowa pojedyncza nic¢
RNA. Z kolei TLRY rozpoznaje niemetylowane sekwencje CpG DNA. Ligand
dla TLR10 do tej pory nie zostal jednoznacznie zidentyfikowany. Potaczenie
ligandu z charakterystycznym dla siebie rodzajem TLR inicjuje kaskadowa
$ciezke sygnalizacyjna prowadzaca do uwolnienia z komoérki szeregu cytokin
prozapalnych i chemokin [4,9].

Aktywacja TLR prowadzi do transdukcji sygnatu poprzez dwa glowne szlaki
tzw. szlak niezaleznym i zalezny od MyD88 (Myeloid differentiation factor 88),
ze wzgledu na zaangazowanie tej czasteczki w proces transmisji sygnatu. Szlak
MyD88—zalezny jest charakterystyczny dla wiekszosci TLR. Natomiast szlak
MyD88-niezalezny charakterystyczny jest dla receptorow TLR3 oraz jednej
z dwoch $ciezek typowych dla TLR4 [10, 11]. Przekaz sygnalu jest
skomplikowany i aby byl efektywny, wymaga aktywnosci wielu biatek
adaptorowych 1 kinaz charakterystycznych dla obu szlakow. Efektem
uruchomienia tych kaskad sygnalizacyjnych jest uwolnienie i transport do jadra
komoérkowego aktywnych czynnikow transkrypcyjnych takich jak NF—xB, AP1,
IRF3 czy IRF7. Ich funkcjg jest indukcja ekspresji genow dla réznych cytokin,
chemokin, czasteczek adhezyjnych i interferonu. W ten sposéb zainicjowany
zostaje sygnat do rozwoju odpowiedzi swoistej [10-12].

4. Rola receptoréow TLR w odpowiedzi immunologicznej

Gtowng funkcja receptoréw Toll-podobnych jest indukcja wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej, gdzie najbardziej istotng role pelnia TLR
znajdujace si¢ na komodrkach prezentujacych antygen (APC). Prawidlowe
funkcjonowanie receptoréw TLR jest bardzo waznym elementem integrujacym
dzialanie ukladu immunologicznego a szczegodlnie odpowiedZz nieswoista
1 swoistg [5-7].

W pierwszym etapie po rozpoznaniu drobnoustrojow nastepuje aktywacja
odpowiednich $ciezek transmisyjnych, skutkujaca uwolnieniem cytokin
prozapalnych, chemokin 1 defensyn. Nastepnie dochodzi do migracji
makrofagdéw, komorek tucznych i komoérek dendrytycznych do miejsca infekeji.
W wyniku aktywacji TLR na makrofagach dochodzi do zwigkszenia syntezy
cytokin prozapalnych, a takze do zwigkszenia zdolnosci fagocytarnej. Makrofagi
bardziej efektywnie prezentuja antygeny limfocytom T, a takze stymuluja
swoista odpowiedz immunologiczng, w wyniku zwiekszonej ekspresji
czasteczek ko—stymulujacych CD80 i CD86 limfocytow B oraz antygendéw
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zgodno$ci tkankowej klasy I i klasy II (MHC I, MHC II). Natomiast brak
receptorow TLR2 i TLR4 na makrofagach skutkuje zaburzeniami w procesie
fagocytozy wielu bakterii [5,7,10].

Istotng role odgrywaja réwniez receptory TLR w biologii komorek
dendrytycznych. Komorki dendrytyczne dzielimy na dwie subpopulacje:
niedojrzale komorki dendrytyczne, wykazujace silne wlasciwosci endocytarne
i pinocytarne, oraz komorki plazmocytoidalne. Ekspresja TLR znaczaco si¢
rozni w obrebie tych dwoch populacji. Pierwsze z nich wyrazaja na powierzchni
ekspresje TLR1, TLR2, TLR3, TLR5, TLR6 i TLR8, natomiast komorki
plazmocytoidalne: TLR1, TLR6, TLR7, TLR9 i TLR10. Aktywacja receptoréw
TLR wywoluje dojrzewanie niedojrzatych komorek dendrytycznych, ktore
zdobywaja cechy komorek prezentujacych antygen. W wyniku dojrzewania na
komoérkach dendrytycznych pojawiaja sie czasteczki ko stymulujace oraz
receptory chemokin. Dochodzi réwniez do wzmozonej ekspresji MHC I 1 MHC
IT oraz wzrostu uwalniania cytokin prozapalnych. Mechanizmy te potwierdzaja
fakt, ze aktywacja TLR wumozliwia indukcje swoistej odpowiedzi
immunologicznej poprzez aktywacje limfocytow T [5,7, 13, 14].

5. Udzial TLR w nowotworzeniu

Obecnos¢ receptoréw TLR odnotowano réwniez na komoérkach zmienionych
nowotworowo. Dane na ten temat sugeruja, ze $ciezki sygnatowe receptoréw
TLR w nowotworach mogg wigzac si¢ ze zniesieniem obrony gospodarza wobec
procesu nowotworowego. W wyniku aktywacji TLR w komorkach
nowotworowych nastepuje indukcja syntezy czynnikow prozapalnych
i czasteczek immunosupresyjnych. Skutkuje to  zmniejszeniem podatnosci
komoérek nowotworowych na atak cytotoksycznych limfocytow, co utatwia im
wymknigcie si¢ spod nadzoru immunologicznego. Stymulacja TLR moze takze
sprzyja¢ procesowi proliferacji komérek nowotworowych. Nastepuje to, poprzez
indukcje uwalniania cytokin np.: IL-6, IL-13 oraz TNF-a, a takze innych
czynnikow wzrostowych. Dodatkowo, receptory TLR moga wywotywaé
oporno$¢ na apoptozg, powodowal wzrost angiogenezy i przepuszczalnosci
naczyn, jak rowniez zwigksza¢ inwazyjno$¢ komorek nowotworowych przez
regulacj¢ uwalniania metaloproteinaz i integryn. Wyzej wymienione procesy
potwierdzaja zwigzek pomiedzy przewleklym stanem zapalnym i zakazeniami
a patogeneza nowotworéw. W ten sposob podkreslaja role receptorow TLR
w procesach nowotworzenia. Fakt, ze TLR biorg udziat w rozwoju nowotworow
nasuwa nowe sugestie, ze receptory te moga staé si¢ nowym celem
terapeutycznym. Udowodniono, ze zablokowanie szlaku TLR4 odwraca, zalezne
od guza, hamowanie proliferacji limfocytow T oraz aktywno$¢ komoérek NK
zaré6wno in vivo i in vitro. W ten sposob opdzniony zostaje wzrost guza,
a w konsekwencji wzrasta przezycie myszy z nowotworem. Receptory TLR
reguluja tez odpornos¢ lub tolerancje wobec nowotworu, poprzez limfocyty
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T regulatorowe, komorki dendrytyczne oraz inne komorki ukfadu
immunologicznego. Istnieje kilka doniesien, ktére dowodza, ze niektore
produkty drobnoustrojow 1 niektére leki wykazuja kliniczng aktywnos$¢
przeciwnowotworowa, ktéra wynika z wigzania si¢ tych czasteczek
zreceptorami TLR na komorkach immunologicznych. Pomimo faktu, ze
stymulacja TLR na komorkach nowotworowych moze wplywaé korzystnie na
progresje, stworzono kilka strategii opracowania szczepionek na bazie
agonistow TLR. Uwzglednia si¢ tu szczeg6lnie zdolnos¢ do rozpoznawania
i niszczenia komorek zmienionych nowotworowo. Zastosowanie adiuwantéw
immunologicznych moze jednak powodowa¢ zmiang szlakoéw transdukcji
sygnalu poszczegdlnych TLR, a przez to wywolywaé rozne reakcje
w organizmie. Podczas, gdy niektére z reakcji immunologicznych staja sie
korzystne, inne mogg by¢ szkodliwe w czasie terapii przeciwnowotworowe;.
Istotne jest wiec, aby starannie dobra¢ receptor docelowy, uzywajac wilasciwej
mieszaniny agonistow, jak rowniez nalezy wziag¢ pod uwage udziat innych
czynnikow takich jak np.: mikros§rodowisko nowotworu [15,16].

6. Receptory Toll-podobne w nowotworach hematologicznych

Receptory TLR moga by¢ zaangazowane w patogeneze¢ nowotworow
hematologicznych poprzez modulacje odpowiedzi immunologicznej, a takze
poprzez dostarczanie komérkom nowotworowym sygnalow do przezycia. Do tej
pory najwiecej uwagi poswiecono receptorom TLR w klonalnych chorobach
limfoproliferacyjnych, takich jak: przewlekta bialaczka limfocytowa, szpiczak
mnogi, chloniak Hodgkina, chtoniaki nieziarnicze oraz ostra biataczka szpikowa.
Coraz czg$ciej bada si¢ ekspresje tych receptorow w komodrkach po
transformacji nowotworowej, majac nadzieje na lepsze poznanie ich funkcji oraz
opracowanie nowych, skutecznych schematéw terapeutycznych [17-19].

6.1. TLR w klonalnych chorobach limfoproliferacyjnych

Najwiecej danych literaturowych dotyczy receptoréw TLR w przewleklej
biataczce limfocytowej (PBL). Wazng cechg komodrek bialaczkowych jest ich
dlugi czas zycia, z powodu zaburzonej apoptozy. Dochodzi do akumulacji
monoklonalnych limfocytow B w krwi obwodowej, w szpiku i w tkance
limfatycznej. Bardzo wazng role w patogenezie PBL odgrywa rdéwniez
nadmierna proliferacja limfocytow, prowadzaca do stopniowego nagromadzenia
komorek biataczkowych. Antygeny indukujace proliferacje komoérek PBL, nie
zostaty jeszcze jednoznacznie zidentyfikowane. Zaréwno autoantygeny jak
1 egzogenne antygeny moga by¢ zaangazowane w inicjowanie i/lub progresje
PBL poprzez pobudzenie biataczkowych limfocytéw B, wyposazonych
w odpowiednie receptory antygenowe. Wydaje sig, ze sygnalizacja poprzez
receptor limfocytow B (BCR) nie jest gtownym czynnikiem w patogenezie PBL.
Dojrzate limfocyty B rozpoznaja antygeny drobnoustrojow w okreslony sposdb,
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za pomocg receptorow BCR oraz za posrednictwem receptoréw TLR. TLR sa
pomostem pomigdzy wrodzona, a nabyta odpowiedziag immunologiczng.
Receptory te dziataja jako czasteczki ko-stymulujagce dla limfocytow
B, indukujac dojrzewanie i proliferacje limfocytow oraz produkcje przeciwcial,
po wczesniejszym rozpoznaniu patogenu. Stymulacja powierzchniowych Iub
endosomalnych TLR wyzwala czynnik jadrowy NF—«B, ktéry ostatecznie
powoduje produkcje defensyn, cytokin prozapalnych i czasteczek
kostymulujacych. To z kolei indukuje rekombinacje przelacznika klasy do
konkretnego  izotypu. @ Wszystko to  zalezy od  prawidtowego
wewnatrzkomorkowego przemieszczania i lokalizacji wlaczonych receptoréw
TLR oraz od obecno$ci innych sygnatow, takich jak te pochodzace od BCR.
Przypuszcza si¢, ze aktywacja limfocytéw B, poprzez zaangazowanie TLR,
moze prowadzi¢ do bardziej efektywnego wspoétdziatania z komorkami
T i komérkami dendrytycznymi. Ponadto TLR zalezne sygnaly moga by¢
zamieszane w regulacje B komérkowej odpowiedzi immunologicznej, zar6wno
przez indukcje tolerancji TLR lub zniesienie mechanizméw zapewniajacych
wyciszenie autoreaktywnych limfocytow B, wspierajac autoreaktywnos$c.
Informacje dotyczace ekspresji TLR w przewleklej biataczce limfocytowej
w wigkszosci dotycza TLR7, TLR8 i TLR9. Pomimo istniejacych rdznic
pomigdzy chorymi, a takze miedzy liniami komérkowymi, receptory TLR7
1 TLR9 wykrywane sa w wigkszo$ci przypadkdéw, natomiast TLRS jest
nieobecny. W oparciu o dane piSmiennictwa najwicksza ekspresje wsrod
receptorow odnotowuje si¢ dla TLR7 [20,21].

Badanie ekspres;ji i funkcji receptorow TLR wykazujg znaczacy wptyw TLR
na reakcje uktadu immunologicznego oraz na wzrost komorek nowotworowych
[22]. Ekspresja i funkcje receptoréw TLR byly intensywnie badane miedzy
innymi w biataczkach i szpiczaku mnogim. W klasycznym chtoniaku Hodgkina,
bedacym takze chorobg limfoproliferacyjna, objawy kliniczne oraz patologiczne
odzwierciedlajag nieprawidlowa odpowiedz immunologiczng. Uwaza sie, ze
dzieje si¢ to poprzez wydzielanie roéznych cytokin, przez komdrki Reed
Sternberga lub tkanki otaczajace [23]. Do tej pory jest mato doniesien na temat
ekspresji i1 funkcjonalnosci TLR w chioniakach. W komorkach Reed Sternberga
u chorych z chloniakiem Hodgkina wykryta zostata ekspresja hiporeaktywnych
receptorow TLR4, TLR7 i TLRY. Nie wykryto natomiast receptora TLR2
[22,23].

Badania TLR w chtoniakach nieziarniczych (NHL) pozwolily zalozy¢
hipotezg, ze receptory TLR moga by¢ czynnikami wptywajacymi na rozwoj
choroby. Zaklada si¢ tak, poniewaz znana jest ich rola w rozpoznawaniu
ligandow drobnoustrojow oraz w stymulowaniu wielu $ciezek sygnatowych
ukladu odpornosciowego. Wykazano, ze polimorfizmy gendéw receptoréw
TLRI1, TLR6 i TLR10 moga wigza¢ si¢ z ryzykiem choroby. Aby lepiej poznaé
znaczenie szlakoéw TLR w patogenezie NHL konieczne sg dalsze badania.
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Do tej pory stabo poznana jest etiologia NHL. Przypuszcza si¢, ze zakazenia
1 upo$ledzenie odpornosci moga mie¢ pewny wplyw na ich rozwoj [24].

Kolejng chorobg z grupy choréb limfoproliferacyjnych, w ktorej badano
receptory TLR jest szpiczak mnogi (MM). Nalezy do gammapatii
monoklonalnych. Choroba ta charakteryzuje si¢ proliferacja jednego klonu
komoérek plazmocytowych, produkujacego homogenne immunoglobuliny. Na
szybko$¢ wzrostu i przezycia komorek szpiczaka moga mie¢ wplyw ligandy
receptorow TLR [25]. Komorki szpiczaka mnogiego charakteryzuja sie¢
obecnoscig TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLRS8 i TLRY. Najczesciej
jednak wystegpuje ekspresja receptorow TLR1, TLR4, TLR7 i TLR9. U chorych
z nadekspresja TLR4 wykazano gorsze rokowanie. Istnieja sugestie, ze wysoki
poziom TLR i MyD88 moze by¢ nabywany w okresie przechodzenia
z gammapatii monoklonalnej do gammapatii monoklonalnej o nieustalonym
znaczeniu (MGUS), az wreszcie do szpiczaka mnogiego. W zwiazku z tym
ekspresja TLR moze by¢ zwigzana z progresja choroby [26].

6.2. TLR w bialaczkach szpikowych

Pomimo intensywnych badan nad receptorami TLR, niewiele jest jeszcze
informacji na temat ich roli w biataczkach nielimfoblastycznych. Szczegolnie
duzo uwagi po$wigca si¢ funkcji TLR w ostrych biataczkach szpikowych, mniej
w przewlektych. Szczegétowo bada sie role TLR i dziatanie agonistow dla
poszczegbdlnych receptorow, pod katem wykorzystania ich potencjatu
1 mozliwo$ci zwigzanych z immunoterapia tych choréb nowotworowych [22].

Ostre bialaczki szpikowe stanowia grupe nowotwordéw, wywodzaca sie
z prekursoréw  komorek krwi. Sa najczestszymi ostrymi biataczkami.
U dorostych  wystepuja rzadziej niz u dzieci. Charakteryzuja si¢
nagromadzeniem niedojrzatych form komoérek w szpiku, oraz naciekaniem
roznych narzadow i tkanek [27]. Wiadomo, ze w blastach ostrej biataczki
szpikowej jest aktywowany jadrowy czynnik transkrypcyjny «B (NF—«B),
natomiast nie ulega aktywacji w niezmienionych chorobowo, prekursorowych
komoérkach krwiotworczych CD34+. Czynnik ten poprzez aktywacje $ciezek
sygnatlowych receptorow Toll podobnych pobudza produkcje cytokin
prozapalnych. Ekspresje receptorow TLR7 1 TLR8 zaobserwowano na
komoérkach ostrej biataczki nielimfoblastycznej. Mechanizmy zwigzane
z aktywacja szlakow kontrolowanych przez TLR moga przyczynia¢ sie¢ do
wystapienia agresywnego fenotypu biataczki. W dalszym ciagu niewiele jednak
wiadomo na temat tych receptoréw w biataczce [22,28].

7. Podsumowanie

Receptory TLR uczestnicza w interakcjach pomiedzy odpornoscia swoista
inieswoistg. Obecne sa nie tylko w zdrowych komodrkach ukladu
immunologicznego, ale takze w komorkach zmienionych nowotworowo.
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Dodatkowo stwierdzono, ze w komoérkach po transformacji nowotworowej
szlaki sygnalizacji receptoréw TLR moga by¢ zamieszane w zniesienie obrony
gospodarza wobec procesu nowotworowego. W zwiazku z tym wiele o§rodkoéw
naukowych prowadzi liczne badania ekspresji i funkcji receptorow TLR.
Dotychczas najlepiej zbadano udziat receptorow TLR w chorobach
limfoproliferacyjnych, w szczegdlnosci w PBL. Przypuszcza sig¢, ze sygnaty
TLR zalezne moga by¢ zamieszane w regulacje B komorkowej odpowiedzi
immunologiczne;j.
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Zwigzek pomiedzy receptorami TLR a procesem nowotworzenia
w hematologii

Streszczenie

Gléwnym zadaniem TLR jest aktywacja komorek odpornosciowych. Receptory TLR moga
indukowaé¢ odpowiedz wrodzong, moga wzbudza¢ odpowiedz nabyta, a ponadto moga
uczestniczy¢ w ich wzajemnych interakcjach. TLR wystepuja nie tylko na zdrowych komorkach,
ale takze tych zmienionych nowotworowo. Moga one byé zaangazowane w patogeneze
nowotworéw hematologicznych. Ich obecnos¢ wykazano na komorkach u chorych na przewlekta
biataczke limfocytowa, chtoniaku Hodgkina, chtoniakach nieziarniczych i szpiczaku mnogim oraz
w ostrej bialaczce szpikowej. Zaburzenia w funkcjonowaniu ukladu immunologicznego
w nowotworach hematologicznych przyczyniaja si¢ do powstania licznych infekeji, a jednoczesnie
moga odpowiada¢ za ucieczke transformowanych nowotworowo komorek spod nadzoru
immunologicznego.

Stowa kluczowe: TLR, odpowiedZz immunologiczna, nowotwory hematologiczne, nowotworzenie

The relationship between tlr receptors and the process of carcinogenesis
in hematology

Summary

The main function of the TLRs is activation of immune system cells. TLRs can induce an innate
and adaptive response and take part in mutual interactions between these two mechanisms. TLRs
are not only on healthy cells, but also on cancer cells. They may be involved in the pathogenesis of
hematological malignancies. TLRs has been expressed on B cells of chronic lymphocytic leukemia
and other lymphoproliferative disorders such as: Hodgkin's lymphoma, non—Hodgkin's lymphoma
and multiple myeloma. In addition, they are present in acute myeloid leukemia. Disorders in
functioning of the immunological system are responsible for many infectious complications.

Key words: TLR, immune response, hematological malignancies, carcinogenesis
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