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ANTYNOWOTWOROWE | CHEMOPREWENCYJNE
WEASCIWOSCI KURKUMINY

1. Wstep

Jednym z niezwykle obiecujacych dzialan na rzecz ograniczenia ryzyka
wystgpienia choroby nowotworowej jest chemoprewencja. Polega ona
na wykorzystaniu zwiazkow, glownie pochodzenia naturalnego, w celu
odwrécenia, zahamowania lub opo6znienia procesu transformacji nowotworowej.
Kurkumina — substancja wyizolowana z ktacza ostryzu dtugiego, ze wzgledu na
swoje szerokie spektrum aktywnosci biologicznej jest doskonatym przyktadem
zwigzku o charakterze chemoprewencyjnym.

2. Ostryz dhugi (kurkuma)

Ostryz dlugi to ro$lina z rodziny Imbirowatych (Zingiber aceae),
pochodzenia tropikalnego Iub subtropikalnego, mierzaca do 1,5 metra
wysokos$ci. Uprawiana najczgsciej w Chinach, Indiach, Pakistanie, Cejlonie oraz
na Pétwyspie Malajskim [1]. W medycynie Dalekiego Wchodu, ze wzgledu na
swoje doskonate wilasciwosci lecznicze, znana jest od ponad 4000 Iat.
Stosowana byta, miedzy innymi w dolegliwos$ciach przewodu pokarmowego,
W leczeniu ostrych standw zapalnych czy trudno gojacych sie ran [2].

Ro$lina posiada charakterystyczny ped kwiatowy, z 0sadzonymi na nim
duzymi, zoltymi kwiatami zebranymi w klos. Do celow przyprawowych
i leczniczych stosuje sie ktacze ostryzu dhugiego — Rhizoma Curcuma longa L. [1].

3. Wlasciwosci fizyczne i chemiczne kurkuminy

Kurkumina, czyli (1E,6E)-1,7-bis(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)hepta-1,6-
dien-3,5-dion, jest zwigzkiem chemicznym nalezagcym do grupy polifenoli,
wystepujacym w klaczach ostryzu dlugiego w stezeniu 5-10% suchej masy.
Zwigzek ten  wystgpuje pod postaciag  charakterystycznego  zotto-
pomaranczowego proszku, o masiec molowej rownej 368,37 g/mol
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oraz temperaturze topnienia 183°C [3]. Czasteczka kurkuminy, w zaleznosci
od odczynu s$rodowiska, wystgpuje w dwoch formach tautomerycznych —
ketonowej i enolowej. Forma enolowa wystepuje w $rodowisku zasadowym,
ketonowa natomiast — przy pH ponizej 7 [5]. Sposrod naturalnie wystepujacych
kurkuminoidow wyizolowanych z klacza ostryzu dlugiego wymieni¢ nalezy:
kurkuming (rys. 2), bisdemetoksykurkumine, demetoksykurkuming oraz cyklo-

kurkuming [3, 4].
(o] o

o 2N
OO
HO OH
Rys.1. Wzor strukturalny kurkuminy

Struktura chemiczna kurkuminy zaproponowana zostata w 1910 roku przez
polskich badaczy i uczonych J. Mitorzgbska, K. Kostaneckiego i W. Lampe [2].

Powaznym ograniczeniem w doustnym stosowaniu kurkuminy jest jej niska
biodostepno$¢. Ze wzgledu na hydrofobowy charakter czgsteczki oraz fakt,
ze ulega zmetabolizowaniu w watrobie, kurkumina stabo wchtania si¢ z przewodu
pokarmowego, ulegajac unieczynnieniu przed osiagnieciem krazenia ogdlnego [2].

4. Aktywnosé biologiczna kurkuminy

Kurkumina jest jednym z najlepiej poznanych zwiazkéow pochodzenia
roslinnego. W literaturze najszerzej udokumentowano jej wlasciwosci
antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, proapoptotyczne,
chemoprewencyjne, neuroprotekcyjne, a takze wlasciwosci modulujace
funkcjonowanie uktadu odpornosciowego. Wielokierunkowos$¢ dziatania
kurkuminy jest bardzo istotnym aspektem w prewencji i leczeniu chordb
0 bardzo ztozonej etiologii, do ktorych zaliczy¢ mozna choroby nowotworowe
i schorzenia neurodegeneracyjne [2].

5. Wlasciwosci przeciwutleniajgce

Reaktywne formy tlenu (RFT) sg produktami czegSciowej lub catkowitej
redukcji i wzbudzenia czasteczki tlenu. Do grupy tej zalicza si¢ migdzy innymi
wolne rodniki tlenowe, tlen singletowy, anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik
wodoronadtlenkowy, rodnik hydroksylowy, nadtlenek wodoru, dwutlenek azotu.
RFT sg produktami fizjologicznych proceséw metabolicznych i w prawidtowych
stezeniach odgrywaja w organizmie funkcje regulacyjne. Jednak zbyt ich
wysokie stezenie prowadzi do powaznych uszkodzen sktadnikow komoérkowych,
takich jak biatka, lipidy czy kwasy nukleinowe. Zaburzenie réwnowagi
pomigdzy synteza adegradacja reaktywnych form tlenu prowadzi
w konsekwencji do powstania stresu oksydacyjnego, czyli nast¢pujacych
po sobie sekwencji biochemicznych reakcji indukujgcych uszkodzenie komorek
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oraz ich $mier¢ [6]. Reaktywne formy tlenu zwigzane sg z powstawaniem wielu
niekorzystnych proceséw, takich jak inaktywacja enzyméw antyoksydacyjnych
I biatek transportowych, pekniecia nici i uszkodzenia zasad DNA, uszkodzenie
chromosoméw, modyfikacja wlasciwosci antygenowych komorek, zmiana
morfologii komdrek, mutacje 1 transformacje nowotworowe, aktywacja
kompleksu biatkowego AP-1 i kancerogenow [7].

W badaniach laboratoryjnych wykazano, ze kurkumina moze nie tylko
bezposrednio neutralizowaé¢ reaktywne formy tlenu, w tym rodnik
hydroksylowy, anionorodnik ponadtlenkowy czy tlenku azotu, ale takze
hamowa¢ aktywno$¢ kompleksu biatkowego AP-1 [2, 8]. Ponadto w badaniach
wykazano, ze kurkumina jest w stanie indukowaé wzrost st¢zenia glutationu,
zwiazku o silnych wlasciwosciach antyutleniajacych [2].

6. Wlasciwosci przeciwzapalne

Jednym z istotnych elementéw zwiazanych z powstaniem stanu zapalnego
jest aktywno$¢ jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Czynnik ten petni
znaczacg rolg w procesach odpornosciowych i prozapalnych, hamuje bowiem
apoptozg, nasila proces angiogenezy oraz indukuje proliferacje, przez co
wykazuje istotny wptyw na indukcj¢ onkogenezy i progresji nowotworowej.
Wykazano, ze przekaznictwo NF-kB zwigzane jest takze z innymi szlakami
wewnagtrzkomorkowej sygnalizacji, uczestniczagcymi w procesach obronnych,
zapalnych i nowotworzeniu [2, 9]. Czynnik transkrypcyjny jest w stanie
regulowac¢ aktywno$¢ takich bialek, jak: interleukiny (1a, 1B, 2, 6, 9, 11, 12),
czasteczki adhezyjne (VCAM-1, ICAM-1, ELAM-1), interferony f i y, enzymy
(lipoksygenaza 5, dysmutaza ponadtlenkowa, cyklooksygenaza-2). Inhibicja
aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego NF-kB powoduje spadek ekspres;ji
gendéw kodujgcych wymienione powyzej biatka [2, 10].

W badaniach wykazano, ze kurkumina, poprzez hamowanie aktywnos$ci
kinazy inhibitora NF- kB (IKK), jest w stanie hamowa¢ aktywacje czynnika
NF-xB, aw konsekwencji obniza¢ ekspresj¢ gendw, odpowiedzialnych
za synteze biatek uczestniczgcych w procesach zapalnych. Do biatek tych naleza
miedzy innymi interleukina-8, cyklooksygenaza-2, izoformy syntazy tlenku
azotu [2].

Proces nowotworzenia zwigzany jest ze wzmozong synteza prostaglandyn.
Cyklooksygenaza-2 wykazuje dziatanie antyapoptotyczne, wzmaga proliferacje
komoérek oraz hamuje syntezg cykliny D, przez co komodrka ma problem
w wejsciem w fazg mitotyczng. Kurkumina jest w stanie hamowaé proliferacje
komorek nowotworowych w wyniku obnizenia ekspresji genow dla cyklin
(A, B1) oraz kinaz zaleznych od tych cyklin. Inhibitory COX indukujg apoptoze
komorek transformowanych nowotworowo, poprzez wzrost stezenia biatek
proapoptotycznych Bax iBak oraz obnizenie st¢zenia biatek antypapo-
ptotycznych, takich jak Bcl-2 czy surwiwina [11].
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7. Wlasciwosci proapoptotyczne

Apoptoza, czyli genetycznie zaprogramowana $mieré komorki, to proces
wpisany w prawidlowe funkcjonowanie organizmu. Odgrywa istotng role
W utrzymaniu réwnowagi miedzy proliferacja a degradacja uszkodzonych
lub starzejacych si¢ komorek. Komorka pobudzana jest do apoptozy poprzez
aktywacje biatak p53, Bax-Bcl-2 czy interakcje receptorow Fas-Fas ligand.
Jednakze bezposrednio za $mier¢ komorki odpowiada aktywacja kaskady
kaspaz. Kaspazy, to grupa enzymow proteolitycznych, ktére w cytoplazmie
wystepuja w formie nieaktywnej. Do wewnatrzkomorkowej aktywacji
proenzymow dochodzi takze na skutek uszkodzenia integralno$ci blony
mitochondrialnej, przy udziale biatek z rodziny Bcl-2. Duze nagromadzenie na
zewnetrznej blonie mitochondrialnej biatek proapoptotycznych indukuje
tworzenie kanatow transportujacych do cytozolu czynniki indukujace apoptoze,
a takze cytochrom c laczacy sie z Apaf-1 i prokaspaza 9, co w konsekwencji
prowadzi do aktywacji kaskady kaspaz [12].

W badaniach wykazano, ze kurkumina poprzez aktywacj¢ kaspazy-8
i kaspazy-3 indukuje rozpad biatka Bid, podczas ktorego nastepuje uwolnienie
cytochromu ¢ z przestrzeni mitochondrialnej. W literaturze opisanych zostato
wiele przyktadow indukcji apoptozy w licznych liniach komoérkowych (raka
piersi, pluc nerek, watroby, okreznicy, jajnikéw, a takze liniach biataczkowych).
Kurkumina jest w stanie indukowaé apoptoze zarowno na drodze szlaku
zewnetrznego (komorki ludzkiego czerniaka), jak i mitochondrialnego (komorki
linii HL-60) [2].

Biatko p53, zwane takze ,straznikiem genomu” (guardian of the genome),
poprzez aktywacje transkrypcji genu kodujacego biatko p21 jest w stanie
doprowadzi¢ do zahamowania cyklu komorkowego w celu naprawy
uszkodzonego DNA lub indukcji zaprogramowanej $mierci komorki, czyli
apoptozy. Transformacja nowotworowa prowadzi do rozregulowania funkcji
biatka p53. Zmutowana forma traci zdolnos¢ do wigzania DNA, przez co p21
nie moze zosta¢ zaktywowane, komodrka nie dostaje sygnatow do zaprzestania
podziatow i stale proliferuje [13]. Ponad potowa nowotworow wykazuje mutacje
w genie p53. W badaniach wykazano, ze kurkumina indukuje syntez¢ p53, przez
co hamuje wzmozong proliferacje komorek.

10
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8. Regulacja cyklu komorkowego

Rozregulowanie cyklu komorkowego ma niezwykle istotny wplyw
na wszystkie etapy kancerogenezy, poczynajac od inicjacji, na terminacji
konczac. Kurkumina moze regulowaé¢ nie tylko punkty kontrolne cyklu,
ale takze biatka regulatorowe biorgce udziat w prawidtowej proliferacji
komorkowej. Badania na wybranych liniach komorkowych wykazaty,
ze substancja ta, wykazuje dzialanie antyproliferacyjne, nie tylko dzigki
zdolnosci do indukowania procesu apoptozy, ale takze zdolno$ci do zatrzymania
cyklu komoérkowego w dowolnej fazie [3, 14].

Kurkumina posiada zdolnos¢ do zatrzymywania cyklu komérkowego, przede
wszystkim w fazach GO/Gl i/lub G2/M. Gléwny mechanizm dziatania
kurkuminy w zahamowaniu cyklu komodrkowego polega na zwigkszonej
syntezie inhibitorow CDK, tj. pl6INK4a, p27Kipl, p21Cipl, zahamowaniu
syntezy cykliny D1, cykliny E oraz hiperfosforylacji biatka Rb. Kurkumina
stymuluje takze degradacje cykliny E na drodze proteolizy ubikwitynozalezne;.
Kurkumina oddziatuje takze z fosfataza cdc 25A, zaburza tworzenie kompleksu
cyklina E/CDC2 i zatrzymuje cykl komorkowy w fazie G2/M [15]. Ponadto,
kurkumina, hamujac aktywno$¢ kinazy tymidynowej jest w stanie zatrzymac
podziat komorki w fazie S cyklu [14, 16].

Badanie prowadzone z wykorzystaniem plaskonabtonkowego raka glowy
i szyi wykazaty, ze kurkumina, poprzez hamowanie ekspresji genow dla COX-2,
cykliny D1, IL-6, Bcl-2 czy MMP-9, moze zatrzymywac komorki w fazie G1/S
cyklu. Kurkumina wptywa nie tylko na fazy G1/S cyklu komérkowego, ale takze
na fazg G2/M czy G0/G1, powodujac zahamowanie syntezy DNA oraz indukcje
apoptozy lub katastrofy mitotycznej, hamujac tym samym rozwoj komorek
nowotworowych [7]. Antyproliferacyjne whasciwosci kurkuminy potwierdzono
w badaniach na wielu rodzajach nowotwordéw, w tym raku ptuc, piersi, prostaty,
jelita grubego, gtowy i szyi, bialaczkach czy chtoniakach [15].

Wykazano, ze kurkumina w stezeniu 5-10 pM isttotnie hamowata
proliferacje szczurzych osteoblastow, nie indukujac przy tym apoptozy,
a prowadzac do zatrzymania cyklu komorkowego w fazie Gl. Co wigcej,
substancja ta, stymulowala ekspresjc mRNA dla p21WAF1/CIP1, ktoérego
biatkowy produkt jest w stanie hamowa¢ aktywno$¢ cyklinozaleznych kinaz
oraz fosforylacj¢ histonu H1 [3, 17].

9. Wplyw na angiogeneze i przerzutowanie

Angiogeneza, zwana takze neowaskularyzacja, to proces polegajacy
na tworzeniu nowych naczyn krwiono$nych na bazie juz istniejacych.
W przebiegu réznych chordb, w tym chordb nowotworowych, zaobserwowano
nadmierng angiogenez¢. Nowopowstate naczynia rdznig si¢ zdecydowanie
od naczyn macierzystych. Sg nieregularnego ksztattu, wykazuja tez nietypowy

11
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rozmiar, sgniedojrzale, krete i rozdete. Posiadajg takze liczne wypustki
umozliwiajace im wejécie do $wiatta naczyn. Potaczenia migdzy komodrkami
sg bardzo szerokie, pojawiajg si¢ tez liczne pory, co sprawia, ze sg o wiecle
bardziej przepuszczalne od naczyn prawidtowych. Odpowiednie ukrwienie
W obrgbie guza sprzyja przedostawaniu si¢ komoérek nowotworowych
do krwiobiegu, co skutkuje zainicjowaniem procesu przerzutowania. Okreslenie
liczby wlosowatych naczyn krwiono$nych w preparatach histopatologicznych
Zz materialu pochodzenia nowotworowego ma niezwykle istotne znaczenie
prognostyczne 1 diagnostyczne, umozliwiajace okreSlenie stopnia ryzyka
tworzenia przerzutow [18].

Glownymi czynnikami indukujagcymi proces angiogenezy sa: plytkowy
czynnik wzrostu PDGF, angiopoetyna 1. i 2., czynnik martwicy nowotworu
TNF-a, cytokiny, zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow bFGF, naczyniowo-
srédbtonkowy czynnik wzrostu VEGF. Kurkumina hamujgc ekspresj¢ biatek
proangiogennych jest bezposrednim inhibitorem neowaskularyzacji [16, 19].

Metaloproteinazy macierzy (MMP) to endopeptydazy zalezne od cynku,
posiadajace zdolno$¢ degradacji sktadnikow macierzy pozakomodrkowe;,
umozliwiajac tym samym przerzutowanie komorek nowotworowych do miejsc
odlegtych poprzez gesta sie¢ naczyn krwionosnych i limfatycznych. W badaniach
eksperymentalnych wykazano, ze kurkumina jest w stanie skutecznie hamowac
aktywnos¢ zelatynazy A (MMP-2) w linii komoérek czerniaka B16F10. Ponadto
kurkumina w stezeniu 10uM obnizata migracje izdolno$¢ do przerzutowania
ludzkich komorek raka watrobowo komorkowego linii SK-Hep-1, dzieki
zahamowaniu wydzielania zelatynazy B (MMP-9) [3, 20, 21].

10. Kurkumina jako zwigzek o wlasciwosciach chemoprewencyjnych

Jednym z dziatan zmniejszajacym ryzyko wystapienia nowotwordw,
w ktorym poktada si¢ obecnie wielkie nadzieje, jest chemoprewencja. Termin
ten zostal wprowadzony po raz pierwszy przez amerykanskiego uczonego
Michaela B. Sporna w 1976 roku [22]. Chemoprewencja, w definicji Sporna,
to ,,zapobieganie powstaniu nowotworu przez przyjmowanie nietoksycznych
srodkow  farmakologicznych lub  naturalnych substancji  obecnych
W pozywieniu, ktére moga zatrzymac lub spowolni¢ przebieg karcynogenezy
czy tez spowodowac regresje juz powstatych zmian” [11, 23]. Wigkszosé
znanych i stosowanych zwigzkow chemoprewencyjnych to substancje
pochodzenia roslinnego, charakteryzujace si¢ znikoma toksyczno$cia
i brakiem niepozadanych efektoéw ubocznych [2].

Na etapie inicjacji i promocji procesu nowotworowego dzialanie zwigzkow
chemoprewencyjnych polega na hamowaniu proliferacji komorek i replikacji
DNA nasileniu procesow naprawczych w uszkodzonych czasteczkach DNA,
zapobieganiu wnikania mutagenéw do komorek, unieczynnieniu dziatania
mutagendw poprzez ich zwigzanie, niszczeniu reaktywnych form tlenu oraz
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hamowaniu metabolicznej detoksykacji premutagenow. Dziatanie zwigzkow
chemoprewencyjnych na etapie progresji polega w glownej mierze na ich
cytotoksycznej 1 cytostatycznej aktywnosci w stosunku do komorek
nowotworowych. Ponadto, opiera si¢ na licznych dziataniach antyoksydacyjnych
i proapoptotycznych, na hamowaniu proces6w angiogenezy oraz tworzenia sieci
naczyn krwiono$nych [24].

Chemoprewencyjne wlasciwosci kurkuminy $ci§le zwigzane sg z inhibicja
czynnika transkrypcyjnego NF-kB, AP-1, a takze z zahamwoaniem ekspresji
genu mdr-1 [2].

11. Wlasciwosci neuroprotekcyjne kurkuminy

Badania epidemiologiczne wykazaly, ze kurkumina, podobnie jak
niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ), obniza ryzyka wystapienia choroby
Alzheimera lub istotnie spowalnia postgp choroby. W  odrdéznieniu
od tradycyjnych lekow przeciwzapalnych kurkumina nie wywoluje skutkow
ubocznych, jest zwigzkiem nietoksycznym i bezpiecznym podczas dlugotrwatego
stosowania. W badaniach eksperymentalnych wykazano, ze kurkumina juz
w bardzo niskich stezeniach jest w stanie hamowaé agregacj¢ B-amyloidu.
Kurkumina, bedaca zwigzkiem o zltozonym dziataniu plejotropowym, moze
okaza¢ si¢ doskonalym terapeutykiem stosowanym w chorobach o wieloczyn-
nikowej etiologii, do ktorych bez watpienia naleza choroby neurodegeneracyjne.
Obecnie trwaja badania kliniczne II fazy nad terapeutycznym wykorzystaniem
kurkuminy u osob dotknigtych tagodng iumiarkowang postacia choroby
Alzheimera [2].

12. Podsumowanie

Wielokierunkowe dziatanie kurkuminy jest niezwykle istotne w leczeniu
choréb o bardzo zlozonej etiologii. Naukowcy sa wigc coraz bardziej
zainteresowani doskonalymi wlasciwo$ciami kurkuminy, a szczegdlnie
ich wykorzystaniem w walce z rakiem, czy postepujaca demencjg w chorobie
Alzheimera. Szczegélne nadzieje upatruje si¢ w zwigzkach o dziataniu
chemoprewencyjnym, ktére cechuje duza dostgpno$é¢, gotowos¢ zastosowania,
niski koszt uzycia, a takze niska cytotoksyczno$¢ w stosunku do komoérek
prawidtowych. Do zwigzkow tych, bez watpienia nalezy opisana powyzej
kurkumina, ktoéra wykazuje szeroka aktywno$¢ biologiczng, w tym wilasciwosci
przeciwutleniajace, przeciwzapalne i proapoptotyczne. Ponadto, jest w stanie
regulowa¢ cykl komorkowy oraz procesy angiogenezy i przerzutowania, przez
co stanowi doskonatlg alternatywe w zapobieganiu chorob nowotworowych.
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Antynowotworowe i chemoprewencyjne wlasciwosci kurkuminy

Streszczenie

W ciggu ostatniego dziesigciolecia nastapit wyrazny postgp W poznaniu 1 zrozumieniu
mechanizméw biologii molekularnej nowotworéw. Jednak jak dotad, nikt nie odkryl cudownego
leku na raka, ktory bytby w stanie wyeliminowaé te¢ niezwykle czgsta i powazng chorobe.
Alternatywe dla tradycyjnej chemioterapii stanowi chemoprewencja, czyli wykorzystanie
substancji naturalnych lub syntetycznych w celu zahamowania, op6znienia lub odwrocenia
procesu transformacji nowotworowej. Chemoprewencja hamuje przede wszystkim wczesne etapy
kancerogenezy, a mianowicie inicjacj¢ i promocj¢. Zwigzki o charakterze chemoprewencyjnym
charakteryzuja si¢ stosunkowo niskg toksycznosciag oraz brakiem lub tagodnymi skutkami
ubocznymi. Wigkszo$¢ z nich to zwigzki pochodzenia naturalnego, gtownie roslinnego. Jednym
ze zwigzkoéw o charakterze chemoprewencyjnym jest kurkumina - substancja zawarta w ktaczach
ostryzu dlugiego (Curcuma Longa L.), wykazujgca szerokie spektrum aktywno$ci biologiczne;j.
W medycynie Dalekiego Wschodu, ze wzgledu na swoje doskonate wiasciwosci lecznicze znana
od ponad 4000 lat. Najszerzej udokumentowane i najlepiej poznane jest jej dziatanie
przeciwnowotworowe i chemoprewencyjne, dlatego praca ta ma na celu przedstawienie
biologicznych witasciwosci kurkuminy, z uwzglednieniem procesu transformacji nowotworowej.

Stowa kluczowe: kurkumina, ostryz dtugi, nowotworzenie, chemoprewencja.

Anti-cancer and chemopreventive properties of curcumin

Abstract

Over the last decade there has been significant progress in the knowledge and understanding of the
mechanisms of molecular biology of cancer. But so far, no one has discovered a miraculous cure
for cancer, which would be able to elminate this extremely common and serious disease.
An alternative to traditional chemotherapy is chemoprevention, ie the use of natural or synthetic
substances to inhibit, delay or reverse the process of oncogenic transformation. Chemoprevention
primarily inhibits the early stages of carcinogenesis, namely initiation and promotion.
Chemopreventic compounds that have a relatively low toxicity and lack of side effects or mild.
Most of them are compounds of natural origin, mainly plant. One chemopreventic compound
is curcumin - a substance contained in a long turmeric (Curcuma longa L.), having a broad
spectrum of biological activity. In medicine, the Far East, due to its excellent healing properties
known for over 4,000 years. The most widely documented and best known is its anti-cancer
and chemopreventive effects, which is why this work is to present the biological properties
of curcumin, including the process of oncogenic transformation.

Keywords: curcumin, turmeric, carcinogenesis, chemoprevention
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AUTYZM U DZIECI A MATCZYNE PRZECIWCIALA
— CZY ISTNIEJE ZWIAZEK?

1. Wprowadzenie

Autyzm jest cigzkim zaburzeniem rozwojowym, ktdrego objawy zaczynaja si¢
pojawia¢ w przeciggu trzech lat od poczecia lecz moga wystgpowac tuz po
urodzeniu. Istota choroby jest wystgpowanie nieprawidtowosci w zakresie trzech
sfer funkcjonalnych cztowieka: interakcji spotecznych, komunikacji oraz zacho-
wania. Dawniej choroba ta traktowana byla jako zespol chorobowy o podiozu
psychicznym, jednak wraz z rozwojem wiedzy na jej temat obecnie opisywana jest
szerzej i klasyfikowana tacznie z podobnymi zaburzeniami neurorozwojowymi jako
spektrum autyzmu (ang. Autism Spectrum Disorders, ASD). Zalicza sie do hiego
wszystkie choroby, ktorym towarzysza objawy wiw. triady zaburzen, tj. autyzm,
zaburzenie Aspergera i nieswoiste cato$ciowe zaburzenia rozwojowe [1].

2. Epidemiologia

Przez wiele lat autyzm byl rzadka chorobg, wystgpujaca z czgstoscig okoto
5 na 10 000 osob. Jednakze od poczatku wezesnych lat 90-tych, liczba ta zaczeta
znacznie wzrastac i obecnie wynosi 60-70 przypadkow na 10 000 osob. Choroba
wystepuje czegsciej u chlopcow (4:1), lecz u dziewczynek charakteryzuje sie
cigzszym przebiegiem [2].
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3. Przyczyny

Wiasciwa przyczyna zachorowan na autyzm jest dotychczas nieznana,
lecz badania wykazaly istnienie kilku prawdopodobnych czynnikow, takich jak:
dziedzicznos$¢, zaburzenia metaboliczne i neurologiczne, pewne typy infekcji
oraz komplikacje okotoporodowe [3].

Ostatnio szczegélnie zwraca si¢ uwagg na predyspozycje genetyczne,
CO oznacza, iz pewna grupa ludzi moze dziedziczy¢ sktonnos¢ do zachorowania
na autyzm od rodzicow. Wykazano wickszg czestos¢ wystepowania autyzmu
uobu bliznigt jednojajowych oraz wigksze prawdopodobienstwo wystapienia
zaburzen rozwoju izaburzen poznawczych u krewnych osob autystycznych.
Trwaja obecnie badania nad lokalizacjg gendw, przyczyniajacych sie do rozwoju
choroby. Autyzmowi towarzyszg ponadto inne zaburzenia genetyczne, takie
jak: zespot kruchego chromosomu X, stwardnienie guzowate i fenyloketonuria [4].

Zaobserwowano, ze dzieci, u ktorych stwierdzono autyzm, miaty gorsze
warunki zycia ptodowego i porodu. Wymienia si¢ tutaj najczesciej komplikacje
w trakcie cigzy, miedzy innymi: drgawki, nadci$nienie, bialkomocz, utrate
poprzedniej ciazy, zaawansowany wiek rodzicéw, cukrzyce oraz przyjmowanie
lekéw przez matke w okresie prenatalnym [4].

Czynniki neurologiczne roéwniez uznawane sg za jedng z przyczyn autyzmu.
Badania obrazowe wykazuja nieprawidtowosci budowy struktur moézgu (MRI)
oraz zaburzenia jego funkcjonowania (EEG) [4]. Dzieci z autyzmem majg
ponadto zaburzony schemat rozwoju CUN. We wczesnym dziecinstwie ich
moézgi rosng szybciej i osiagaja wigksze rozmiary niz u roéwiesnikow, jednak
W pdzniejszym okresie zycia, gdy zdrowe dzieci wchodzg w etap intensywnego
rozwoju i organizacji struktur CUN, mozgi dzieci autystycznych rozwijaja si¢
o wiele wolniej [3].

Nie odnaleziono dotychczas zadnych obiektywnych dowodow, potwierdza-
jacych teorie o psychicznym podtozu tego schorzenia. Nie potwierdzono réwniez
w badaniach klinicznych zwigzku pomigdzy szczepieniami, zwlaszcza szcze-
pionkg MMR, a autyzmem [4].

4. Objawy

Objawy autyzmu pojawiaja si¢ zazwyczaj zanim dziecko ukonczy 3 r. Z.
i trwajg przez cate zycie. Ich nasilenie moze by¢ zréznicowane, od tagodnego
do cigzkiego stopnia, uniemozliwiajacego jakiekolwiek funkcjonowanie
w spoleczenstwie [3]. Czasami spotyka si¢ trudnosci w uchwyceniu poczatku
choroby, zwlaszcza u malych dzieci, gdzie moze ona mieé¢ zrdéznicowany
przebieg i stopien nasilenia oraz trudno jest odrézni¢ zachowanie prawidlowe
od nietypowego. Objawy moga pojawiac si¢ tuz po urodzeniu a jesli wystepuja
miedzy 2 a 3 r.z.,, choroba ma zazwyczaj tagodniejszy przebieg. Pelny obraz
autyzmu obserwuje si¢ u dzieci w wieku 2-5 lat [5].

18



AUTYZM U DZIECI A MATCZYNE PRZECIWCIALA — CZY ISTNIEJE ZWIAZEK?

Chorzy prezentuja zaburzenia w zakresie 3 gldéwnych grup objawow:

e komunikacja — trudnosci w komunikacji werbalnej, wliczajac problemy
z postugiwaniem si¢ irozumieniem jezyka; niezdolno$¢ uczestniczenia
w konwersacji, nawet jesli dziecko potrafi mowic¢; trudnosci w komunikacji
niewerbalnej, takie jak zubozenie lub brak gestow i mimiki twarzy;

e interakcje spoteczne — trudnosci w nawigzywaniu kontaktow kolezenskich;
preferencje do samotnosci; stabe zdolnosci nasladowania innych, bierno$¢;

e zachowanie i zainteresowania — nietypowe sposoby bawienia si¢
zabawkami iinnymi przedmiotami, np. uktadania ich wg okreslonego
schematu; trudnosci w dostosowywaniu si¢ do zmian Ww najblizszym
otoczeniu; stereotypowe, powtarzalne zachowania; nietypowe reakcje na
dzwieki 1 smaki; brak wrazliwosci na bdl, zimno, goraco [3].

5. Leczenie

Nie ma mozliwosci catkowitego wyleczenia autyzmu, lecz wczesnie
wdrozone wlasciwe postgpowanie moze poprawi¢ stan dziecka, poniewaz
choroba rozwija si¢ w pierwszych trzech latach jego zycia. Najwiecej korzysci
przynosza terapie behawioralne, czyli programy dla bardzo matych dzieci jak
np. Early Start Denver Model (ESDM) [4].

Pojawily si¢ doniesienia o skutecznosci suplementacji diety (witaminy,
antyoksydanty, kwasy omega-3), aczkolwiek brak jak dotej pory wiekszych
randomizowanych badan, ktére by potwierdzity skutecznosé¢ i bezpieczenstwo
takiego leczenia [4].

Wykazano roéwniez szereg nieprawidlowosci, dotyczacych poziomu
neuroprzekaznikow, neuropeptydéw iendorfin. Podanie lekéw hamujacych
wydzielanie dopaminy przyczynia si¢ do ograniczenia wystepowania ruchow
stereotypowych i samookaleczenia, za§ wykrycie roli oksytocyny w modulowaniu
zachowan spotecznych sktania do rozwazenia wiaczenia jej do terapii [4].

Wiele osob z autyzmem wykazuje dodatkowe zaburzenia, takie jak drgawki,
nietolerancja pokarmowa, epilepsja czy zaburzenia snu, co wymaga wdrozenia
wlasciwego schematu leczenia objawowego [4].

6. Matczyne przeciwciala a autyzm — wyniki badan

Dalton i wsp. [2003] przeprowadzili badania, majace na celu potwierdzenie
hipotezy, ze zaburzenia neurorozwojowe moga by¢ spowodowane przez
przeciwciata matczyne. Surowice¢ krwi pobrano od 38-letniej kobiety, majace;j
troje dzieci: 9-letniego, zdrowego chlopca, 8-letnig dziewczynke z zaawan-
sowanymi objawami autystycznymi oraz 6-letniego chtopca z powaznymi,
specyficznymi zaburzeniami mowy. Dzieci byly poddane niezaleznej ocenie
klinicznej trzech specjalistow z dziedziny pediatrii. Rodzice matki byli zdrowi.
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Grupe kontrolng w badaniu stanowity 4 kobiety, ktore posiadaly zdrowe dzieci.
Surowice krwi matek wstrzykiwano myszom w trakcie cigzy w dawce
0,5 ml/dzien, a nastepnie w drugiej czesci eksperymentu w dawce 1,0 ml/dzien.
Potomstwo myszy urodzilo si¢ w sposob naturalny. Cechy takie jak: przyrost
masy ciala, otwieranie oczu, preferencja ciemnosci nad $wiatlem sita mig$niowa,
aktywno$¢ na przyspieszajagcym drazku wirnika oraz pamie¢¢ nie réznily si¢
pomigdzy potomstwem myszy zgrupy badawczej ikontrolnej. Jednakze
W grupie badawczej zaobserwowano niewielkie spowolnienie odruchow
wyprostnych, obnizong wytrzymatos¢ w testach fizycznych, wydluzenie czasu
reakcji na zmiany w otoczeniu.

W potomstwie myszy, ktore otrzymaty surowice od matki posiadajacej chore
dzieci wykazano zmiany w badaniu MRI moézdzku oraz koordynacji ruchowe;j,
W poréwnaniu z potomstwem myszy, ktorym podano surowice od matek
zdrowych dzieci. Zmiany te spowodowane byly silnym wigzaniem si¢ IgG
obecnych we wstrzykiwanej surowicy z cytoplazmg moézdzkowych komorek
Purkinjego i niektérymi duzymi neuronami pnia moézgu u rozwijajacych si¢
myszy. IgG mialy rowniez wysokie powinowactwo do taczenia sig
z powierzchnig komorek linii NB-1 (ang. neuroblastoma). 1gG surowicy z grupy
kontrolnej nie wiazaty si¢ preferencyjnie z zadnymi strukturami mézgowymi.

Wskaznik intensywnosci fluorescencji wynosit 4,9 +/- 2,3 w grupie
badawczej 12,0 +/- wgrupie kontrolnej. W 9-tym miesigcu zycia myszy
przeprowadzono badanie obrazowe moézdzku oraz uzyto MRS (ang. Magnetic
Resonance Spectroscopy). Jest to metoda analityczna, ktéora pozwala na
identyfikacj¢ i pomiar ilo§ciowy metabolitow w danych probkach. Odnotowano
umiarkowang redukcje¢ stezenia choliny i kreatyny u myszy, ktorych matki
pochodzity z grupy badawczej. Wyniki tego badania potwierdzity hipoteze, ze
niektore zaburzenia neurorozwojowe moga by¢ spowodowane poprzez transport
przeciwcial matki przez tozysko. Przeciwciala te wptywaja nastepnie na rozwoj
moézgu plodu. Chociaz w rodzinie matki, ktora urodzita chore dzieci, istniaty
przypadki zaburzen autystycznych i opdznienia mowy, obecno$¢ patogennych
przeciwcial w surowicy, powodujacych zmiany u potomstwa myszy, wskazuje,
W patogenezie autyzmu znaczenie maja nie tylko czynniki genetyczne, ale
rowniez matczyne przeciwciata. Przeprowadzone badanie nie dowodzi jednak,
7e matczyne przeciwciata sg odpowiedzialne za wszystkie przypadki autyzmu
czy innych zaburzen rozwojowych [6].

Zimmerman i wsp. [2006] podzielili uczestnikow badania na 6 grup. Grupg
| stanowity matki dzieci z autyzmem — 11 matek w wieku od 30 do 48 lat ($redni
wiek 36,8 lat) zrekrutowano w Developmental and Genetic Center of the
University of Tennessee Medical Center, Knoxville (UTMCK). Trzy sposrod
nich miaty chorob¢ autoimmunologiczng — reumatoidalne zapalenie stawow
I toczen rumieniowaty uktadowy. Podczas cigzy 2 matki byly leczone lekami
immuno-modulujagcymi  (azatiopryna, prednizon). Zadna z kobiet nie

20



AUTYZM U DZIECI A MATCZYNE PRZECIWCIALA — CZY ISTNIEJE ZWIAZEK?

przyjmowata lekow wplywajacych na produkcje przeciwcial. W grupie 1l
znajdowaly si¢ matki, ktore urodzity zdrowe, typowo rozwijajace si¢ dzieci
— 10 matek w wieku od 31 do 41 lat (sredni wiek 34,2 lata) zostato wybranych
sposrdd spotecznosci East Tennessee. W ich rodzinach nie byto przypadkow
zaburzen rozwojowych. Kobiety nie przyjmowaty rowniez zadnych lekow i byty
w dobrym ogdlnym stanie zdrowia, bez obcigzenia chorobami autoimmuno-
logicznymi.

Do grupy Il zakwalifikowano dzieci z autyzmem (Grupa I): 12 chtopcow
w wieku od 2 do 18 lat (sredni wiek 8,8 lat). Podzielono je na dwie podgrupy —
z cigzkim autyzmem (IQ <70) itagodnym autyzmem (IQ >70), uzywajac
klasyfikacji ~ zaburzen  psychicznych  Amerykanskiego  Towarzystwa
Psychiatrycznego DSM-IV (ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders), a takze CARS (ang. Childhood Autism Rating Scale). Dzieci nie
przyjmowaly zadnych lekow wptywajgcych na uktad odpornosciowy i nie
posiadaty chorob autoimmu-nologicznych. U dwojga wystepowata epilepsja.
Grupg IV stanowily dzieci zinnymi zaburzeniami neurorozwojowymi
— 14 chtopcow w wieku od 4 do 14 lat (sredni wiek 8,7 lat) byto ocenianych
w Developmental and Genetic Center UTMCK przez genetykow klinicznych.
Diagnostyka obejmowata ADHD, op6znienie rozwojowe, makrocefalie, apraksje
w mowie, zespot Smith—Lemli-Opitz i zespot tamliwego chromosomu X. Zadne
dziecko nie przyjmowato lekow inie miato choroby autoimmunologicznej.
W grupie V umieszczono rodzenstwo dzieci z autyzmem — 10 prawidtowo
rozwijajacych sie dzieci — 5 dziewczynek i 5 chtopcow w wieku od 6 do 14 lat
($redni wiek 8,8 lat), nie zwigzanych pokrewienstwem z Grupa | i lll. Ci badani
nie przyjmowali zadnych lekéw ani nie mieli rozpoznanych choréb
immunologicznych.

Grupa VI utworzona byla przez czworke prawidlowo rozwijajacych si¢ dzieci
— 2 dziewczynki i 2 chtopcow w wieku od 9 do 11 lat ($redni wiek 9,5 lat),
niezwigzanych z matkami z grupy kontrolnej. Dzieci nie otrzymywaly lekow
i nie posiadaty chorob immunologicznych. Podczas badania przetestowano
reaktywnos$¢ surowicy krwi od 0séb z poszczegoélnych grup z biatkami mozgow
szczurzych w okresie prenatalnym, postnatalnym oraz osobnikow dorostych,
wykorzystujac metode immunoblottingu. Podobne wzory reaktywnosci
wzgledem biatek prenatalnych, lecz nie postanatalnych i dorostych mozgoéw
szczurzych zidentyfikowano u dzieci z autyzmem, ich matek o dzieci z innymi
zaburzeniami neurorozwojowymi. Wyniki te réznity si¢ od otrzymanych
u matek zdrowych dzieci, zdrowego rodzenstwa dzieci z autyzmem i zdrowych
dzieci, u ktorych w rodzinie nie wystgpowat autyzm. Jak wykazaly pozniejsze
badania, specyficzne wzory reaktywno$ci przeciwciat byly obecne w surowicy
krwi matek dzieci z autyzmem przez okres od 2 do 18 lat po porodzie. Badanie
technikg immunoblottingu uzywajac  specyficznych antygenow MBP
(ang. Myelin Basic Protein) oraz GFAP (ang. Glial Acidic Fbrillary Protein)
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sugeruje, ze bialka te nie sg celami matczynych przeciwcial. Identyfikacja
charakterystycznych 1gG w surowicy krwi matek, ktorych dzieci chorowaty
na autyzm, rozpoznajacych antygeny mozgowe 0 ekspresji prenatalnej pozwala
przypuszczaé, iz te przeciwciala moga przenika¢ przez tozysko i powodowac
zmiany W rozwoju mézgu ptodu [7].

Nowsze badania, przeprowadzone przez Bauman'a i wsp. [2013] dostarczajg
réwniez interesujgcych danych. Od 246 matek dzieci chorujacych na autyzm
pobrano surowice krwi, zktorej nastepnie wyizolowano przeciwciata. IgG
wykazywaty autoreaktywnos¢ w stosunku do ptodowych biatek mdzgu o masie 73
i 38 kDa. Grupe kontrolng stanowita surowica krwi pochodzaca od 149 matek
zdrowych dzieci. Do analizy reaktywnosci biatek mézgu u plodu uzyto metody
western blot. W badaniu wziety udziat 24 samice wielorddki z gatunku rezus makak
(fac. Macaca mulatta) w wieku od 6 do 16 lat (Sredni wiek 11 lat). W zalezno$ci od
plci potomstwa, cigzarne matpy podzielono na 3 grupy badawcze: | grupa, w ktorej
znajdowalo sie 8 zwierzat, po 4 zkazdej plci, otrzymala IgG matek dzieci
z autyzmem. II grupa, liczaca 8 zwierzat — 3 ptci megskiej 1 5 plci zenskiej otrzymata
IgG matek dzieci o prawidtowym rozwoju, natomiast III grupa, liczaca
8 osobnikow, po 4 zkazdej pici, stanowita grupe kontrolng. Oczyszczone IgG,
rozcienczone w3 ml soli fizjologicznej bylo wstrzykiwane dozylnie. Zwierzeta
uprzednio poddano sedacji z uzyciem ketaminy (10 mg*kg-1) w 30., 44., 58., 72.,
86. 1100. dniu cigzy. W ciggu dwoch lat prowadzono ocene moézgu irozwoju
behawioralnego potomstwa samic. Malpy, ktorych matki otrzymaly surowice krwi
ze specyficznymi przeciwciatami wykazywaly znaczace odchylenia od typowych
dla swojego gatunku zachowan spotecznych. Badanie MRI ujawnito, ze potomstwo
ptci meskiej mialo powiekszong objetos¢ moézgu w pordwnaniu z grupa kontrolna.
Analiza statystyczna udowodnita, ze 23% matek, ktorych dzieci urodzily si¢
z autyzmem, posiadato krazace w surowicy Krwi przeciwciata z powinowactwem
do co najmniej dwoch biatek moézgowych, podczas gdy immunoglobuliny te byty
obecne tylko u 1% matek zdrowo urodzonych dzieci. Specyficzno$¢ do rozwoju
autyzmu tych przeciwcial wynosi ponad 99%, co oznacza mniej niz 1 na 100
wynikow fatszywie pozytywnych w trakcie badan [8].

Braunschweig iwsp. [2013] przeprowadzili badania w University
of California, Davis, dzigki ktorym odkryli w surowicy ci¢zarnych matek zestaw
autoprzeciwcial, indukujacych odpowiedz immunologiczna przeciwko
strukturom plodu. do analiz wykorzystali surowice krwi 61 matek dzieci
z autyzmem oraz 102 matek dzieci bez autyzmu. Dzieci zostaly podzielone na
trzy podgrupy: chore na autyzm (AU, 61 badanych), z zaburzeniami
rozwojowymi bez autyzmu (DD, 40 badanych) oraz prawidtowo rozwijajace si¢
(TD, 62 badanych). Przeciwciata matczyne przeciwko biatkom moézgu obecne
w surowicy krwi zostaly przeanalizowane za pomocg metody western blot
w grupie badawczej i kontrolnej. Zaobserwowano ich reaktywnos¢ wzgledem
dwoch tancuchéw biatkowych o masie 73 137 kDa w surowicy 7 z 61 matek
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(11,5%) dzieci AU, natomiast w zadnej surowicy matek dzieci DD i TD.
Ponadto powinowactwo przeciwcial wzgledem biatek mézgu bylo zwigzane
z regresja behawioralng dzieci AU, czego nie stwierdzono u dzieci DD i TD.
Dalsze badania dowiodly, ze przeciwciala te taczg si¢ z szeScioma konkretnymi
biatkami wystepujacymi w mdzgu i biorgcymi udziat w jego rozwoju. STIP1
(ang. Stress-Induced Phosphoprotein) wptywa np. na tworzenie nowych
neurondéw a cypina na liczbe odgatezien jakie wytworza. CRMP1 i CRMP2
(ang. Collapsin Response Mediator Proteins) hamuja dalszy rozrost neuronéow
determinujgc w ten sposob ich dlugosé. YBX1 (ang. Y-Box-Binding) jest
zaangazowane w proces transkrypcji oraz migracje neuronow w trakcie rozwoju
dziecka. Funkcja biatka LDH jest jak dotej pory najmniej poznana
W patogenezie zcalej szostki, ale wydaje si¢ by¢ najbardziej zwigzana
zrozwojem autyzmu. Podejrzewa si¢, iz bierze udzial w metabolizmie
lub w odpowiedzi na infekcje¢ wirusowg czy toksyny. Obecno$¢ przeciwciat
przeciwko wymienionym biatkom w surowicy niektorych matek dzieci chorych
na autyzm moze sugerowac istnienie zwiazku pomiedzy przechodzeniem IgG
przez tozysko podczas wczesnego okresu neurorozwojowego i stanowi¢ czynnik
ryzyka wystapienia autyzmu u potomstwa [9].

7. Podsumowanie

Przedstawione powyzej wyniki badan wskazujg na zalezno$¢ pomigdzy
obecnoscig przeciwcial w organizmie ci¢zarnej matki a rozwojem objawow
autyzmu u potmstwa. Pozostaje jednakze wiele niewyjasnionych zjawisk.
Matczyne IgG sa wykrywane w ptodowym krazeniu juz od 13 tygodnia ciazy,
tj. czasu, w ktorym zachodzi intensywna neurogeneza i migracja neuronalna.
Nawet najdrobniejsza zmiana i ingerencja w naturalny przebiegu tych proceséw
moze dramatycznie wptyna¢ na dalszy rozwoj uktadu nerwowego. Nie wiadomo
dotychczas, dlaczego i kiedy doktadnie powstaja przeciwciata, przyczyniajace
si¢ do rozwoju autyzmu u dziecka. Ich obecnos¢ potwierdzono w ciagu calego
okresu trwania cigzy. W niektorych przypadkach utrzymywaty sie nawet
do 181at po urodzeniu chorego dziecka. Nieznane jest rowniez z jakiego
powodu ekspozycja na badane przeciwciatla zmienia obj¢to§¢ mozgu jedynie
U osobnikéw ptci meskiej, podczas gdy wptyw na zachowanie obserwuje sig
U przedstawicieli obu plci. Ponadto ciagle nie opisano mechanizmu
powodujacego powigkszenie moézgu w obecnosci autoprzeciwciat [8].

Obiecujacych mozliwo$ci dostarczajg badania, przeprowadzane na matpach
z gatunku rezus makak. Dzigki nim istnieje szansa na opracowanie
diagnostycznej procedury, oceniajacej realne czynniki ryzyka rozwoju autyzmu.
Ponadto przewiduje si¢, iz w niedalekiej przysztosci powstang skuteczne modele
terapii oraz profilaktyki, ktore bedzie mozna wprowadzaé¢ juz u najmtodszych
pacjentow. Konieczne sa zatem dalsze badania, prowadzace do identyfikacji
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komoérkowego 1 molekularnego podtoza nieprawidlowego rozwoju moézgu.
Odkrycie to pozwoli wyjasni¢ patomechanizm przynajmniej czgsci zaburzen
wchodzacych w sktad ASD, a tym samym wyznaczy kierunek opracowywania
skutecznych lekow, ktore zapobiegna lub ogranicza czgsto$¢ wystgpowania
autyzmu [8].
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Autyzm u dzieci a matczyne przeciwciala — czy istnieje zwiazek?

Streszczenie

Poczatkowo autyzm byt traktowany jako zespot chorobowy o podtozu psychicznym. Obecnie wiadomo,
Ze jest to zaburzenie rozwojowe charakteryzujace sie¢ wystepowaniem nieprawidlowosci w zakresie
trzech sfer funkcjonowania cztowieka: interakcji spotecznych, komunikacji oraz zachowania. Czgstos¢
wystepowania autyzmu szacuje si¢ na 60-70 przypadkow na 10 000 osob. Wigksze ryzyko
zachorowania wystepuje u ptci meskiej. Celem pracy jest analiza zwigzku migdzy rozwojem autyzmu
U dzieci a wytwarzanymi przez matke przeciwcialami w czasie ciazy. Przeprowadzono dotychczas
liczne badania poswigcone temu zagadnieniu. Udowadniajg one, Ze zaburzenia neurorozwojowe
potomstwa moga by¢ spowodowane atypowa odpowiedzia immunologiczna organizmu matki w okresie
prenatalnym. Wedlug badan immunoglobuliny po przenikni¢ciu tozyska wigzaly si¢ z szescioma
biatkami, odpowiedzialnymi w réznym stopniu za rozwoj mozgu: STIP1 (ang. Stress-Induced
Phosphoprotein), cyping, CRMP1 i CRMP2 (ang. Collapsin Response Mediator Proteins), YBX1
(ang. Y-Box-Binding) oraz dehydrogenaza mleczanows (ang. Lactate Dehydrogenase, LDH). Mierzona
aktywnos$¢ specyficznych przeciwcial utrzymywata si¢ w surowicy krwi matki od 2 do 18 lat po
porodzie. Dzigki metodom immunoblottingu i immunocytochemicznym zbadano obecnos¢ przeciwciat
przeciwko ludzkim nerwowym komorkom progenitorowym w surowicy krwi dzieci z autyzmem
i porbwnano zwynikami uzyskanymi u zdrowych dzieci. Badania teujawnily znacznie wyzsza
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aktywno$¢ immunoglobulin u dzieci chorych. Doktadne poznanie mechanizméw rozwoju zaburzen
neurorozwojowych u dziecka w okresie ciazy stwarza szans¢ na opracowanie skutecznych metod
profilaktycznych, ktore pozwola uchroni¢ dziecko przed zachorowaniem. Dlatego konieczne sg dalsze
badania dotyczace autyzmu.

Stowa kluczowe: autyzm, dzieci, przeciwciata, matka

Autism in children and mother’s antibodies — is there a relation?

Abstract

Initially autism was treated as a mentally motivated syndrome. Currently, is it known that it
is developmental disorder characterized by occurrence of abnormalities in 3 areas of human functioning:
social interactions, communication and behavior. Autism prevalence rate is estimated to be 60-70 cases
per 10 000 people. Higher risk of diseae occurs in males. The aim of the work is to analyse the relation
between development of autism in children and antibodies created by mother during pregnancy.
Numerous research concerning this issue have been conducted. They prove that neurodevelopmental
disorders of offspring may be caused by atypical immunological response of mother’s organism in
prenatal period. According to research after transferring into placenta immunoglobulins bind to
6 proteins responsible for brain development: STIP1 (Stress-Induced Phosphoprotein), cypin, CRMP1
and CRMP2 (Collapsin Response Mediator Proteins), YBX1 (Y-Box-Binding) and lactate
dehydrogenase (LDH). Measured activity of specific antibodies persisted in mother’s serum from 2-18
years after birth. Owing to immunoblotting and immunocytochemical methods, researchers examined
presence of antibodies acting against human progenitor nerve cells in blood serum of children with
autism and compared with results obtained in healthy children. The research have shown much higher
activity of immunoglobulins in disordered children. Exact recognition of mechanisms of
neurodevelopmental disorders development in a child during pregnancy gives a chance to create
effective prophylactic methods which will allow to protect a child from the disorder. That is why further
research on autism are necessary.

Keywords: autism, children, antibodies, mother
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CUKRZYCA CIAZOWA. CZY NADAL STANOWI
PROBLEM?

1. Wstep

Cigza jest szczegdlnym okresem w zyciu kazdej kobiety. Czekajac na narodziny
nowego zycia wiele przysztych matek musi zmagac si¢ z nowymi przeszkodami,
jakie stawia przed nimi ich organizm. Cukrzyca ciazowa (Gestational Diabetes
Mellitus— GDM) wedtug definicji Polskiego Towarzystwa Ginekologicznego jest to
zaburzenie tolerancji weglowodanow lub cukrzyca rozwijajace sig, lub po raz
pierwszy rozpoznane w czasie cigzy [1]. Najczesciej ustepuje po jej zakonczeniu
[6]. Jednostka ta stanowi jedna z czgsciej spotykanych przyczyn powiktan w czasie
cigzy 1 dotyczy nawet 78-88% wszystkich cigz powiklanych cukrzyca [6]. Szacuje
sig, ze u 30-45% cigzarnych z GDM po okresie 15 lat rozwinie si¢ cukrzyca typu 11
[2], ryzyko wystapienia tego powiklania wynosi az 50% [3]. Niemniej istotny jest
fakt, ze GDM u okoto 30% wystepuje powtornie w czasie kolejnej cigzy [2].

Zgodnie z klasyfikacja wyr6zniamy cukrzyce cigzowa typu G1 i G2. Pierwszym
typem okre§lamy stan, gdy pacjentce udaje si¢ utrzymaé prawidlowy poziom
glikemii przy odpowiedniej diecie pomimo zaburzonej tolerancji glukozy. W typie
G2 z kolei stan zdrowia chorej wymaga insulinoterapii i specjalistycznej diety z racji
wystepujacej u niej hiperglikemii na czczo lub po jedzeniu.

Rozni autorzy podaja, ze cukrzyca cigzowa dotyczy od 3 do 5% kobiet
ciezarnych [2] lub zakres ten wynosi 1-10% [6]. Natomiast rézne zaburzenia
gospodarki cukrowej wystepuje u kobiet, ktore stanowiag od 1 do 14% [4].
Opisywana jednostka w przewazajacej czesSci wystepuje u pacjentek, u ktorych
przed cigza stwierdzono zaburzenia wydzielania insuliny oraz cechy
insulinoopornosci [3]. Nalezy pamigtac, ze do grupy z Gestational Diabetes Mellitus
trzeba zaliczy¢ rowniez te kobiety, ktore cierpiaty na cukrzyce przed poczgciem
dziecka, jednak choroba nie byla u nich wtedy zdiagnozowana [1]. W Polsce
problem GDM dotyczy od 0,7 do 12,3% ($rednio 2-4%) ciezarnych [6.]

Wahania poziomu glikemii u ci¢zarnej i zwigzane z tym zmiany homeostazy jej
organizmu maja wptyw na rozwijajacy si¢ ptod. GDM towarzyszy szereg zaburzeh
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metabolicznych, w tym gospodarki lipidowej u matki, a takze jest przyczyna
makrosomii ptodu (masa przekraczajaca 4000 g, 4200 g lub 4500 g [5]) lub Large of
Gestational Age (LGA), gdzie nadmierny ci¢zar ptodu przekracza 90 centyl lub dwa
odchylenia standardowe masy naleznej dla danego wieku cigzowego. Nalezy
odrozniaé hipertrofie zwigzang z GDM, gdzie powigkszeniu ulega glownie glowa
oraz obrgcz barkowa dziecka, od obejmujacej gtowg i caly tutdéw hipertrofii
U noworodkdéw rodzonych przez matki wolne od cukrzycy ciagzowej. Powyzsze
zaburzenia rozwojowe ptodu wystepuja z 10-krotnie wigksza czgstoscig u matek
zGDM niz u w populacji ogodlnej [6]. Z hipertrofia zwigzane s3 trudnosci
okotoporodowe takie jak wzrost koniecznosci rozwigzywania ciazy przez cigcia
cesarskie, czy tez urazy okotoporodowe [1] np. dystocja barkowa przy porodach
sitami natury [6], wielowodzie (poliuria ptodowa [6]), EPH- gestozy i niska
punktacja w skali APGAR. Do innych znacznie powazniejszych konsekwencji
niekontrolowanej hiperglikemii 1 niedoboru insuliny ciezarnych zaliczamy:
przedwczesny porod, niedotlenienie i kwasica u ptodu, wady rozwojowe, a takze
martwe urodzenia. Do najczesciej spotykanych wad zalicza si¢ wady serca
i osrodkowego uktadu nerwowego [2].

2. Patogeneza Gestational Diabetes Mellitus

Podczas cigzy dochodzi do wydzielania antagonistow insuliny takich jak
laktogen tozyskowy (hPL z ang. human placental lactogen) i do wzmozonego
unieczynnienia insuliny spowodowanego aktywnos$cia insulinazowsa lozyska [2, 6].
Uksztaltowanie lozyska w GDM (gruba pgpowina i zroéznicowana dojrzatosc
kosmkow [6]) sprzyja przenikaniu duzych iloSci substancji odzywczych
do krwiobiegu ptodowego, co dodatkowo wplywa na zwigkszanie masy ciata.
W efekcie  wystgpuje  insulinooporno$¢  (postreceptorowa) 1  wzmozone
zapotrzebowanie na ten hormon. Okres miedzy 24. a 28. tygodniem to czas, kiedy
najczesciej dochodzi do wyczerpania mozliwos¢ adaptacyjnych komorek B trzustki
matki i zaburzen w kontrolowaniu glikemii, zwlaszcza u kobiet, ktore juz przed
cigzg ~mialy uwarunkowane predyspozycje do  zaburzen przemian
weglowodanowych.

Tabela 1. Czynniki ryzyka Gestational Diabetes Mellitus

Czynniki ryzyka GDM

Ciaza u kobiety powyzej 35. roku Matka przed cigza z wysokim BMI

zycia >27 kg/m?

Urodzenie dzieci o0 masie > 40009 z GDM w wywiadzie podczas wczeéniejszych
poprzednich cigzy cigzy

Urodzenie dziecka z wada wrodzong Smieré wewnatrzmaciczna ptodu

Cukrzyca typu 2 w wywiadzie

rodzinnym

Zrédto: opracowanie wiasne przy wykorzystaniu [2]

28



CUKRZYCA CIAZOWA. CZY NADAL STANOWI PROBLEM?

Glukoza przenika przez tozysko do krwi ptodu, insulina produkowana przez
matke nie przekracza bariery krew matka- ptod. Przy hiperglikemii u cigzarnej,
rowniez w organizmie plodu dochodzi do patologicznego wzrostu stezenia
glukozy we krwi i do przerostu wysp Langerhansa oraz nadprodukcji insuliny
(hiperinsulinemia ptodowa) [2]. Hormon ten jest substancjg dziatajaca
anabolicznie, co ostatecznie prowadzi do wspomnianej wczesniej makrosomii
ptodu i wszelkich konsekwencji z nig zwigzanych.

W etiopatogenezie GDM mozna bra¢ pod uwagge genetyczne podioze
choroby. U wigkszosci chorych bowiem zidentyfikowano genotyp HLA DR3
i DR4 [6].

Z danych literaturowych wynika, ze czgstos¢ wystgpowania cukrzycy
cigzowej zalezy rowniez od:

e wykonywania testow przesiewowych;
poziomu opieki zdrowotnej;
czynnikéw rasowych i czynnikdéw srodowiskowych;
sposobu zycia;
sposobu odzywiania si¢;
zachorowalnosci na cukrzycg typu 2 kobiet bedacych w wieku rozrodczym [10].

3. Konsekwencje niekontrolowanej hiperglikemii

3.1. Konsekwencje dla organizmu matki [6]

Ciezarne z GDM narazone sg na wiele zagrazajacych ich zdrowiu powiktan
choroby:

e nadcis$nienie indukowane cigza;

e stan przedrzucawkowy;

o infekcje drog moczowych (dotyczy nawet 12% chorych), bezobjawowy
biatkomocz (5-12%) i odmiedniczkowe zapalenie nerek (1/3 chorych);

e utrudniony pordd drogami naturalnymi i/lub zwigzane z tym urazy pochwy,
krocza, pecherza moczowego, powstawanie przetok pecherzowo-
moczowych;

e czesto koniecznos$¢ rozwigzania cigzy cigciem cesarskim.

3.2. Konsekwencje dla plodu [5, 6]

Do powiktan hipertrofii noworodkéw urodzonych przez kobiety z GDP
zaliczamy:
o kardiomiopatie przerostows;
o dystocj¢ barkowag (w 25 % konczy si¢ zamartwica wewnatrzmaciczng),
a nawet zgon w okoto 2-4% przypadkow;
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e powiklania wynikajace z dystocji barkowej: uszkodzenie splotu barkowego
noworodka, porazenie wldkien wspodtczulnych, porazenie nerwow
przeponowych, ztamania kosci konczyn gérnych i obojczykow;

e kwasice metaboliczng (wystgpuje najwczesniej w II trymestrze, stad
konieczno$¢ zintensyfikowanej kontroli stanu zdrowia plodu w tym
okresie).

3.3. Konsekwencje dla noworodka [6]

U noworodka urodzonego przez matke z rozpoznanym Gestational Diabetes
Mellitus wystepuje zespol zaburzen oddychania (ZZO). Im wiek ciazowy jest
nizszy tym silniejsze jest nasilenie objawdéw zespotu zaburzen oddychania.
Nie jest to tylko zwigzane z niedoborem surfaktantu, ktory wysScieta pecherzyki
ptucne, ale rowniez z wpltywem ptodowej insuliny i glikemii na rozwijajaca
tkanke plucng. Do metabolicznych powiktan zle kontrolowanej lub w ogole
nieleczonej cukrzycy cigzowej zalicza si¢: hipoglikemig, hiperbilirubinemig,
hipokalcemi¢ i hipomagnezemi¢ oraz polycytemi¢ (nadmierna produkcja
erytropoetyny) indukowana przedtuzajacym si¢ niedotlenieniem ptodu.

4. Rozpoznanie GDM

Wczesna diagnoza Gestational Diabetes Mellitus i odpowiednio szybkie
wdrozenie postepowania terapeutycznego zmnigjsza ryzyko powiktan jakie
moga wystgpi¢ u rozwijajacego si¢ ptodu. Im wczesniej zaburzenie zostanie
prawidtowo wykryte, tym krotszy jest okres narazenia ptodu na niekorzystne
dzialanie hipoglikemii i zmniejsza ryzyko powaznych konsekwencji
dla rozwijajacego si¢ ustroju.

Podczas pierwszej wizyty przysztej matki u ginekologia wedlug
rekomendacji powinno wykonaé si¢ test wstepnego oznaczenia glikemii.
Za prawidtowe stezenie glukozy we krwi uznajemy wynik oznaczony na czczo
I wynoszacy <100 mg/dl. Wartosci od 100 do 125 mg/dl (rowniez na czczo)
sa nieprawidlowe 1 nalezy wowczas pacjentke skierowaé natychmiastowo
na doustny test obcigzenia 75 g glukozy (OGTT, z ang. Oral Glucose
Tolerance Test) z oznaczeniem po 120 minutach i wymogiem bycia na czczo.
Jesli pomiar glikemii na czczo wykaze warto$ci wigksze od 125 mg/dl, badanie
wykonuje si¢ powtdrnie (rowniez na czczo) w jak najkrotszym okresie.
W przypadku ponownego wyniku >125mg/dl ci¢zarng nalezy natychmiast
skierowa¢ do osrodka referencyjnego [1].

Tabela 2. Kryteria rozpoznania cukrzycy cigzowej na podstawie 75g OGTT

Czas wykonania badania Stezenie glukozy w osoczu mg/d
Na czczo >100
2 godz. po obcigzeniu >140

Zrédto: opracowanie wlasne przy wykorzystaniu [7]
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GCT, czyli z ang. Glucose Challenge Test to drugie, po doustnym teScie
obcigzenia glukoza, mozliwe badanie, ktore jednak ma mniejsza warto$é
diagnostyczng niz OGTT 1 wykonywane jest przesiewowo. Diagnozujac GDP
mozna zrezygnowa¢ z wykonywania GCT, gdyz nieprawidlowy wynik nie
upowaznia do postawienia diagnozy. Wyjatek stanowi sytuacja, gdy w godzing po
przyjeciu 50g glukozy glikemia ma wartos¢ >200 mg/dl.

Chora z cukrzyca w trakcie ciazy musi po jej zakonczeniu mie¢ rozpoznany
typ zaburzen przemian weglowodanowych i powinna by¢ odpowiednio leczona.

Oznaczenie
glikemii na
€zCz0

1

Pierwsza wizyta
ciezarnej u
ginekologa

<100 mg/dI

w okresie od 24.
do 28. tygodnia
cigzy nalezy

NIEPRAWIDELOW
A GLIKEMIA

NIEPRAWIDLOW
A GLIKEMIA

zaplanowac i
wykonac 75g
OGTT

Nalezy powtorzy¢
oznaczenie glikemii na
czCzo

Wykonac 75
g OGTT jak
najszybciej

> 125 mg/dl (mozna
rozpoznaé cukrzyce
cigzowy i pilnie
skierowa¢ do
osrodka
referencyjnego)

mg/dl

(zrobi¢ 75 g
O

Rys. 1. Algorytm rozpoznawania Gestational Diabetes Mellitus w zalezno$ci od glikemii
na czczo przy pierwszej wizycie u ginekologa. Prawidtowy wynik doustnego testu
obciazenia 75 g glukozy (75 g OGTT) na poczatku cigzy u ci¢zarnych z grupy ryzyka
oraz u pozostatych, zobowiazuje do powtoérnego wykonania go u wszystkich cigzarnych
w okresie od 24. do 28 tygodnia cigzy. Zrodlo: opracowanie whasne przy wykorzystaniu
zasobow Internetu i [2]
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Tabela 3. Rozpoznanie Gestational Diabetes Mellitus na podstawie oznaczenia
glikemii osocza krwi zylnej

Cukrzyca cigzowa

Na czczo | >100 mg/dl
lub

1 godzina >180 mg/dl

2 godzina >140 mg/dI

Zrodto: opracowanie wlasne przy wykorzystaniu [1]

5. Leczenie

Leczenie Gestational Diabetes Mellitus rozpoczyna si¢ od wdrozenia
dostosowanej indywidualnie diety. Jesli po uptywie 5 do 7 dni zalecona
modyfikacja nawykow zywieniowych nie przyniesie pozadanych efektow,
nalezy rozpocza¢ insulinoterapig [2, 8].

W leczeniu farmakologicznym GDP obecnie nie zaleca si¢ stosowania
doustnych lekéw przeciwcukrzycowych. Wedlug rekomendacji Polskiego
Towarzystwa Diabetologicznego najlepsza jest metoda wielokrotnych
wstrzyknie¢ insuliny lub wlewu podskoérnego przy pomocy osobistej pompy
insulinowej. W Polsce istnieje mozliwo$¢ nieodptatnego wypozyczenia pomp
insulinowych dla kobiet w ciazy [8]. Stosowane preparaty: krotko dziatajaca
insulina ludzka (podskérne wstrzyknigcia), analog szybko dziatajacy (tylko
insulina ASPART zarejestrowana jest do stosowania u kobiet cigzarnych)
oraz insulina ludzka $rednio dtugo dziatajaca (NPH). Wdrozenia insulinoterapii
wymaga od 10 do 40% pacjentek z cukrzycg cigzowa [8].

6. Leczenie w czasie cigzy

W insulinoterapii stosuje si¢ metod¢ wstrzyknie¢ krotko dziatajacej insuliny
przed glownymi positkami oraz w godzinach porannych i wieczorem, lub tylko
w godzinach wieczornych wstrzyknigcia preparatu o przedtuzonym dziataniu
[8, 9]. Leczenie analogami o przedtuzonym okresie dziatania nie jest zalecane
w terapii GDM. Preparaty doustne przeciwcukrzycowe sa przeciwwskazane.

7. Porod

Jesli w trakcie ciazy cukrzyca cigzowa byta prawidtowo kontrolowana tylko
za pomoca diety, wowczas wskazaniem do podania insuliny przed samym
porodem jest stezenie glukozy przekraczajace wartos¢ 130 mg/dl.
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8. Terapia po porodzie

U kobiet z rozpoznana cukrzyca typu I insulinoterapi¢ kontynuuje si¢ nawet
po okresie potogu 1 karmienia piersig. Jesli zaburzenie przemian
weglowodanowych miato podloze cukrzycy typu 2, a normoglikemii nie mozna
bylo osiggna¢ bez pomocy preparatéw insuliny, terapi¢ nalezy utrzymac
do czasu zakonczenia karmienia piersia i wdrozenia przeciwcukrzycowych
preparatow doustnych. W pozostalych przypadkach cukrzycy cigzowej
przerwanie terapii insuling mozliwe jest od razu lub po uplywie okresu nie
dtuzszego niz 5 lub 6 tygodni od rozwigzania ciazy [2].

9. Specjalistyczna dieta

Wspomniany wczesniej podzial Gestational Diabetes Mellitus na typ G1 i G2
podkresla wage wdrozenia indywidualnie dobranej odpowiedniej diety. GDM
typu G1 kontroluje si¢ tylko za pomoca diety w polaczeniu z sumiennoscia
cigzarnej w przestrzeganiu zalecen dietetycznych.

Tabela 4. Docelowe wartosci glikemii dla kobiet cigzarnych, samokontrole przy
uzyciu glukometru

Na czczo 60-95 mg/dI
Przed jedzeniem 60-105

1 godzina po positku <120

2 do 4 godzin po positku >60

Zrédlo: opracowanie whasne przy wykorzystaniu [1]

Tabela 5. Procentowy sktad diety stosowanej w leczeniu GDM i zapotrzebowanie
kaloryczne

Sktadnik % udziat Zapotrzebowanie kaloryczne [keal ]
odzywcze w dobowej
diecie
Weglowodany 40-50 35 kcal/ kg naleznej masy ciata | 1500-2400
Bialtka 30 Chore z nadwaga
Thuszcze 20-30 BMI ciezarnej kg/m” Rekomendowana
podaz kcal na kg masy
ciata
<19,8 35-40
19,8-26,0 30-32
26,1-29,0 25-30
>29,0 24-25

Zrodlo: opracowanie wlasne na podstawie [1]
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W trakcie leczenia cukrzycy cigzowej istotna jest czesta kontrola glikemii.
Cigzarne powinny zosta¢ przeszkolone, jak wykona¢ pomiar glikemii przy
pomocy glukometru oraz w jaki sposob prawidlowo kontrolowaé glikemig.
Pomiar powinien odbywac si¢ przynajmniej 4 razy dziennie z odpowiednio
wieksza czgstoscia przy cukrzycy niewyrownanej lub zmiennej. Zaleca sie¢
sporadyczng kontrole glikemii w nocy (ryzyko hipoglikemii) oraz kontrole
ketonurii. Utrzymujace si¢ stezenie cial ketonowych w moczu pomimo
wstrzykniecia dodatkowej dawki insuliny przy hiperglikemii lub po spozyciu
positku weglowodanowego w stanie hipoglikemii jest wskazaniem do leczenie
szpitalnego [1].

Ostatnim, ale rownie istotnym czynnikiem w leczeniu GDM jest w miarg
mozliwosci fizycznych umiarkowana aktywno$¢ fizyczna. Jesli tylko stan
zdrowia pozwala na wysitek fizyczny chore powinny regularnie ¢wiczy¢. Kazda
aktywno$¢ sprzyja obnizeniu poziomu glikemii przez utylizacje glukozy,
zmniejszenie insulinooporno$ci, a zwickszenie insulinowrazliwosci tkanek
chorej [1].

10. Podsumowanie

Dzigki wiedzy, jaka obecnie dysponujemy cukrzyca cigzowa, cho¢ wiaze sig¢
z duzym ryzykiem powiktan, to szybko zdiagnozowana i prawidlowo leczona
nie stanowi wigkszego problemu terapeutycznego. Opieka specjalistyczna nad
chorymi z Gestational Diabetes Mellitus powinna obejmowaé wspotprace
specjalistow m. in. ginekologa, diabetologa, a takze dietetyka i lekarza
rodzinnego. Roéwnie wazna jest edukacja pacjentek w zakresie samokontroli
glikemii 1 koniecznosci przestrzegania zalecen dietetycznych, a jesli sama
dietoterapia nie przynosi efektow, o istocie prawidlowej insulinoterapii.

Utrzymywanie normoglikemii w trakcie cigzy pozwoli na zmniejszenie
ryzyka groznych powiktan wynikajacych z zaburzonego metabolizmu
weglowodandéw i zwigzanych z nim zaburzen metabolicznych. W ten sposob
zapobiegniemy wadom rozwojowym ptodu, patologiom u noworodkéw oraz
dhlugoterminowym negatywnym nastgpstwom  niekontrolowanej  glikemii
W rozwoju dziecka. Cigzarne z GDM w znaczaco wigkszym stopniu sg narazone
na wystgpienie u nich cukrzycy typu II w ciggu kolejnych 15 lat, a takze
ponownego GDM w trakcie kolejnej cigzy. Niezmiernie istotne sg zalecenia
zmiany i poprawy stylu zycia w zakresie odzywiania si¢ produktami o niskim
indeksie glikemicznym, petnowartosciowymi biatkami 1 dobrej jakoSci
thuszczami [8] oraz utrzymywania aktywnosci fizyczne;j.

Wczesne rozpoznanie, indywidualnie dobrana diera, prawidtowe leczenie
I samodyscyplina w zakresie przestrzegania wszystkich zalecen lekarskich przez
cigzarng pozwalaja na urodzenie zdrowego dziecka i wyeliminowanie ryzyka
powiklan wynikajacych z Gestational Diabetes Mellitus.
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Cukrzyca cigzowa. Czy nadal stanowi problem?

Streszczenie

Cigza jest szczegdlnym okresem w zyciu kazdej kobiety. Czekajac na narodziny nowego zycia wiele
przysztych matek zmaga si¢ z nowymi przeszkodami, jakie stawia przed nimi ich organizm. Cukrzyca
cigzowa (Gestational Diabetes Mellitus — GDM) jest to zaburzenie tolerancji weglowodanéow lub
cukrzyca rozwijajace sie, lub po raz pierwszy rozpoznane w czasie cigzy. Cukrzyca cigzowa stanowi
jedna z najczestszych przyczyn powiktan w czasie cigzy. U znaczacej czesci kobiet z cukrzyca cigzowa
po okresie 15 lat rozwinie si¢ cukrzyca typu II. Niemniej istotny jest fakt, z2 GDM moze wystapi¢
powtornie w czasie kolejnej cigzy. W Polsce problem ten dotyczy od 0,7 do 12,3% ($rednio 2-4%)
cigzarnych. GDM towarzyszy szereg zaburzen metabolicznych u matki, a takze jest przyczyna
makrosomii ptodu. Ponadto zniekontrolowang hiperglikemig wigzg si¢ nieprawidtowosci takie jak:
przedwcezesny pordd, niedotlenienie i kwasica u ptodu, wady rozwojowe, a takze martwe urodzenia.
Woezesna diagnoza i odpowiednio szybkie wdrozenie postgpowania terapeutycznego zmniejsza ryzyko
powiktan. Rozpoznanie stawia si¢ na podstawie analizy poziomu glikemii. Leczenie rozpoczyna si¢ od
wdrozenia odpowiedniej dostosowanej indywidualnie diety. Obecnie nie zaleca si¢ stosowania
doustnych lekow przeciwcukrzycowych, a za najlepsza metode uwazana jest insulinoterapia metoda
wielokrotnych wstrzyknie¢ lub wlewu podskornego przy pomocy osobistej pompy insulinowe;j.
Edukacja pacjentek w zakresie samokontroli glikemii i prawidlowe leczenie cukrzycy ciezarnych daje
szans¢ na zminimalizowanie ryzyka negatywnych skutkow choroby, a mfodym matkom szans¢ na
szczesliwe macierzynstwo.
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Stowa kluczowe: cukrzyca cigzowa, GDM, Gestational Diabetes Mellitus, powiktania GDM

Gestational Diabetes Mellitus. Is it still a problem?

Abstract

Pregnancy is a special period of life for every woman. Awaiting new birth a lot of future mothers
struggle with new obstacles concerned their health. Gestational Diabetes Mellitus (GDM) is
a disturbance of carbohydrate adaptation in the mother’s body or diabetes developed or originally
diagnosed in course of pregnancy. GDM is one of the common complications following pregnancy.
Development of diabetes type Il is probable to occur in the period of 15 years in significant part of
afflicted woman. GDM can reoccur during following pregnancy. GDM concerned 0,7-2,3% of pregnant
woman in Poland. GDM is accompanied by number of metabolism disturbances in the mother’s body, it
is also responsible for macrosomia of the fetus. Disability to maintain normoglycemia, results in
the occurrence of many disabilities (premature births, anoxia and acidosis of the fetus, birth defects and
dead births). Diagnosis of GDM is made by analyzing glucose levels. Early diagnose and introduction of
pharmaceutical therapy reduce the risk of antenatal complications. Initially the treatment is started with
an individually-matched diet.. The best way of treatment GDM is an insulin-therapy (repeatedly
injections during the day or by the use of personal insulin pump). Educational support to pregnant
woman to glycemic self-control and accurate treatment may minimize the risk of negative complications
of Gestational Diabetes Mellitus. More than that, it gives the opportunity to celebrate happiness and
stressless maternity and has a positive impact of both the mother and their newborns.

Keywords: GDM, Gestational Diabetes Mellitus, diabetes, pregnancy
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CYTOMETRYCZNE WYKLADNIKI ZABURZEN FUNKCJI
UKEADU ODPORNOSCIOWEGO U OSOB PODDANYCH
SPLENEKTOMII

1. Wstep

Sledziona bedaca najwickszym obwodowym narzadem limfatycznym
naszego organizmu pelni wielorakie funkcje. Z immunologicznego punktu
widzenia jest ona przede wszystkim miejscem rozwoju  reakcji
immunologicznych zachodzacych w odpowiedzi na obce antygeny doptywajace
do narzadu wraz z krazaca krwig. Sledziona bierze udzial zaréwno
w mechanizmach swoistej jak 1 nieswoistej odpowiedzi odpornosciowe;.
Eliminacja patogenow bakteryjnych moze odbywaé si¢ przy udziale
makrofagdéw tkankowych na drodze fagocytozy badz poprzez wytwarzanie
przeciwcial. To wtasnie w $ledzionie dochodzi do aktywacji limfocytow
i roznicowania si¢ ich w komorki efektorowe odpowiedzi immunologicznej.
Sledziona uczestniczy rowniez w neutralizacji toksyn bakteryjnych. Ponadto
bierze ona udzial w wytwarzaniu niektérych komorek uktadu odpornosciowego
w tym limfocytow i monocytow przez cale zycie, a takze innych elementow
morfotycznych krwi w zyciu ptodowym. Do pozostatych funkcji $ledziony
nalezg magazynowanie krwi i krwinek, wspotudziat w wytwarzaniu bilirubiny
atakze niszczenie zuzytych erytrocytow, leukocytow czy trombocytéw [1].
Chirurgiczne usunigcie $ledziony (splenektomia) jest stosunkowo czgsto
wykonywang procedura medyczng. Zabieg moze by¢ przeprowadzany ze
wskazan naglych tj. peknigcie $ledziony (pourazowe, jatrogenne, samoistne)
badz jako zabieg planowy w przebiegu niektérych schorzen limfoproli-
feracyjnych, zmian torbielowatych narzadu lub podejrzenia procesu
nowotworowego [2] (Tab. 1).
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Tab. 1. Wskazania do splenektomii catkowitej lub czeSciowej

Wskazania terapeutyczne Wskazania diagnostyczne
Wrodzone schorzenia uktadu
czerwonokrwinkowego np. sferocytoza Splenomegalia o nieznanej przyczynie

wrodzona (SF)

Autoimmunologiczna niedokrwisto$¢
hemolityczna (ang. Autoimmune
hemolytic anemia, AIHA)

Zmiany migzszu §ledziony o nieznanej
przyczynie

Pierwotna matoptytkowos¢
immunologiczna (ang. Idiopathic
thrombocytopenic purpura, ITP)

Ocena choroby resztkowej po radio/
chemioterapii

Zakrzepowa plamica matoptytkowa
(zespot Moschcowitza, ang. thrombotic
thrombocytopenic purpura, TTP)
Mielofibroza

Hipersplenizm

Choroba Gauschera

Przyczyny pourazowe

Zrédto: Opracowanie wlasne przy wykorzystaniu [3]

Asplenia niesie ze soba zwickszone ryzyko rozwoju zakazen bakteryjnych.
Pacjenci z pierwotnym lub wtérnym brakiem $§ledziony sa szczegdlnie narazenia
na rozwdj uogolnionych infekcji wywotywanych przez patogeny otoczkowe
takie jak Streptococus penumoniae, Haemophiluz influenzae oraz Neisseria
meningitidis. Najpowazniejsza konsekwencja takiego zakazenia moze byc¢
wystapienie zespolu OPSI  (Overwhelming post-splenectomy infection)
wigzacego si¢ nawet z 70% Smiertelnoscig [4]. Analiza parametrow
immunologicznych w tej grupie chorych moze przyczyni¢ si¢ do doktad-
niejszego poznania zaburzen funkcji uktadu immunologicznego w szczegdlnosci
dotyczacych odpowiedzi immunologicznej typu komoérkowego, na temat ktorej
istnieje dotychczas ograniczona liczba doniesien.

2. Metodologia

2.1. Grupa badana i kontrolna

Grupg badang stanowito 100 os6b z wtdrng asplenia w bedacych pacjentami
Poradni Immunologicznej Samodzielnego Publicznego Szpitala Klinicznego
Nr 4 w Lublinie. Sredni wiek pacjentow w grupie badanej wynosit 42,04+16,42
lat. Pacjenci Ci nie nie zglaszali objawéw mogacych wskazywa¢ na aktualnie
toczaca si¢ infekcje, nie byli poddawani terapii immunosupresyjnej badz
immunomodulujacej w ciggu ostatnich 12 miesiecy oraz nie mieli wykonanego
wczesniej szczepienia przeciwko bakteriom otoczkowym. U 67 pacjentow
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(67%) powodem przeprowadzenia splenektomii byta wskazania Zyciowe,
U pozostatych 33 o0s6b (33%) procedur¢ wykonano w trybie planowym.
Elektywna splenektomia wykonanywana byta z powodu ITP (19 os6b) oraz SF
(14 0sob). Sredni czas od chirurgicznego usuniecia §ledziony w grupie badanej
wynosit 8,67+ 9,2 lat. W sktad grupy kontrolnej wchodzito 20 os6b zdrowych
w $rednim wieku 42,35+15,31 lat. (Tab.2)

Tab. 2. Charakterystyka grupy badanej i kontrolnej

Grupa badana | Grupa kontrolna
Liczba 0s6b 100 20
Sredni wiek (lata) 42,04+16,4 42,35+15,3
Sredni czas od chwili splenektomii (lata) 8,67+ 9,2
Ze wskazan
. 67

Tryb zyciowych

przeprowadzenia . ITP 19

operacji Zabieg 33
planowy | gF 14

Zrédto: Opracowanie wiasne

2.2. Material badany

Materiat badany stanowita krew obwodowa, pobierana w ilosci Sml z zyly
odtokciowej od pacjentéw oraz osob z wchodzacych w sktad grupy kontrolne;.
Do oceny antygenéw powierzchniowych limfocytow izolowanych z krwi
obwodowe] wykorzystana zostata krew pelna. Odpowiednie przeciwciata
monoklonalne dodawane byly w ilosci po 5ul na probowke. Do kazdej
z probowek zawierajacych przeciwciata monoklonalne dodawano krew peina
w ilo$ci 30ul. Mieszanine tg poddano nastgpnie 20 min inkubacji w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji do kazdej z probowek dodawano roztwor lizujacy
w ilosci 2ml, a nastepnie przeprowadzano 8 minutowa inkubacja w temperaturze
pokojowej. Po inkubacji komoérki bylty dwukrotnie przeptukane roztworem PBS
(700 x g, 5 minut) i niezwlocznie poddawane analizie w cytometrze
przeptywowym. FACSCalibur (BD Biosciences). Do analizy wynikow i ich
graficznej prezentacji wykorzystany zostanie program komputerowy CellQuest
(Becton Dickinson).

2.3. Oznaczenia odsetka limfocytéw Treg CD4+/CD25+/FOXP3+

Odsetek limfocytow T CD4+CD25+ high /FOXP3+ oznaczony zostat
zapomocg Human Treg Flow™ Kit(FOXP3 Alexa Fluor® 488/CD4 PE-
Cy5/CD25 PE) firmy BioLegend (USA) i cytometru przeptywowego. Procedure
przeprowadzono zgodnie z protokotem producenta.
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2.4. Ocena komoérek Th17

W celu oceny komérek Th17 przeprowadzono 4 godzinne hodowle komorek
jednojadrzastych krwi obwodowe;j 1 szpiku (2x106/ml) w obecnosci stymulatorow:
jonomycyny (1pg/ml) i PMA (50 ng/ml) oraz w obecnosci brefeldyny A. W celu
oceny spontanicznej ekspresji IL-17 w 10 badanych hodowlach przeprowadzona
zostata inkubacja w podtozu hodowlanym bez dodatku PMA i jonomycyny, tylko
w obecnosci brefeldyny A. Po 4 godz. inkubacji komoérki znakowano
przeciwciatami  skierowanymi  przeciwko antygenom powierzchniowym
limfocytow (CD3,CD4,CDS8). Nastepnie probki utrwalano, permeabilizowano
i znakowano przeciwciatem przeciwko wewngtrzkomorkowej IL-17, zgodnie
zpocedurg producenta (eBiosciences, San Diego, USA). Ekspresj¢ IL-17
w limfocytache oceniano metodg cytometrii przeptywowe;j.

2.5. Opracowanie statystyczne

Analize statystyczng wykonano przy uzycCiu programu Statistica 9.0,
za poziom istotnos$ci statystycznej przyjmujac wartos¢ p<0,05.

3. Wyniki

Oceniono warto$¢ odsetkowa oraz catkowita liczbe limfocytéw w tym
limfocytow T (CD3+) i ich subpopulacji tj. limfocyty pomocnicze (Th)
CD4+/CD3+, limfocyty cytotoksyczne (Tc) CD8+/CD3+, limfocyty
regulatorowe (Treg) CD4+25+Foxp3 oraz limfocytow B (CD19+). W obrebie
wyzej wymienionych subpopulacjach komorek okre§lono ekspresje markerow
aktywacji CD69+. Okreslono takze odsetek i catkowitg liczbe limfocytow Th17.
Wyniki analizy przedstawia Tab.3. Calkowity odsetek limfocytow T (CD3+)
wynoszacy prawidtowo 60-75% byt podwyzszony u 23% o0s6b po splenektomii
oraz prawidlowy w pozostatych 67% przypadkow. Calkowity odsetek
limfocytow B wynoszacy prawidlowo 6-17% byt podwyzszony w 8%
przypadkdow, u pozostatych 92% pacjentow, jego wartosci odpowiadaty
zakresowi normy.

40



CYTOMETRYCZNE WYKEADNIKI ZABURZEN FUNKCJI UKEADU ODPORNOSCIOWEGO U OSOB ...

Tab. 3. Warto$ci $rednie, maksymalne i minimalne catkowitej liczby oraz odsetka
poszczegodlnych subpopulacji limfocytow

Grupa badana (n=100) Grupa kontrolna (n=20)
Calkowita liczba limfocytow
Limfocyty T (CD3+) [%] 65.98 +8.14 65.75 +13.25
Limfocyty T (CD3+)
[103/mm3] 1.74 £0.59 1.61 +£0.52
Limfocyty CD4+/CD3+ [%)] 36.46+9.42 44.04+3 .41
Limfocyty CD4+/CD3+
[103/mm3] 0.95+0.34 1.08+0.28
Limfocyty CD8+/CD3+ [%] 25.99+8.56 30.43+7.19
Limfocyty CD8+/CD3+
[103/mm3] 0.70+0.36 0.73+0.21
'[‘(%?focyty CD3+/CDE9+ 2544272 1.88+0.67
Limfocyty CD3+/CD69+
[103/mm3] 0.06+0.06 0.05+0.02
'[‘(%Tfocyty CDA+/CDeS+ 1.71+1.64 0.82+1.23
Limfocyty CD4+/CD69+
[103/mm3] 0.04+0.04 0.02+0.03
'[‘(%Tfocyty CDB8+/CDes+ 1.10+1.66 2.65+4.59
Limfocyty CD8+/CD69+
[103/mm3] 0.02+0.03 0.07+0.12
Limfocyty Treg
(CD4+CD25+Foxp3) [%] 10.34+5.86 6.36+3.04
Limfocyty Treg
(CD4+CD25+Foxp3) 8.98+2.92 5.23+1.69
[10%/mm?]
Limfocyty Th17 [%] 1.39+1.04 2.83+1.84
Limfocyty Th17 [10°/mm’] 0.04:0.04 0.07+0.06
Limfocyty B (CD19+) [%] 12.42+3.94 11.33+8.95
Limfocyty B (CD19+)
[103/mm3] 0.32+0.15 0.27+0.27
'[;,}o’]‘focyty CD19+/CD69+ 1.38+1.92 0.730.46
Limfocyty CD19+/CD69+
[103/mm3] 0.03+0.04 0.02+0.01

Zrbdto: Opracowanie wiasne
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Przeprowadzona analiza wykazata istotne statystycznie roznice w sktadzie
odsetkowym 1 liczbowym populacji limfocytow B (CD19+) pomiedzy grupa
badang i kontrolna. Pacjenci po splenektomi mieli wyzszy odsetek limfocytéw B
w krwi obwodowej w porownaniu do osob zdrowych (Rys.1). Warto$¢ odsetka
limfocytow T (CD3+) nie wykazywata istotnie statystycznych réznic pomiedzy
grupa badang i kontrolng. Wsrdd pacjentow z wtorng asplenia wykazano nizszy
odsetek limfocytow Th (CD3+/CD4+ ) oraz Tc (CD3+/CD8+) w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (Rys.2,3). Splenektomia wigzata si¢ ze wzrostem liczby
aktywowanych limfocytow T (CD3+/CD25+, CD4+/CD25+, CD8+/CD25+)
oraz aktywowanych limfocytow B (CD19+/CD25+). Dodatkowo wsrod
pacjentow z wtdrng asplenia odsetek limfocytow Treg byt wyzszy a odsetek

limfocytow Th17 nizszy w poréwnaniu do oséb z zachowang funkcja $ledziony.
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*
45
e =0,004 ——
40
= &
=
> 30
o
=
g > 4
g
o ——
s 20
£
=
o e °
]
10
5 g Median
0 25%-75%
T Non-Outlier Range
0 o Outliers
Study group Control group # Extremes

Rys.1. Réznice w sktadzie odsetkowym subpopulacji limfocytéw B (CD19+)
pomiedzy grupa badang i kontrolng [opracowanie wiasne]
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Rys. 2. Roznice w skladzie odsetkowym limfocytow CD4+/CD3+ pomiedzy grupa
badang i kontrolng [opracowanie wlasne]
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Rys. 3. Roznice w sktadzie odsetkowym limfocytow CD8+/CD3+ pomiedzy grupa
badang i kontrolng [opracowanie wlasne]

71 o0s6b z grupy badanej (71%) zaobserwowata wzrost czestoSci infekcji
po wykonaniu splenektomii, 28 osob (28%) czestos¢ infekcji pozostala bez
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zmian. Zauwazono dodatnig korelacj¢ pomiedzy odsetkami aktywowanych
limfocytow Tc (CD8+/CD25+) (Rys.4) i B (CD19+/CD25+) (Rys.5)
a czestoscig infekcji obserwowanych przez pacjentéw z brakiem §ledziony.
Wraz z uptywem czasu, ktory minat od chwili chirurgicznego usunieci §ledziony
zaobserwowano wzrost odsetek limfocytow CDI19+ oraz CD19+/CD25+,
ktoéremu towarzyszyt spadek odsetek limfocytow CD3+ i CD8+/CD3+ (Rys.6).
Wyze warto$ci odsetkowe limfocytow Treg obserwowano w grupie oséb po
splenetomii wykonanej ze wskazan zyciowych (Rys.7) oraz zglaszajacych
wzrost czestosci infekeji po zabiegu (Rys.8). W przypadku populacji limfocytow
Th17 nizszy odsetek tych komorek wiazat si¢ ze zwickszong czgstoscig infekeji
w grupie badanej. Ponadto istniata ujemna korelacja pomiedzy odsetkami
limfocytow Treg i Th17 (Rys.9).
60

55
—— =0,032 —_—
50
45
g o .
+
a
o 35
3
[s]
o 30 a
25
20
15 —_— —_— o Median
0 25%-75%
T Non-Outlier Range
10 © Outliers
increased almost equal + Extremes

Rys. 4. Zalezno$¢ pomiedzy sktadem odsetkowym limfocytow CD4+/CD25+
a czestoscig infekcji zglaszanych przez pacjentow po wykonaniu zabiegu splenektomii
[pracowanie whasne]

44



CYTOMETRYCZNE WYKEADNIKI ZABURZEN FUNKCJI UKEADU ODPORNOSCIOWEGO U OSOB ...

16
14 b -
e =0, 0111 —
o
12
-]
o
10
=
P T @
o
Q
Q
& 6 -1
o
o
4
o
2
1 T
0 —I— a Median
0 25%-75%
I Non-Outlier Range
-2 o OQOutliers
increased almost equal * Bxiremes

Rys. 5. Zalezno$¢ pomigdzy sktadem odsetkowym limfocytow CD4+/CD25+
a czgstoscia infekcji zglaszanych przez pacjentow po wykonaniu zabiegu splenektomii
[opracowanie wiasne]
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Rys. 6. Korelacja pomigdzy czasem, ktory uptynat od chwili splenektomii
a czestoscia infekeji w grupie pacjentdw z wtorng asplenia [opracowanie wlasne]
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Rys. 7. Zalezno$¢ pomigdzy odsetkiem limfocytow Treg a trybem przeprowadzenia
zabiegu splenektomii [opracowanie wlasne]
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Rys.8. Zaleznos$¢ pomiedzy odsetkiem limfocytéw Treg a czestoscig infekeji
zglaszanych przez pacjentéw po splenektomii [opracowanie wlasne]
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Rys. 9 Korelacja pomiedzy odsetkami limfocytow Treg i Th17 [opracowanie wiasne]

4. Dyskusja

Sledziona jest kluczowym narzadem regulujacym homeostaze ukladu
odpornosciowego. W celu dokladniejszego poznania zaburzen immuno-
logicznych bedacych nastepstwem tego zabiegu potrzebne sa dalsze badania.
Chirurgiczne usuni¢cie $ledziony skutkuje zaburzeniem licznych funkcji uktadu
immunologicznego zaleznych od limfocytow T, B oraz komorek zernych.
Asplenia zwigksza ryzyko rozwoju ciezkich zakazen bakteryjnych. Wynika to
glownie z uposledzenia odpornosci humoralnej zaleznej od wytwarzania
przeciwcial IgM [5]. Brak $ledziony wiaze si¢ ponadto z ostabienie odpowiedzi
odpornosciowej typu komorkowego. Odpowiedz ta jest uposledzona zaréwno
w przypadku antygenow grasiczoniezaleznych jak i grasiczozaleznych [6].

Dotychczasowe badania oceniajace parametry immunologiczne u pacjentéw
po chirurgicznego usunig¢cia $ledziony wskazujg iz zabieg ten wplywa
na catkowitg liczbe i odsetek limfocytow, jak rowniez prowadzi do ilosciowych
i jakosciowych zmian w obrebie poszczegolnych subpopulacji komorek krwi
obwodowej[6-10]. Podobnie jak inni autorzy [9-13] w przeprowadzonym
badaniu  zaobserwowaliSmy  wzrost catkowitej liczby  limfocytow
oraz limfocytow T u pacjentdow po splenektomii w poréOwnaniu z grupa
kontrolng, réznice te nie byly jednak istotne statystycznie. Pacjenci po przebytej
splenektomi mieli ponadto wyzszy odsetek limfocytow B w krwi obwodowej
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W poréwnaniu do oséb zdrowych. Wedlug Pedersena i wsp. dlugotrwata
limfocytoza bedaca nastepstwem splenektomii zwigzana jest glownie
z podwyzszong liczbg limfocytow B [14]. Rozing i wsp. w swoim badaniu
sugeruja iz obecno$¢ podwyzszonej catkowitej liczby limfocytéw B zaréwno
W szpiku kostnym jak i weztach chlonnych, bedaca nastgpstwem splenektomii,
jest reakcja kompensacyjna majaca na celu przywrocenia prawidtowe]
liczebnosci tej populacji komoérek [15]. Pacjenci z wtorng asplenia wykazuja
obnizony poziom immunoglobulin obecnych w surowicy szczegolnie w klasie
IgM oraz zaburzenia zmiany klas przeciwciat z [gM na IgG [16,17]. Dotychczas
nie wyjasniono czy powyzsze zmiany wynikajg z zaburzonej funkcji limfocytow
B, limfocytow T czy by¢ moze obu tych populacji.

Do najczesciej opisywanych zmian dotyczacych komorkowych parametrow
uktadu odpornos$ciowego u pacjentdow z asplenig naleza obnizenie catkowitej
liczny i odsetka komérek CD4+ oraz stosunku limfocytow CD4+/CD8+ [6,9].
Cze$¢ autorow wykazata jednak wzrostu odsetka limfocytow CD4+ i CD8+
oraz zredukowany stosunek CD4+/CD8+ [18-20]. W naszym badaniu
U pacjentéw po splenektomii w porownaniu do grupy kontrolnej wykazano
nizszy odsetek limfocytow CD3+/CD4+ oraz CD3+/CD8+. Wykazali§my
ponadto iz splenektomia wigzata si¢ ze wzrostem liczby aktywowanych
limfocytow T (CD3+/CD25+, CD4+/CD25+, CD8+/CD25+), co jest zbiezne
Z wynikami otrzymanymi przez Karakantza i wsp [7].

Istotnym zagadnieniem z klinicznego punkty widzenia jest pytanie
czy zaburzenia immunologiczne bedace nastgpstwem splenektomii ustepuja
wraz z czasem jaki uptynat od chwili zabiegu. Badania na modelu zwierzecym
dotyczace  odpowiedzi  immunologicznej T- zaleznej wskazuja
na dlugoterminowe utrzymywanie si¢ tych odchylen, natomiast w przypadku
ludzi dane sg niejednoznaczne. Karakantza i wsp. wykazali iz iloSciowe
i jakoSciowe zaburzenia w obrebie poszczegdlnych subpopulacji limfocytow
byly silniej wyrazone u pacjentéw, u ktorych czas od chwili wykonania
splenektomii byt dluzszy niz 8§ lat. Przy czym czas potrzebny do normalizacji
odsetka poszczego6lnych subpopulacji byt odmienny. Wzrost odsetka limfocytow
B i limfocytow CD4+ zachodzitl powoli przy dlugotrwale utrzymujacej sie
niskiej catkowitej licznie komérek CD4"CD45RA" [7]. W naszym badaniu wraz
z uplywem czasu, ktory mingt od chwili chirurgicznego usunigci $ledziony
zauwazono wzrost odsetek zarowno limfocytow B jak i aktywowanych komorek
CD19+/CD25+, ktéremu towarzyszyt spadek odsetek limfocytow T i CD3+CD8+.

Splenektomi upo$ledza mechanizmy obronne ustroju, gldwnie przeciwko
patogenom bakteryjnym, co wiaze si¢ ze zwickszona zapadalno$cia na infekcje
w tej grupie osob. Zgodnie z powyzszg teze, przeprowadzona przez nas analiza
wykazata wzrost czestosci infekcji zglaszany przez ponad 70% badanych.
Zauwazono ponadto dodatnig korelacje pomiedzy odsetkami aktywowanych
limfocytow Tc (CD8+/CD25+) i B (CD19+/CD25+) a czgstoscia infekcji w tej
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grupie pacjentéw, podczas gdy Brodsky i wps. ze zmozona zapadalno$cig na
infekcje wigze dlugotrwaly spadek ilosci limfocytow CD4+ bardziej niz
obnizenie stosunku komoérek CD4+/CD8+ [19]. W przeprowadzonej przez nas
analizie parametrow immunologicznych uwzglednili réwniez limfocyty Th17.
Komorki te utatwiaja rozwdj szybkiej reakcji zapalnej w miejscy wniknigcia
drobnoustrojow oraz uczestniczag w odporno$ci przeciwzakaznej. W badanej
przez nas grupie pacjentdow po splenektomii stwierdzono obnizenie odestka tych
komorek, co wigzato si¢ z wyzsza zapadalnoscig na infekcje.

Waznym elementem naszego badania byla ponadto ocena odsetka
limfocytow Treg. Komorki te pelnig rola immunomodulujaca, odpowiadajac
min. za utrzymanie stanu tolerancji immunologicznej ustroju. W naszym
badaniu stwierdziliSmy podwyzszenie odsetka limfocytow Treg u pacjentéw po
splenektomii. Wigzala si¢ on z podwyzszona czestoscig infekcji zglaszanyc
przez pacjentow. Podobne obserwacje dotyczace liczby limfocytéw Trego
wynikaja z badania przeprowadzonego przez Zhu i wsp. Autorzy Ci wykazali
podwyzszong calkowitg liczbg limfocytow Treg po splencktomii a nastepnie
stopniawa normalizacj¢ tych parametréw [21]. W przeciwienstwie do tych
wynikéw, Read 1 wsp. opisali spadek catkowitej liczby limfocytéw Treg wsrod
0os6b z wtorna asplenig, oraz zwigzane Zz nim nasilenie objawow
wspotistniejacych schorzen o podtozu autoimmunologicznym [22].

5. Wnioski

Splenektomia prowadzi w wtérnego niedoboru odpornosci oraz zmian
komoérkowych parametréw uktadu immunologicznego. W celu doktadniejszego
poznania zaburzen immunologicznych begdacych nastgpstwem tego zabiegu
potrzebne sa dalsze badania.
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Cytometryczne wykladniki zaburzen funkcji ukladu odpornosciowego
U os6b poddanych splenektomii

Streszczenie

Wstep: Wtorna asplenia, bgdaca nastgpstwem chirurgicznego usunigcia $ledziony, jest czestym
problemem medycznym. W licznych doniesieniach wykazano, ze splenektomia uposledza
mechanizmy odpornosci humoralnej, w przypadku odpowiedzi immunologicznej typu
komorkowego istnieja tylko nieliczne dane na ten temat. Celem pracy byta cytometryczna ocena
wybranych populacji limfocytow w grupie pacjentow po splenektomii. Grupe badang stanowito
100 pacjentéw z wtorng asplenia w wieku 42,04+16,42 lat. Do grupy kontrolnej wiaczono 20 osob
zdrowych w wieku 42,35+15,31 lat. Materialem badanym byta krew obwodowa, pobierana
wilosci Sml. Wyizolowane limfocyty znakowane byly odpowiednig kombinacjg przeciwciat
monoklonalnych sprzgzonych z barwnikami fluorescencyjnymi, a nastgpnie analizowane przy
pomocy trojkolorowego cytometru przeptywowego FACSCalibur i programu CellQuest. Analize
statystyczna wykonano przy uzyciu programu Statistica 9.0, za poziom istotnos$ci statystycznej
przyjmujac warto$§¢ p<0,05. Wsérod pacjentow z wtdrng asplenia wykazano nizszy odsetek
limfocytow Th (CD3+/CD4+) oraz Tc (CD3+/CD8+) w pordéwnaniu do grupy kontrolnej. Wyze
wartosci odsetkowe limfocytow Treg obserwowano w grupie osob po splenetomii wykonanej ze
wskazan zyciowych oraz zglaszajacych wzrost czestoéci infekcji po zabiegu. Splenektomia
wigzala si¢ ze wzrostem liczby aktywowanych limfocytéw T (CD3+/CD25+, CD4+/CD25+,
CD8+/CD25+) i B (CD3+/CD25+, CD4+/CD25+, CD8+/CD25+). Zauwazono ponadto dodatnia
korelacje pomiedzy odsetkami aktywowanych limfocytow Tc (CD8+/CD25+) i B(CD19+/CD25+)
a czestoscig infekcji obserwowanych przez pacjentow z brakiem $ledziony. Splenektomia
powoduje wystapienie szeregu zmian w skladzie odsetkowym subpopulacji limfocytow, co
znajduje odzwierciedlenie we wzmozonej podatnos$ci na infekcje w tej grupie chorych.

Stowa kluczowe: splenektomia, limfocytyt CD3+, limfocytyt CD19+, infekcje

Manifestations of impaired function of the immune system in splenec-
tomized patients regarding flow cytometric parameters

Abstract

Introduction: Acquired asplenia following splenectomy is a common abnormality. While
the knowledge about humoral immunity disturbances is well established in splenectomized
patients, the abnormalities of cellular response remain still under investigation. To estimate
the impact of splenectomy on postoperative quantitative changes of selected lymphocyte subsets.
The study group encompassed 100 splenectomized patients with an average age 42,04+16,42.
The control group contained 20 healthy individuals aged 42,95+15,31. Peripheral blood was
collected from each person in amount of 5ml. Isolated lymphocytes were labeled with specific
combination of monoclonal antibodies and fluorochromes and subsequently analyzed using three-
color flow cytometer FACS Calibur and CellQuest program. Statistical analysis was performed
using Statistica 9.0 software, with the level of statistical significance established at p<0,05.
In splenectomized patients statistically significant decrease in percentage of Th cells
(CD3+/CD4+) and Tc (CD3+/CD8+) cells was observed in comparison to the control group.
The increase in percentage of Treg cellswas better pronounced in the individuals splenectomized
due to trauma and those with higher frequency of infections. Higher levels of activated T
lymphocytes (CD3+/CD25+, CDA4+/CD25+, CD8+/CD25+) and activated B lymphocytes
(CD19+/CD25+) were noticed in the study group compared to the controls. Analysis of the
infection frequency was positively correlated with percentage of activated Tc (CD8+/CD25+)
and activated B (CD19+/CD25+) cells. Splenectomy severely affects immunity. Our findings
explain higher risk of infections in asplenic patients compared to individuals with the proper
spleen function.

Keywords: splenectomy, CD3+ lymphocytes, CD19+ lymphocytes, infections
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INTERAKCJE LEKOW I SKLADNIKOW DYMU
TYTONIOWEGO — KOLEJNE NIEBEZPIECZENSTWA
WYNIKAJACE Z PALENIA

1. Wstep

Palenie tytoniu jest powaznym problemem zdrowotnym w krajach
wysokorozwinietych. Wedtug danych zebranych w programie WHO (Swiatowej
Organizacji Zdrowia) Global Adult Tobacco Survey 2010 az co trzecia osoba
czyli blisko 10 milionow ludzi w Polsce pali papierosy, przy czym az
9 milioné6w o0s6b wtej grupie deklaruje palenie natogowe. Wysoki odsetek
palacych mezezyzn (33%) i kobiet (21%) plasuje nasz kraj powyzej $redniej
europejskiej, co zwraca uwage na konieczno$¢ glebszego przyjrzenia si¢
zagadnieniu palenia tytoniu w Polsce. Inicjowane przez Ministerstwo Zdrowia
akcje edukacyjne ukazujace skutki palenia, oferowanie przez lekarzy
i farmaceutow pomocy w rzuceniu natogu oraz inne dziatania o zasiggu
spotecznym przyczynily si¢ do stopniowego obnizania si¢ odsetka o0sob
palacych, niemniej jednak wskazniki wciaz pozostaja wysokie. Kazdego roku
w Polsce okoto 100 tysigcy zgondéw ma bezposredni zwigzek z negatywnymi
skutkami palenia tytoniu, przy czym ponad potowa z nich dotyczy osob w wieku
35-69 lat. Sktadniki dymu tytoniowego majg udowodniong role W patogenezie
chordb nowotworowych (nowotwory ptuc, glowy i szyi, przetyku, nerki) i wielu
chordb przewleklych, w tym tkanki facznej (RZS, choroba Buergera), ukltadu
sercowo-naczyniowego (miazdzyca, choroba niedokrwienna serca, nadci$nienie
tetnicze, udary mézgu) czy oddechowego (POChP, astma).

Przedmiotem zainteresowania autoréw niniejszej publikacji jest jednak fakt, ze
palenie tytoniu posiada rowniez ogolnoustrojowe konsekwencje metaboliczne
i hormonalne, co moze warunkowa¢ nieprzewidziane i niepozadane oddziatywanie
zprzyjmowanymi przez palacego pacjenta lekami. Niektore sktadniki dymu
tytoniowego indukujg izoenzymy cytochromu P450 w watrobie i innych tkankach,
co skutkuje nasilonym metabolizmem i stabszym dziataniem ksenobiotykow
przetwarzanych przy udziale tych izoenzymow. Efekty dziatania biologicznego
nikotyny sa z kolei przyczyna interakcji w fazie farmakodynamicznej. Biorac pod
uwage rozpowszechnienie problemu uzaleznienia od nikotyny w spoleczenstwie
polskim, a takze czgsto$¢ chorob przewlektych wymagajacych leczenia farmako-
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logicznego réwniez w grupie osob palacych, interakcje lekoéw ze sktadnikami dymu
tytoniowego wydaja si¢ stanowi¢ problem wart refleksji i glebszego rozpatrzenia.

2. Sklad dymu tytoniowego

W oparciu o badania réznych osrodkdéw przyjmuje sie, ze dym tytoniowy
zawiera okolo 4300 skladnikow. Oprécz nikotyny, bedacej glownym
sktadnikiem uzalezniajacym, sg tu takze substancje o dziataniu draznigcym,
ciliotoksycznym i kancerogennym [1, 2]. Za interakcje z lekami odpowiadaja
w najwigkszym stopniu farmakologicznie czynna nikotyna i wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne. W zalezno$ci od miejsca i sposobu wydobywania
sie¢ dymu wyszczegolnia si¢ rdznigce si¢ sktadem strumien glowny dymu
i strumien boczny dymu [3].

Nikotyna, podobnie jak pozostate alkaloidy pirydynowe pochodzace
ze spalania tytoniu wchodzi w sktad glownego strumienia dymu, a wiec
W przewazajgcej wigkszosci dostaje si¢ do ptuc palacza. WielopierScieniowe
weglowodory aromatyczne sg z Kolei zawarte w podobnym stgzeniu zarowno
w strumieniu  bocznym jak iglownym, a zatem wspéttworza takze
tzw. srodowiskowy dym tytoniowy (ETS, enviromental tobacco smoke) i mogg
oddziatywa¢ na metabolizm lekéw u ,,biernych palaczy”.

3. Przemiany skladnikéw dymu tytoniowego

Ze wzgledu na bardzo wysoka temperature zarzenia tytoniu (dochodzaca
zwykle do 600-900°C) praktycznie wszystkie zawarte w nim sktadniki ulegaja
przeksztatceniom chemicznym podczas spalania papierosa i wchodzac w sktad
dymu wulegaja inhalacji oraz wchilonieciu w drogach oddechowych.
W niewielkim stopniu  wchlanianie to =zachodzi takze w przewodzie
pokarmowym w wyniku potykania wydzieliny oskrzelowej i $liny [4, 1]. Czes¢
przemian wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych ma miejsce juz
na poziomie nabtonka drég oddechowych przy udziale zawartej tam formy
oksydaz CYP2EI, ktorych aktywno$¢ w wyniku przewlektej ekspozycji
na substrat ulega zwiekszeniu. Gtéwna rola w metabolizmie nikotyny przypada
izoenzymom CYP2A6 oraz CYP2D6 cytochromu P450, utleniajgcym nikotyng
do kotoniny. Zaréwno sktadniki dymu tytoniowego jak tez ich metabolity
wydalane sg z organizmu z powietrzem wydychanym, moczem lub katem [4].

4. Efekty farmakologiczne skladnikow dymu tytoniowego

W zwiagzku z r6znorodno$cia struktury chemicznej tak duzej liczby sktadnikow
dymu, wywiera on wielokierunkowe i ztozone dziatanie biologiczne na organizm
ludzki [4]. Glownym sktadnikiem dymu tytoniowego odpowiadajacym za
odczuwalne efekty palenia jest nikotyna. W matych dawkach zwicksza
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wydzielanie adrenaliny zrdzenia nadnerczy inoradrenaliny zpodwzgorza
powodujac krotkotrwale przyspieszenie czynnoSci serca iwzrost ci$nienia
tetniczego [3]. W wickszych ilosciach wykazuje jednak dziatanie ganglio-
plegiczne, wynikajace z zablokowania receptorow nikotynowych w zwojach
uktadu wspoétczulnego [5]. Pobudza przekaznictwo cholinergicznego, noradre-
nergiczne w osrodkowym uktadzie nerwowym powodujac pobudzenie i zwigk-
szenie napedu oraz stymuluje uktad nagrody (zwigkszenie przekaznictwa
dopaminergicznego). Palenie papieroséw wyzwala takze szereg reakcji
skutkujacych sktonnoscig zakrzepowsg. Cho¢ mechanizm predyspozycji osob
palacych do incydentow zakrzepowych nie jest w pelni poznany sugeruje sig,
ze polega on na zwigkszonej generacji trombiny i fibrynogenu a takze aktywacji
plytek krwi u 0séb palacych [6].

5. Cytochrom P450 a skladniki dymu tytoniowego

Cytochrom P450 jest hemoproteing iczeScia wspodlng skladajacego sie
z wielu izoenzyméw uktadu oksydaz, katalizujacych przemiany I fazy (reakcje
oksydoredukcji) ksenobiotykow. W najwiekszej iloSci enzymy te zlokalizowane
sa w hepatocytach, cho¢ znajduja si¢ takze w nabtonku drég oddechowych,
przewodu pokarmowego oraz w osrodkowym uktadzie nerwowym. Diuga lista
interakcji  z lekami wywolanych paleniem wynika ze zmian aktywnosci
niektorych izoenzymoéw zwigzanych z hemoproteing P450. Najsilniejszym
induktorem enzymoéw ukladu mikrosomalnego s3 wielopier§cieniowe
weglowodory aromatyczne. Izoenzymy, ktorych aktywno$¢ wzrasta w wyniku
dtugotrwatej ekspozycji na wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
(WWA) to przede wszystkim CYP1Al, 1A2 (obecne glownie w watrobie)
oraz 2E1 (ptuca, mézg). Cho¢ udziat tych izoenzymoéw w catym metabolizmie
lekéw jest oceniany jako niewielki, okazuje si¢, ze w warunkach ekspozycji
na dym tytoniowy aktywno$¢ moze znaczaco wzrasta¢ i powodowal istotne
zmiany klirensu niektorych lekow.

Jak wykazaty badania na zwierzgtach réwniez nikotyna, mimo, ze jest
metabolizowana przez inne uklady mikrosomalne, oddzialuje na aktywno$c¢
izoenzymu CYP2A1/2A2 w osrodkowym uktadzie nerwowym, bedac dziatajac
w sposob niejednorodny (indukujac Iub blokujac te enzymy) w zaleznoSci
od okolicy mézgu [7].

Inne sktadniki dymu tytoniowego réwniez mogg oddziatywac z enzymami
mikrosomalnymi, jednak ich rola wydaje si¢ mniejsza. Istniejg doniesienia,
ze niektore zwiagzki zawarte w dymie moga zwigksza¢ aktywnos¢ takze innych
izoenzym6éw mikrosomalnych, w tym CYP3A, a takze intensyfikowac procesy
glikozylacji, co sprzyja szybszej eliminacji leku przeciwnowotworowego
irynotekanu [8].
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6. Interakcje lekow ze skladnikami dymu tytoniowego

6.1. Interakcje w fazie farmakokinetycznej

Wigkszo$¢ interakcji lekow ze skladnikami dymu tytoniowego zachodzi
w fazie farmakokinetycznej czyli jest efektem zmian wchtaniania i metabolizmu
lekéw indukowanych przewleklym narazeniem na dym tytoniowy. Przyczyna
najwigkszej ilosci interakcji natury farmakokinetycznej z lekami réznych grup
sg zawarte w dymie tytoniowym wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne.
Zgodnie z opisanym wcze$niej wptywem na izoenzymy uktadu P450 powoduja
one przede wszystkim nasilenie metabolizmu lekow a wigc obnizaja ich stezenie
W surowicy i ostabiajg dziatanie. Wiele grup lekoéw jest uwiktanych w tego typu
interakcje ze skladnikami dymu tytoniowego. Stosowanie niektérych lekow
podczas palenia tytoniu moze takze nasilac¢ toksyczne efekty nikotyny, takich jak
nudnos$ci, wymioty, biegunka, boéle brzucha czy zawroty glowy. Reakcje takie
opisywano dla cymetydyny i innych antagonistow receptora H2 (ranitydyna,
famotidyna), ktore obnizaja klirens nikotyny o 30% [9]. Interakcja jest w tym
przypadku dwustronna — palenie tytoniu (glownie w zwigzku z indukcjg przez
WWA enzyméw mikrosomalnych watroby) moze zmieniaé stezenie lekow tej
grupy w osoczu krwi [9].

6.2. Leki antyarytmiczne

Wsérod oddziatywan o znaczeniu klinicznym  znajduja  si¢ interakcje
sktadnikéw dymu tytoniowego =z lekami  antyarytmicznymi. U osob
uzaleznionych od nikotyny stwierdza si¢ nizsze stezenia amiodaronu
i meksyletyny w surowicy niz u pacjentow niepalacych [7]. Wykonane
metaanalizy ukazujg réwniez szybszy klirens flekainidu w grupie osob palgcych
W poréwnaniu z niepalgcymi, a zatem konieczno$¢ podawania wyzszej dawki
leku u palaczy tytoniu [8], jednak dane literaturowe nie wskazuja tej interakcji
jako niebezpiecznej [9]. Palenie tytoniu powoduje zmniejszenie biodostgpnosci
podawanej doustnie lidokainy, podczas gdy podana dozylnie zachowuje
normalng biodostgpnos¢ [9]. Uwaza sig, ze efekty metaboliczne dymu
tytoniowego na dostepnos¢ lidokainy manifestujg si¢ jedynie przy podaniu
doustnym, gdyz wtedy zaznacza si¢ efekt pierwszego przejscia lidokainy przez
watrobe, gdzie zostaje czgsciowo metabolizowana przez wyidukowane przez
dym oksydazy [8].

6.3. Leki przeciwbdlowe

U pacjentow palgcych dochodzi do zmian metabolizmu i dziatania
niesteroidowych lekow przeciwzapalnych, paracetamolu oraz opioidow. Sposrod
NLPZ palenie wywiera najwickszy wplyw na stezenie fenazonu (wzrost
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klirensu) oraz wywiera niepewny wpltyw na stezenie fenylbutazonu. Wydaje si¢
nie wptywaé¢ na metabolizm pozostatych leow tej grupy [8]. Przemiany
paracetamolu ulegaja nasileniu jedynie u osob palacych duzo i dlugo. Wydaje
si¢, ze palacze stanowig grupe obarczona gorsza prognoza w razie zatrucia
paracetamolem [8]. Efekt przeciwbolowy opioidow wulega obnizeniu,
w przypadku pentazocyny nawet do 40-50% [9]. Palacy wymagaja wyzszych
dawek opioidow w pooperacyjnej terapii bolu.

6.4. Leki przeciwplytkowe

Palenie tytoniu podczas leczenia preparatami przeciwptytkowymi moze
powodowac nieprawidtowa odpowiedz ptytek na standardowo stosowane dawki
tych lekow. Wedlug dostgpnych danych odpowiedz ptytek na kwas
acetylosalicylowy jest ostabiona lub miesci si¢ w granicach normy, natomiast
dziatanie klopidogrelu wulega nasileniu u palacych pacjentdéw z choroba
niedokrwienng serca. Indukcja izoenzymu CYP1A2 przez skladniki dymu
tytoniowego powoduje zwigkszenie przemian klopidogrelu do jego aktywnego
metabolitu, stad wspomniane nasilenie efektu terapeutycznego u palaczy.

6.5. Leki przeciwkrzepliwe

Palacze wymagaja wyzszych dawek heparyny niefrakcjonowanej. Pod
wptywem skladnikow dymu tytoniowego nastgpuje skrocenie czasu
biologicznego poéttrwania heparyny oraz szybsza eliminacja z ustroju. Podobnie,
poziom W 0soczu i dziatanie przeciwkrzepliwe warfaryny ulega obnizeniu.
Rekomenduje si¢ zmniejszenie dawek lekow przeciwkrzepliwych po zaprze-
staniu przez pacjenta palenia papierosow.

6.6. Leki psychotropowe i dzialajace na osrodkowy uklad nerwowy

Sposrod lekoéw dziatajacych na osrodkowy uktad nerwowy palenie tytoniu
pobudza metabolizm $rodkéw  nasennych iuspokajajacych  z grupy
benzodiazepin jak tez zolpidemu zopiklonu. Podobnie, u palacych pacjentow
mogg by¢ wymagane wyzsze dawki lekéw psychotropowych — neuroleptykow
starej (chloropromazyna, haloperidol) i nowej generacji (klozapina, olanzapina),
lekéw przeciwdepresyjnych z grupy TLPD i SSRI. W razie zaprzestania przez
pacjenta palenia obowigzuje konieczno$¢ zmniejszenia dawek wymienionych
lekéw. Palenie tytoniu powoduje takze, ze przy standardowych dawkach
fenytoiny, fenobarbitalu i fenytoiny osiggane stezenie w surowicy ulega
obnizeniu [9].

57



KATARZYNA SCHAB, MAGDALENA AMAROWICZ, DOMINIKA MULAWKA, PAULINA MULAWKA, MARCIN
URBANCZUK, JAN SOBSTYL, PAULINA SOBSTYL, PAULINA CHWIL, KAROL TERLECKI, LIDIA KOTULA

6.7. B-blokery i blokery kanalu wapniowego

Zaréwno kardioselektywne, jak tez nieselektywne B-blokery sa metaboli-
zowane przy udziale CYP1A2, ich stezenie we krwi osob palacych jest wiec
nizsze niz u 0sdb bez natogdw. Po rzuceniu palenia zalecane jest zmniejszenie
dawki stosowanego przez pacjenta B-blokera [9]. Analogicznie przedstawia si¢
kwestia stosowania werapamilu [9].

6.8. Leki przeciwcukrzycowe

Palacy pacjenci z cukrzyca wymagaja 15-30% wyzszych dawek insuliny niz
osoby niepalace. Podczas rzucania palenia dawki insuliny powinny by¢
stopniowo zmniejszane [9].

6.9. Leki rozszerzajace oskrzela

Nasilenie metabolizmu teofiliny i aminofiliny, rzadko stosowanych lekow
rozszerzajacych oskrzela powoduje obnizenie ich stezenia, skrdcenie okresu
péttrwania oraz zwigkszenie objetosci dystrybucji u pacjentow palgcych.
Interakcja ta posiada istotne znaczenie kliniczne ze wzgledu na waski zakres
terapeutyczny lekow tej grupy. Zalecana jest kontrola dawki w zalezno$ci
od ilosci wypalanych papieroséw, a takze od formy przyjmowania nikotyny
(papierosy, zucie tytoniu, gumy z nikotyna) [8].

6.10. Chemioterapeutyki

Policykliczne weglowodory aromatyczne znaczaco nasilajg metabolizm
ciprofloksacyny oraz chininy. Pacjenci palagcy wymagaja wyzszych dawek tych
lekow by uzyska¢ stezenie terapeutyczne w surowicy [9]. Badania retrospe-
ktywne wykazaty, Zze rowniez metabolizm chemioterapeutyku przeciwnowot-
worowego irynotekanu jest wzmozony u nalogowych palaczy. Zaobserwowano
obnizona toksyczno$¢ u pacjentdow palacych, co sugeruje takze obnizona jego
efektywno$¢. Nie podjeto jednaj jeszcze decyzji co to zalecen korekty dawek
U pacjentow palacych leczonych irynotekanem zpowodu zbyt matej ilosci
zgromadzonych danych [8].

6.11. Interakcje w fazie farmakodynamicznej

Nikotyna posiada wlasng aktywnos$¢ farmakologiczna, a wigc moze wchodzi¢
w interakcje farmakodynamiczne z lekami o dziataniu zbieznym lub przeciwnym
do jej efektow. Zdecydowanie najistotniejsze interakcje zachodzace w fazie
farmakodynamicznej dotycza kobiet palacych, ktore stosuja doustne S$rodki
antykoncepcyjne. Opisane efekty trombogenne palenia sgw przypadku tych
pacjentek dodatkowo potegowane dziataniem prozakrzepowym doustnych
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srodkéw antykoncepcyjnych, co stwarza duze ryzyko powiklan zatorowych w tej
grupie. Dym tytoniowy ingeruje takze w dzialanie wziewnych glikokorty-
kosteroidow, obnizajac ich efektywno$¢ w leczeniu zaostrzen astmy [7]. Inne
opisywane W literaturze interakcje natury farmakodynamicznej miedzy
sktadnikami dymu tytoniowego alekami wydaja si¢ mie¢ mniejsze znaczenie
kliniczne. Nie mniej jednak prawdopodobnym jest, Ze pacjenci palacy moga
wymagaé¢ wyzszych dawek B-blokerow ze wzgledu na silne przeciwstawne do
nich dzialanie farmakologiczne zawartej w dymie nikotyny [7]. Ze wzgledu na
osrodkowe dziatanie pobudzajace nikotyny osoba palaca moze takze slabiej
odczuwaé uspokajajace inasenne dziatanie benzodiazepin. Przypuszcza sig, ze
takze oslabienie efektu przeciwbolowego opioidéw u os6b palacych w stosunku
do niepalagcych moze rozwijaé si¢ rowniez po cze$ci w mechanizmie farma ko-
dynamicznym [7]. Wydaje si¢ jasnym, ze nikotyna nasila takze efekty krazeniowe
adenozyny, cho¢ znaczenie tej interakcji nie zostato jeszcze ustalone [8].

7. Podsumowanie

Palenie tytoniu stanowi jedno z najpowazniejszych wspodlczesnych zagrozen
cywilizacyjnych zarowno ze wzgledu na duza skale zjawiska, jak tez jego
niebezpieczne skutki zdrowotne. Dlugotrwala ekspozycja na sktadniki dymu
tytoniowego oddzialuje na nablonki drog oddechowych, S$ciang naczyn
krwionos$nych, funkcjonowanie komoérek nerwowych i rownowage hormonalng, co
wiecej wykazuje takze szereg dziatan metabolicznych, wptywajac na ekspresje
izoenzymow ukladu P450 w watrobie, plucach 1 niektorych strukturach
osrodkowego uktadu nerwowego przyczyniajac si¢ do zmian w metabolizmie
lekow. O ile wiedza na temat interakcji migdzy poszczegdlnym lekami jest bardzo
szeroka wsrod lekarzy 1 farmaceutow, podobnie jak interakcje lekow z pokarmem,
0 tyle niewiele uwagi skupia problem odchylen w dziataniu lekéw u 0s6b palacych.

W zwigzku z wysokim odsetkiem natogowych palaczy konieczne jest wzigcie
pod uwage mozliwosci wystgpienia zmian w dziataniu farmaceutyku u oséb
palacych papierosy leczonych z powodu arytmii, astmy, cukrzycy, zaburzen
i chorob psychicznych, padaczki czy wymagajacych dlugotrwatego leczenia
przeciwplytkowego lub przeciwkrzepliwego. Szczegdlnie ztozonym problemem
wydaje si¢ leczenie przeciwzakrzepowe u pacjentéw palacych ze wzgledu na fakt
dziatania prozakrzepowego skladnikow dymu tytoniowego jak tez ich liczne
interakcje z lekami stosowanymi w stanach nadkrzepliwosci. Podkresli¢ nalezy, ze
mimo analizy teoretycznej i przegladu dotychczasowych informacji dotyczacych
mechanizmu 1 efektow wptywu skladnikéw dymu tytoniowego na stezenie we
krwi i dziatanie lekéw problem ten pozostaje wciaz bardzo ztozony, a uzyskane
efektywne stezenia lekow w surowicy pacjentow palacych wcigz
nieprzewidywalne. Zmiany w metabolizmie lekow spowodowane dzialaniem
dymu tytoniowego utrzymuje si¢ takze przez pewien czas po rzuceniu natogu,
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co dodatkowo utrudnia utrzymanie wlasciwego stezenia leku w organizmie,
jednak juz odsamego poczatku ,rzucania” przy braku induktora przemiany
metaboliczne moga ulega¢ zachwianiu. Prezentowany material jest proba
zasygnalizowania pewnego niebezpieczenstwa zwigzanego z trudnymi do przewi-
dzenia zmianami sity dziatania niektorych powszechnie stosowanych lekow
U 0s6b palacych w poréwnaniu z grupg ludzi nieuzaleznianych od nikotyny.
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Interakcje lekéw i skladnikow dymu tytoniowego — kolejne niebez-
pieczenstwa wynikajace z palenia

Streszczenie

Niepozadane interakcje lekow stanowig powazny problem medyczny. Moga one zachodzi¢ nie
tylko pomiedzy stosowanymi jednocze$nie lekami, ale takze pomiedzy lekiem a pokarmem,
suplementem diety lub uzywka. Wiedza lekarzy i farmaceutow zwykle pozwala uniknaé
niebezpiecznych interakcji migdzy lekami. Rowniez zagadnienie taczenia lekarstw z niektorymi
pokarmami i napojami (sok grapefruitowy, alkohol) zdobywa rosnace zainteresowanie pacjentow
i lekarzy. Wcigz niewiele uwagi poswieca sie jednak bardzo istotnemu czynnikowi ryzyka
dla chorych przyjmujacych leki jakim jest palenie tytoniu. Interakcje sktadnikow dymu
tytoniowego z lekami zachodza na zasadzie zmiany ich farmakokinetyki (wchtaniania
i metabolizmu) lub farmakodynamiki. Na poziomie farmakokinetyki najwiecej interakcji
wywoluja wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne. Poprzez indukcje izoenzymow
CYP1Al, CYP1A2 modyfikuja one biotransformacje wielu zwigzkéw metabolizowanych z ich
udzialem, prowadzac do zmniejszenia ich stgzenia w osoczu. Dotyczy to m.in. wielu lekow
antyarytmicznych, przeciwastmatycznych, przeciwkrzepliwych, przeciwcukrzycowych,
nasennych, przeciwpadaczkowych, psychotropowych. Pacjenci palacy moga zatem wymagaé

60



INTERAKCJE LEKOW I SKEADNIKOW DYMU TYTONIOWEGO ...

wyzszych dawek tych lekow. Niebezpieczne klinicznie interakcje zachodzace w fazie
farmakodynamicznej dotycza z kolei glownie kobiet palacych papierosy i stosujacych doustne
srodki antykoncepcyjne oraz oséb przyjmujacych glikokortykosteroidy w postaci wziewnej.
Osoby palace mogg wymaga¢ jednak takze wyzszych dawek B-blokerow w leczeniu nadci$nienia
i wyzszych dawek morfiny w terapii bolu niz ludzie wolni od natogu. Niniejsze opracowanie ma
na celu podsumowanie dostepnych informacji na temat istotnych Klinicznie interakcji lekoéw
z paleniem tytoniu. W pracy ujeto mechanizm interakcji oraz wyszczegolniono leki jakich
interakcje te dotycza. Podkreslono takze znaczenie palenia biernego, wywolujacego te same
szkodliwy wptyw na przemiany lekoéw w organizmie co palenie czynne.

Interactions between tobacco smoke contents and medications — another
danger of smoking

Abstract

Adverse drugs interactions constitute a serious medical problem. Interactions may occur not only
between two drugs when taken together but also between a drug and food, diet supplement
or stimulant. The good level of knowledge about drug interactions among health care professionals
allows to avoid dangerous interplay between medications. Also the awareness of possible
unwanted or unsought-for effects of combining drugs with some sorts of food and beverages
(alcohol, grapefruit juice) seems getting wider. However, what still demands more attention
in terms of interacting with drugs is smoking cigarettes. Tobacco smoke contents may interact with
medications either by changing their pharmacokinetics (absorbtion, metabolism) or affecting its
pharmacodynamics. The great majority of pharmacokinetic interactions with smoking are
the result of induction of CYP1A1 and CYP1AZ2 isoenzymes in lung and liver tissue by polycyclic
aromatic hydrocarbons, resulting in enhanced drugs biotransformation. Many antiarrhythmic,
antiasthmathic, antiepileptic drugs as well as sedatives, anticoagulants and insulin are metabolized
with those P450 isoenzymes and so they reach lower serum concentrations and higher dosages
might be needed to achieve good therapeutic effect. Through pharmacodynamic mechanism
tobacco smoke interacts with oral contraceptive measures, inhaled glucocorticosteroids,
B-blockers and morphine. The aim of our study was to summarize the recent data about clinically
relevant interactions between tobacco smoke and drugs. The medications involved in interactions
with tobacco smoke were listed. The mechanism involved in each interaction was described and
the clinical significance of chosen interactions was investigated. We also emphasized the
importance of passive smoking, which appears to have the same harmful effects on drug
metabolism as being active smoker.
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KOMPLEKSY ANTYMONU Z BIOLIGANDAMI
STOSOWANE W MEDYCYNIE

1. Wstep

Chemia arsenu, antymonu i bizmutu jest interesujaca ptaszczyzng badan dla
wielu naukowcow od ponad czterech dekad. Wynika to z wielu zastosowan
zwigzkow tych pierwiastkow praktycznie we wszystkich dziedzinach nauk
scistych i przyrodniczych. Szczegélnie ciekawym pierwiastkiem 15 grupy
uktadu okresowego okazat si¢ antymon, ktéry poza unikalnymi wtasciwos$ciami
fizycznymi, wykazuje takze ciekawa aktywno$¢ biologiczng [1]. Chemia
bionieorganiczna tego pierwiastka nie jest jeszcze tak doglgbnie poznana
jak np. bizmutu, co stwarza dodatkowe mozliwosci badawcze, szczegblnie
w aspekcie medycznym.

Antymon w systemach biologicznych wystepuje najczesciej na +III stopniu
utlenienia, rzadziej na +V (EOSbV,Sb... = 0,59 V). Antymon(I11) wykazuje wysokie
powinowactwo wobec ligandow zawierajacych azot, tlen oraz siarke, a jego
liczba koordynacyjna (CN) wykazuje znaczne zréznicowanie. Natomiast
kompleksy antymonu(V) przyjmuja zwykle geometri¢ oktaedryczng lub
znieksztatcong oktaedryczna z powodu braku wolnej pary elektronowej (5s7)
zlokalizowanej na jonie Sb(V). Proces redukcji jonu Sb(V) do Sb(IIT) moze
zachodzi¢ in vitro lub in vivo pod wplywem specyficznych reduktaz lub
matoczasteczkowych biomolekut zawierajacych siarke [2].

Dzigki swojej aktywnosci biologicznej, zwigzki antymonu byly stosowane
w medycynie juz w XVI wieku, np. jako srodki wymiotne. Obecnie ich kliniczne
zastosowanie wigze si¢ glownie zleczeniem leiszmaniozy. Kompleksy
antymonu wykazuja takze zwickszong aktywnos¢ cytotoksyczna wobec innych
pasozytow, wirusdw oraz wybranych nowotworowych linii komérkowych [2].

2. Kompleksy antymonu z bioczasteczkami

Antymon nie jest pierwiastkiem istotnym dla prawidlowego funkcjonowania
organizmu, stad tez nie istnieja typowe procesy jego wchianiania i transportu
do wnetrza komorek. Dlatego tworzenie kompleksow 2z bioczasteczkami
jest waznym czynnikiem w badaniach nad zrozumieniem jego biologicznej
aktywnosci.

! mateuszkowalik.86@gmail.com, Uniwersytet Jana Kochanowskiego w Kielcach, Wydziat Matematyczno-
Przyrodniczy, Instytut Chemii, SKN Kalcyt;
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Antymon(V) moze tworzy¢ potaczenia z biomolekulami zawierajacymi
ryboze w stosunku 1:1, 1:2 i 1:3 (Rys. 1). Zostato to potwierdzone w badaniach
potaczen Sb(V) z oligonukleotydami DNA i RNA [3]. Okazato si¢, ze antymon
wigze si¢ tylko z fragmentami RNA, ujawniajgc istotng rolg¢ wicynalnych grup
cis-hydroksylowych rybozy wtym procesie. Dodatkowo stwierdzono,

ze fragment pochodzacy od zasady azotowej nie bierze udziatu w koordynacji
Sh(V) [3].

O __R
O_R o
HO \gb—OH
HO
HO 0
Ho——SQ+’0H
OH R o
[Sb(ryboza)(OH)s] [Sb(ryboza),(OH)] " [Sb(ryboza),]”

Rys. 1. Schematy koordynacji jonu Sb(V) przez czasteczki rybozy
w stosunku 1:1, 1:2 i 1:3 (na podstawie [3])

Antymon (111) tworzy stabilne kompleksy z nukleozydami w podobny sposob
jak Sb (V), réwniez wigzac si¢ z fragmentami cis-2’,3’-diolowymi rybozy.
W zarejestrowanej strukturze krystalicznej kompleksu Na[Sh"'(adenozyna),]
(Rys. 2) wida¢, ze dwie zdeprotonowane grupy hydroksylowe dwoch czasteczek
adenozyny kompleksuja na sposob chelatowy jon Sb**, tworzac dwa pierécienie
pigciocztonowe. Dwie takie podjednostki tacza si¢ ze sobg poprzez
skoordynowany jon sodu i migdzyczasteczkowe wigzania wodorowe, formujac
strukture dimerowa [4].

Rys. 2. Struktura kompleksu Na[Sbh"!(adenozyna),] [4]
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Antymon (III) moze tworzy¢ takze stabilne kompleksy zaminokwasami,
np. waling, poprzez koordynacj¢ bidentnymi grupami karboksylowymi
z utworzeniem liniowego polimeru. Podobnie, wykorzystujac atomy donorowe
siarki, moze wigza¢ si¢ z peptydami zawierajacymi cysteing, np. glutationem
(GSH) i trypanotionem (T(SH),). Zdeprotonowane grupy tiolowe reszt cysteiny sg
jedynymi fragmentami wigzacymi Sb(IIl), co prowadzi do utworzenia trwalego
kompleksu [Sb(GS);]. Trypanotion jest natomiast najobficiej wystepujacym
matoczasteczkowym tiolem w komoérkach pasozytow z rodzaju Leishmania (patrz
dalej) imoze koordynowa¢ Sb(IIl) w stosunku 1:2. Jon centralny taczy si¢
z dwiema resztami cysteiny dwoch czasteczek peptydu. W przeciwienstwie do
duzej trwato$ci termodynamicznej tych komplekséw, sg one Kinetycznie labilne.
Wymiana ligandow jest w nich uzalezniona od pH $rodowiska idla niskich
wartosci pH jest stosunkowo powolna, a dla pH biologicznego — szybka. Dzigki
tym wilasciwosciom jony Sb(III) moga by¢ transportowane w organizmie
W postaci potaczen z ligandami tiolowymi [5, 6].

3. Zwiazki antymonu w leczeniu leiszmaniozy

Leiszmanioza jest chorobg pasozytnicza, wywotywana przez rozne gatunki
pierwotniakéw z rodzaju Leishmania. Cztowiek zaraza si¢ nig poprzez ukgszenia
moskitow. Pasozyty sa wprowadzane do krwi W postaci promastygotow. Slina
moskitow zawiera sktadniki powstrzymujace krzepnigcie krwi, rozszerzajace
naczynia krwionosne oraz przeciwzapalne i znieczulajace, ktore spetniajg rolg
czynnikow wspomagajacych zarazenie. Promastygoty sa fagocytowane przez
makrofagi, w ktorych przeksztatcaja si¢ w amastygoty i namnazaja. Po pewnym
czasie amastygoty uwalniaja si¢ z makrofagow infekujgc inne komorki
w krwiobiegu. Nastepnie moskit kasajac ponownie zarazonego cztowieka
pobiera komorki zawierajace amastygoty. Formy te przeksztatcajg si¢ w jelicie
moskita z powrotem w promastygoty, namnazaja i wedrujg do gardta, skad moga
by¢ ponownie wprowadzone do organizmu cztowieka przy nastepnym ukaszeniu
(Rys. 3) [7].

Leiszmanioza jest chorobg tropikalng i subtropikalng, ktéra wystepuje
w trzech postaciach: trzewna, skoérna i skorno-$luzoéwkowa. Do najczgstszych
objawow choroby naleza: goraczka, nudnosci, obrzeki, anemia, owrzodzenia
skory i tkanek migkkich, trudno gojace si¢, martwicze rany oraz znieksztatcenie
twarzy. Nieleczona leiszmanioza powoduje $mier¢ organizmu [8].
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Rys. 3. Cykl zyciowy Leishmania spp. (na podstawie [7])

Pierwszym zwigzkiem antymonu zastosowanym przeciwko leiszmaniozie

ok. 1910 roku byt winian antymonu(Ill) potasu,

0Wz0rze sumarycznym

K,Shy(C4H,0¢), (Rys. 4a). Zwigzek ten jest dimerem, w ktorym kazdy jon
antymonu(I11) skoordynowany jest przez cztery atomy donorowe tlenu winianu [9].

a) b) )
ONa
HO CHy
oH HN
EN /O
"
HO sh OH
d o
Sb
o o X0 NH HO
o Hye” OH

Rys. 4. Wzory strukturalne: a) winianu antymonu(l11) potasu, b) glukonian
antymonu(V) sodu, ¢) megluminianu antymonu(V) (na podstawie [2, 9])

Natomiast zwiazki antymonu na +V stopniu utlenienia, takie jak glukonian

antymonu(V) sodu (Rys. 4b) i megluminian antymonu(V) (Rys. 4c ) sg uzywane
w wielu krajach juz od ponad 50 lat jako leki pierwszego wyboru przeciwko
leiszmaniozie. Sg one wysoce skuteczne, tym bardziej, ze sg jednoczes$nie
nietoksyczne dla organizmu gospodarza. Zwigzane jest to z faktem, ze zwigzki
Sb(V) wystepuja w roli pro-leku, ktory jest nieaktywny i nietoksyczny, a dopiero
po redukcji w organizmie do Sb(Ill) staje si¢ forma toksyczna, azarazem
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wykazujaca dziatanie terapeutyczne. W procesie redukcji biorg udziat peptydy
tiolowe typu glutation, czy trypanotion. Redukcja jest duzo bardziej efektywna
w Srodowisku o pH lekko kwasnym, jakie wystepuje W komorkach
fagolizosomoéw | makrofagéw (Rys 5.), wktorych egzystuje Leishmania
[10+13]. Farmakokinetyka lekéw na bazie antymonu(V) jest udowodniona
w badaniach in vivo na chomikach zainfekowanych pasozytami Leishmania
garnhami. Wykryto unich znaczace ilosci Sb(IIT) w tkankach iosoczu krwi
w trakcie leczenia megluminianem antymonu(V) sodu [14].

Bio-activation ~0

(Y A > Sl

PRI
e

Cys —> yGlu-Cys — Jlesh ———————>SBISC) Sb(SG),
Oxidation
Macrophage CRSE

Rys. 5. Schemat dziatania zwigzkéw antymonu w komérce makrofaga [13]

Z drugiej strony zdolnos$¢ zwigzkow antymonu do interakcji z nukleozydami
i do inhibicji pasozytniczej topoizomerazy (enzym odpowiadajacy za skrecenie
podwojnej helisy podczas replikacji) sugeruje bezposrednie zaangazowanie
antymonu(V) w mechanizmach biologicznej aktywno$ci. Ponadto Leishmania
Spp. jest pozbawiona zdolno$ci syntezy zasad purynowych (auksotrof), dlatego
kompleksy [Sb(V)-pochodne puryny] mogg dziata¢ jako potencjalne inhibitory
enzymow W szlakach metabolicznych wykorzystujacych zasady purynowe [15].
Zbadano, ze Sb(V) wformie megluminianu tworzy trwale potaczenia
z adenozyng W temperaturze pokojowej i srodowisku o pH zblizonym do
fizjologicznego. Reakcja jest szczegodlnie faworyzowana w lekko kwasnym pH,
jakie wystepuje we wspomnianych komoérkach, ktore zasiedla Leishmania. Jest
to wigc prawdopodobnie glowny mechanizm dzialania lekéw antymono-
pochodnych w leczeniu leiszmaniozy.

4. Aktywnos$¢ antymonu wobec innych mikroorganizmow

Kompleksy antymonu wykazuja takze zwigkszona cytotoksycznos¢ wobec
innych mikroorganizméw. Przyktadowo zasadowy galusan antymonu(Ill) sodu
byt stosowany od 1970 roku w leczeniu schistosomatozy — pasozytniczej
choroby wywotywanej przez przywry z rodzaju Schistosoma [2].
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Inna powazna chorobg pasozytnicza jest trypanosomoza amerykanska (choroba
Chagasa) wywolywana przez $widrowca Trypanosoma cruzi, przenoszonego na
ludzi przez przywry. Biochemiczne podobienstwo Leishmania spp. i Trypanosoma
Spp. sprawia, ze prowadzi si¢ badania nad aktywnoS$cig zwigzkow antymonu takze
wobec T. cruzi. Skuteczne w zwalczaniu tego pasozyta okazaty si¢ kompleksy
antymonu  z tiosemikarbazonami acetylopirydyny (Rys. 6) [16, 17]. Ich
wladciwosci porownuje si¢ do zwigzkdw stosowanych obecnie w terapii:
nifurtimoxem, benznidazolem. Wigkszo§¢ zbadanych zwigzkdéw, roéznigcych sie
niewiele strukturg liganda, ukazata zwigkszona cytotoksyczno$¢ o 5 do 70 razy niz
wspomniane leki, a takze kilkukrotnie zwigkszong niz wolne ligandy. Nie udato
si¢ jednak ustali¢ zalezno$ci struktura-aktywnos$¢ (SAR) dla tych zwigzkow.
Aktywno$¢ zbadanych komplekséw wynikata prawdopodobnie z inhibicji
reduktazy trypanotionu (TR), enzymu ktoéry jest niezbedny do przetrwania
pasozytow, chronigc ich komorki przed niszczycielskim dziataniem wolnych
rodnikow. Dodatkowo zwigkszona aktywno$¢ biologiczna wynika z redukcji
polarno$ci jonu centralnego na skutek chelatacji ligandami tiosemikar-
bazonowymi, co sprzyja przenikaniu kompleksow przez warstwe lipidowa btony
komorkowej mikrobow.

R =H, CH, CgHs; X =H, CI, F
Rys. 6. Wzor strukturalny pochodnych tiosemikarbazonu acetylopirydyny [16, 17]

W innych badaniach [18] zaobserwowano takze, ze glukonian antymonu(V)
sodu efektywnie hamuje replikacje wirusa HCV w komorkach watroby.
W leczeniu leiszmaniozy stosuje si¢ iniekcje zwigzku antymonu w dziennej
dawce 20 mg/kg, co daje stezenie we krwi ok. 400 ug/ml. Natomiast juz stezenie
100 pg/ml tego zwiazku skutecznie hamuje rozwo] wirusowego zapalenia
watroby typu C. Badania tego typu stwarzaja perspektywy dla zwiazkow
antymonu jako lekéw alternatywnych dla interferonow, ktére sa obecnie
stosowane w terapii anty-HCV, jednak wykazuja skutecznos¢ jedynie wobec ok.
50 % pacjentow.

Leiszmanioza jest czesto koinfekcjg U pacjentow zarazonych wirusem HIV.
Zbadano [19], ze zwiazek bimetaliczny antymonu iwolframu o wzorze
sumarycznym [(NH,):7Na(NaSbgW,;0gs)14H,0] aktywnie niszczy czastki wirusa
HIV u pacjentéw cierpigcych na AIDS. Zainicjowato to poszukiwania nowych
polioksometalicznych zwigzkéw antymonu, ktore mogtyby by¢ potencjalnymi
terapeutykami w leczeniu zespolu nabytego niedoboru odpornosci. Natomiast
seria aromatycznych zwigzkéw antymonu(V) (Rys. 7) wykazata wlasciwosci
anty-HIV wobec komorek linii CEM-SS (ECs = 0,9+8,7 uM) [20]. Mechanizm
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dziatania polega tu prawdopodobnie na przerwaniu interakcji pomig¢dzy
glikoproteing otoczki wirusowej (gp120) a glikoproteinami receptora CD4 na
powierzchni komoérek CEM-SS.

OH OIH ?H
O=Sb-OH O=Sh-OH O=Sb-OH
O\Il\ll+ O\
(@] (0] / OH
~N o] OH

OH
Rys. 7. Wzory strukturalne aromatycznych zwigzkéw antymonu (V) [20]

5. Kompleksy antymonu jako potencjalne zwiazki antynowotworowe

Wickszosé¢ badan nad aktywnoscia biologiczna komplekséw antymonu
skupia si¢ na wlasciwosciach przeciwpasozytniczych. Jednak w ostatnich latach
odkrywa si¢ ich potencjalne wiasciwosci antynowotworowe. Okazato sie, ze
nawet stosunkowo prosty winian antymonu(Ill) potasu wykazuje znaczaca
cytotoksycznos$¢ in vitro wobec roznych linii komorkowych raka ptuc. Osiagnat
wskaznik ICsy W zakresie 4,2+322 pg/ml, co sprawia ze jest nawet
skuteczniejszy niz znane chemioterapeutyki, cisplatyna i doksorubicyna [2].

Tiosemikarbazony iich kompleksy z metalami znane sg z cytotoksycznosci
wobec komorek bialaczki. Ligandy te (Rys. 8) przetestowano takze
W potaczeniach z antymonem(IIl) wobec linii komérkowych — HL-60 (komorki
ludzkiej biataczki promielocytowej) iJurkat (komoérki ludzkiej biataczki
limfoblastycznej T). Cytotoksycznos¢ kompleksow znaczaco wzrosta
W porownaniu do wolnych ligandow oraz wyjsciowej soli SbCls. Zwiazki te
okazaly si¢ nawet 10-krotnie skuteczniejsze niz cisplatyna. Badania tego typu
udowadniajg istotng rol¢ jonu centralnego komplekséw w tego typu procesach,
w tym wypadku jonu Sb** [21].

NH
s)\rim

R

R = H, CHy, CgHs

Rys. 8. Wzor strukturalny pochodnych tiosemikarbazonu 2-fenylopirydyny [21]
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Zwiazki antymonu(Ill) sg juz nawet obecnie proponowane jako nowe
chemioterapeutyki w leczeniu ostrej biataczki promielocytowej (APL). Postuluje
si¢, ze wplywaja na homeostaze glutationu, stres oksydacyjny i apoptoze
komorek nowotworowych [13].

6. Podsumowanie

Przedstawione fakty dowodza, ze wspolczesne prowadzone badania
nad wykorzystaniem zwigzkéw antymonu w celach terapeutycznych daja
pozytywne rezultaty. Polaczenia chemiczne antymonu byly stosowane
w medycynie juz od dawna, jednak mechanizmy ich dziatania sg poznawane
dopiero w ostatnich latach. W dalszym ciggu istotng kwestig jest poszukiwanie
nowych biologicznie aktywnych potaczen koordynacyjnych tego metalu,
chociazby z powodu nabywania odporno$ci przez mikroorganizmy na obecnie
stosowane leki. Bada si¢ np. role jonow antymonu w modulowaniu
cytotoksycznosci ligandow, ktore same ja wykazuja. Poszukuje sie¢ zaleznosSci
struktura-aktywnos¢, co w przypadku antymonu nie jest tatwe, gdyz wchodzi on
w reakcje koordynacji dosy¢ trudno, a otrzymywane zwiazki charakteryzuja si¢
réznorodnoscia struktur. Duze nadzieje wiagze si¢ ostatnio z wykorzystaniem
kompleksow antymonu przeciwko wirusom HCV iHIV, atakze w terapii
antynowotworowej. Badane zwiazki same wykazuja cytotoksycznosc,
ale dodatkowo kojarzy si¢ je rowniez zobecnie stosowanymi lekami,
np. interferonami [22].
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Kompleksy antymonu z bioligandami stosowane w medycynie

Streszczenie:

Zwiazki antymonu stosowane byly w medycynie juz od dawna, jednak dopiero w ostatnich latach
poszukuje si¢ mechanizméw ich biologicznej aktywnosci. Jednoczesnie prowadzi si¢ poszukiwania
nowych cytotoksycznych zwigzkéw kompleksowych, co w przypadku antymonu nie jest tatwe, gdyz
jon antymonu stabo ulega reakcjom koordynacji. W pracy przedstawiono przyklady wykorzystania
zwigzkéw antymonu w celu udowodnienia ich potencjatu terapeutycznego. Scharakteryzowano
chorobe — leiszmanioze i przedyskutowano w jaki sposob kompleksy antymonu jg zwalczaja. Podano
przyktady innych zwiazkéw antymonu przeciwpasozytniczych i przeciwwirusowych jak rowniez
zaproponowano mozliwe mechanizmy ich dziatania. Dodatkowo przedstawiono mozliwosci
zastosowan zwigzkow antymonu w terapii antynowotworowe;j.

Stowa kluczowe: kompleksy antymonu, leiszmanioza, wtasciwosci antynowotworowe

Antimony complexes with bioligands used in medicine

Antimony compounds have been used in medicine for along time, but just in recent years
the mechanisms of their biological activity are discovered. Simultaneously is carry out research
into new cytotoxic compounds, which in the case of antimony is not easy, because it is weekly
reactive in coordination reactions. This paper presents examples of the use of antimony
compounds in order to prove their therapeutic potential. Leishmaniasis disease has been
characterized and way in which antimony complexes can work was discussed. It also provides
examples of other antiparasitic and antiviral compounds and proposed their mechanism of action.
Antimony also shows potential in anticancer therapy.

Keywords: antimony complexes, leishmaniasis, anticancer properties
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WSCIEKLIZNY

1. Wstep

Wirusy s3a to matle, potencjalnie patogenne nukleoproteidy, wywolujace
liczbe choroby u ludzi, zwierzat i roslin. Za jeden z najgrozniejszych
wirusowych patogenoéw cztowieka uwazany jest wirus Ebola. Spowodowane jest
to gltownie jego tatwa transmisjag pomigdzy ludzmi oraz bardzo wysoka
$miertelnoscig, wahajaca sie¢ w granicach 50-90%. Ponadto nie ma obecnie
dostepnej zadnej efektywnie dzialajacej szczepionki przeciwko temu
zabodjczemu wirusowi [1].

Wirus Ebola stanowi szczegdlne zagrozenie na terenach krajow
rozwijajacych sig, gtdéwnie potnocnej i srodkowej Afryki, gdzie wywotuje liczne
epidemie. Wirus ten jest odpowiedzialny za wystepowanie na tych terenach
gorgczki krwotocznej Ebola — choroby wywotujacej szybka i bolesng $mierc.
Innym wirusem stwarzajagcym duzy problem szczegélnie w Poéinocnych
i Srodkowych rejonach Afryki oraz takze w Azji Poludniowo-Zachodniej jest
wirus wscieklizny. Cho¢ wystepuje on niemal na calym $wiecie, to wlasnie na
tych szeroko$ciach geograficznych wywotuje on najwigksze spustoszenie.
Szacuje si¢, ze okoto 99% $miertelnych przypadkéw zakazenia wirusem
wscieklizny ma miejsce w Afryce, Azji i Ameryce Potudniowej [2,3].

Wirus wscieklizny 1 wirus Ebola co roku zbierajg $miertelne zniwo w ludzkiej
populacji i to pomimo nowych, skuteczniejszych metod diagnostycznych. Co roku
z powodu wirusa wscieklizny umiera ponad 55 000 osob [4], a wirus Ebola zabija
kolejne kilkaset do kilku tysigcy ludzi. Coraz wigksze obawy wzbudza réwniez fakt,
ze co roku przybywa zakazen wywolanych zaré6wno jednym jak i drugim wirusem.

Wydawac¢ by si¢ moglo, ze liczba os6b umierajacych z powodu zakazenia
wirusem Ebola jest stosunkowo niska, nalezy jednak bra¢ pod uwagg brak
skutecznego leczenia oraz szczepionki. W potaczeniu z tatwym przenoszeniem
i wysoka zakaznos$cig wirus ten staje si¢ niezwykle niebezpieczny i pozostawia
nas niemal bezbronnymi w walce z nim. Dodatkowym problemem jest brak
rejestrowania wszystkich przypadkéw zakazen wirusami Ebola 1 wscieklizny
w niektorych krajach rozwijajacych sig, przez co realna liczba zachorowan jest
mocno niedoszacowana.

! starosielec. m@gmail.com, Studenckie Koto Naukowe Biotechnologéw Mikron, Wydziat Biologii i
Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl/pl/biologia-i-biotechnologia.htm
2 mateusz_smyk@02.pl, Studenckie Koto Naukowe Biotechnologéw Mikron, Wydziat Biologii i
Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, www.umcs.pl/pl/biologia-i-biotechnologia.htm
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Pomimo istnienia dostgpnej i skutecznej szczepionki, wirus wscieklizny
moze by¢ rownie niebezpieczny. Wynika to z powszechnosci jego
wystepowania, duzego rezerwuaru zwierzgcego oraz $miertelnosci, ktdra po
wystapieniu objawow zakazenia osigga praktycznie 100% przypadkéw [5].
Ponadto duzym problemem jest mata dostgpno$¢ i wysoki koszt tych
szczepionek w krajach afrykanskich i azjatyckich, tam wiec gdzie sa one
najbardziej potrzebne.

Rozwijajaca si¢ popularno$¢ turystyki dodatkowo zwigksza i tak juz duze
zagrozenie wywotane opisanymi wirusami. W dzisiejszych czasach coraz
wigksze staje si¢ niebezpieczenstwo zetknigcia si¢ z tymi groZznymi wirusami,
a powszechno$¢ i czestotliwos¢ transportu lotniczego umozliwia i utatwia ich
szybkie rozprzestrzenianie na niemal wszystkie kontynenty. Coraz istotniejsze
staje si¢ zatem opracowanie skutecznych metod obrony i walki, przede
wszystkim z wirusem Ebola, ale takze z wirusem wscieklizny. Czy istnieje jakis$
sposob ochrony przed tak zabojczymi patogenami? Czy mozliwe jest znalezienie
rozwiazania, ktore bedzie nie tylko skuteczne, ale rowniez tanie i fatwo dostepne
nawet dla ubogich rejonow Afryki i Azji?

2. Wirus Ebola

Wirus Ebola jest wirusem otoczkowym, nalezagcym do rodziny Filoviridae,
ktorego materiat genetyczny tworzy jednoniciowa, niesegmentowana, ujemna
ni¢ RNA. Czasteczka wirusa ma charakterystyczny nitkowaty ksztatt o srednicy
mierzacej 80 nm, a dlugosci rdéznigcej si¢ pomigdzy poszczegdlnymi
przedstawicielami gatunku, dochodzacej nawet do 14000 nm. W sktad genomu
wirusa wchodzi 7 genoéw, jeden z nich koduje rozpuszczalng glikoproteine, ktora
jest wydzialana w duzych ilo$ciach z zainfekowanych komorek [6].

Rys.1. Wirus Ebola [7]
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2.1. Rys historyczny

Wirus Ebola zostat odkryty w 1976 roku na terenie Afryki Centralnej,
W Sudanie i Zairze, gdzie odnotowano pierwsze epidemie wywotane przez ten
patogen. Nazwa wirusa pochodzi od rzeki Ebola, przeptywajacej przez Zair,
w poblizu ktorej miata miejsce jedna z pierwszych epidemii [8].
Sekwencjonowanie genetyczne pozwolilo na wyrdznienie podtypow wirusa,
poczatkowo czterech, nazwanych w zalezno$ci od miejsca jego izolacji: Ebola
Zair, Ebola Sudan, Ebola Wybrzeze Kos$ci Sloniowej oraz Ebola Reston.
W odroéznieniu od pozostatych podtyp Reston, wyizolowany w Reston w stanie
Wirginia (USA), nie wywoltuje objawoéw chorobowych u ludzi. Przeciwciata
przeciwko temu podtypowi wirusa wykryto u ludzi w Stanach Zjednoczonych,
na Filipinach i we Wloszech. Pozostale podtypy, wystepujace gtéwnie na
kontynencie afrykanskim, charakteryzuja si¢ patogennoscia dla czlowieka
I wywotuja goraczke krwotoczng Ebola — grozna, $miertelng chorobe zakazna.
Najbardziej niebezpieczny jest podtyp Zair — cechuje go $miertelnos¢ siggajaca
nawet 80% zakazonych [9]. W 2007 roku odkryto nowy podtyp wirusa Ebola —
Bundibugyo, ktory wywotat epidemi¢ w dystrykcie Bundibugyo w zachodniej
Ugandzie [6].

Pomijajac pierwsze przypadki z 1976 roku najwicksze epidemie mialy
miejsce w 1995 roku oraz w latach 2000-2003. Pierwsza z nich wystapita
W poblizu miasta Kikwit w Zairze, natomiast druga obejmowata tereny Ugandy,
Gabonu oraz Kongo i wywotana byta zarowno przez podtyp Zair, jak i Sudan.
W obu przypadkach odnotowano okoto 250 zgonéw. Epidemie wirusa Ebola nie
naleza jednak do przesztosci. Obecnie ponownie istnieje problem z szybko
wzrastajacg liczbg zachorowan, tym razem jednak mamy do czynienia
znajwickszg jak dotad epidemia tego wirusa w historii. Zaczeta si¢ ona
w Gwinei, panstwie w Afryce Zachodniej, w lutym 2014 roku i stopniowo
rozprzestrzenita si¢ na kraje sgsiednie. Pod koniec czerwca w samej Gwinei
odnotowano 386 przypadkéw zachorowan, w tym 280 $miertelnych, natomiast
ogolna liczba zakazen wzrosta do prawie 600 (w tym okoto 350 zgonow) [10].
Epidemia nadal trwa, nie mozna wigc przewidzie¢ jaka bedzie ostateczna liczba
zachorowan.
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West Africa
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Ebola zaire Virus
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Rys. 2. Epidemie wirusa Ebola w Afryce [9]

2.2. Transmisja

Zagrozenie epidemii wynika glownie z tatwosci z jaka wirus Ebola si¢
rozprzestrzenia oraz jego wysokiej zakazno$ci. Sprawy nie ulatwia tez fakt,
ze nie znamy doktadnie rezerwuaru zwierzgcego wirusa, chociaz podejrzewa sie,
7ze moga nim by¢ owocozerne nietoperze, poniewaz sa one jedynym znanym
gatunkiem zwierzat, u ktérego wirus ten wystepuje, lecz nie powoduje
wystapienia zadnych klinicznych objawow [6]. Wirus Ebola powoduje duza
$miertelno$¢ nie tylko u ludzi, lecz takze u szympansow i goryli. Poza
kregowcami jego wystepowanie potwierdzono rowniez u niektorych gatunkow
roslin, stawonogoéw oraz ptakow. U ludzi gldéwnymi drogami zakazenia sa
kontakt bezposredni oraz zakazenia szpitalne. Wirus przenosi si¢ szczegdlnie
przez krew, nasienie oraz inne wydzieliny i tkanki chorego cztowieka czy
zwierzecia [11]. Duze zagrozenie stanowig popularne w niektorych rejonach
Afryki polowania na szympansy i goryle, gdyz wystgpowanie wirusa Ebola
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U tych zwierzat jest bardzo czeste. Znaczng rol¢ w rozprzestrzenianiu si¢ wirusa
odgrywaja réwniez ceremonie pogrzebowe, w ktérych zatobnicy maja
bezposredni kontakt z cialem zmarlego. Warto jednak doda¢, ze zakazno$c¢
wirusa pojawia si¢ dopiero po wystapieniu objawow chorobowych, nie
wystepuje natomiast we wczesnej fazie zakazenia.

2.3. Przebieg choroby

Choroba wywolywana przez wirus Ebola, nazwana gorgczkg krwotoczng
Ebola, powoduje szybka i bolesng $mier¢. Okres inkubacji wirusa wynosi okoto
4-10 dni (chociaz moze tez by¢ dtuzszy, nawet do 21 dni), po ktéorym pojawia
si¢ wysoka gorgczka (powyzej 38°C) oraz inne, niespecyficzne objawy, takie
jak: dreszcze, bole migéni, mdlosci, wymioty, bole brzucha i biegunka.
Dodatkowo moze wystapi¢ obrzek weztow chtonnych, nerek oraz mozgu,
atakze nekroza watroby, organow limfatycznych, nerek, jader i jajnikow.
Ponadto obserwuje si¢ zapalenie migsnia sercowego, trzustki oraz phuc.
U wszystkich pacjentow wystepuja tez w roznym stopniu zaburzenia koagulacji,
mogace objawia¢ si¢ m. in. przez krwotok spojowkowy, zmniejszong
krzepliwos$¢ krwi, siniaki czy obecno$¢ krwi w moczu i kale. Czgsto w czasie
przebiegu choroby pojawia si¢ tez charakterystyczna, plamkowo-grudkowa
wysypka. Kolejnymi, bardziej tragicznymi w skutkach objawami sa obfite
krwawienia z jam ciata, krwotoki wewnetrzne oraz niewydolnos¢
wielonarzagdowa. Jak dotad nie zostaly opracowane zadne skuteczne sposoby
leczenia, chorzy sa wiec poddawani jedynie leczeniu objawowemu. Smieré
nastepuje zwykle w przeciggu 6-16 dni od czasu wystgpienia pierwszych
objawow. Smiertelno$¢ waha sic w zakresie 50-90% i zalezy glownie od
podtypu wirusa ktérym zostal zakazony organizm. U ocalatych osob nastepuje
wydluzony okres rekonwalescencji [6, 11].

2.4. Zagrozenie bioterrorystyczne

Ze wzgledu na duze niebezpieczenstwo stwarzane przez wirus Ebola, zostat
on zaklasyfikowany do 4 poziomu bezpieczenstwa biologicznego [1]. Poziom
ten zarezerwowany jest dla patogendw stwarzajacych wysokie ryzyko zakazen
laboratoryjnych i wywotujacych u ludzi choroby o powaznych lub $miertelnych
skutkach.

Biorgc pod uwage jak wysoka $miertelnoscia charakteryzuja si¢ zakazenia
wirusem Ebola, nic dziwnego, ze istnieje obawa wykorzystania tego wirusa jako
broni biologicznej. Zostal on nawet zaklasyfikowany jako bron biologiczna
kategorii A, w ktorej znajduja si¢ patogenny o najwigkszym stopniu ryzyka.
Ponadto znane sa badania nad wykorzystaniem wirusa Ebola jako broni
biologicznej, ktore byly prowadzone przez Zwigzek Radziecki. Uzywajac jako
modelu doswiadczalnego malp badacze wykazali, Zze nawet wdychanie
powietrza z niewielkg ilo$cig zakaznych czastek wirusowych moze by¢
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skuteczng droga transmisji i prowadzi¢ do zakazenia. Wirus moze rowniez
rozprzestrzeniaé si¢ przez skazone nim powierzchnie, jedzenie oraz napoje [8].
Tym bardziej zwicksza to potrzebg stworzenia skutecznej ochrony przed tym
niebezpiecznym patogenem, czy to w postaci szczepionki, czy tez lekow
przeciwwirusowych.

Obecnie wcigz nie ma dostgpnej szczepionki przeciwko wirusowi Ebola,
cho¢ od dawna trwaja badania nad jej opracowaniem [1].

3. Wirus w$cieklizny

Do rodzaju Lysavirus nalezy 12 gatunkow wiruséw, w tym wirus
wécieklizny, zaliczajacy si¢ do rodziny Rabdoviridae [12]. Jego materiat
genetyczny stanowi podobnie jak u wirusa Ebola jednoniciowa,
niesegmentowana, ujemna ni¢ RNA. Czasteczka wirusa ma podhluzny,
walcowaty ksztalt, $rednicg okoto 75 nm, a $rednia dlugo$¢ wynosi okoto 180
nm. Wirus wécieklizny jest wirusem otoczkowym, a jego genom zbudowany jest
z pigciu biatek kodujacych: nukleoproteing, fosfoproteing, biatko macierzy,
glikoproteing i polimerazg zalezng od RNA [2,12].

4 /-', . 7

Rys. 3. Kom(';"ka zarazona w1em wémelizny [1"3]>
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3.1. Szczepionka przeciwko wirusowi wscieklizny

Wirus wscieklizny jest znany ludzko$ci juz od kilku tysiecy lat [2], lecz prace
nad opracowaniem i zastosowaniem skutecznej szczepionki rozpoczat dopiero
Ludwik Pasteur. Pierwszy raz skutecznie zastosowat jg w 1855 roku, ratujac zycie
dziewigcioletniego chlopca [14]. Szczepionke podaje si¢ w szesciu dawkach —
0, 3, 7, 14, 30 1 90 dni po ekspozycji, w migsien naramienny lub podskornie.
Pomimo tak dlugiego czasu od wynalezienia pierwszej szczepionki, choroba
pozostaje w dalszym ciagu jedng z najbardziej $miertelnych na $wiecie. Co roku
Umiera na nig ponad 50 000 ludzi na catym $wiecie [15], a jest to tylko
szacunkowa liczba, poniewaz wiele krajow nie prowadzi spisu osob ktore choruja
i umierajg z powodu tego wirusa [3]. Dodatkowo w krajach trzeciego $wiata
szczepionka jest podawana nieprawidtowo lub tez jest Zle przechowywana, co
znacznie wptywa na jej wartos¢ uzytkowa. Do tej pory wprowadzano wiele
programéw walki z tg choroba, lecz nigdy nie udato si¢ jej skutecznie eradykowac.
W walce z wirusem wscieklizny probowano zastosowa¢ m.in. pozajelitowe
szczepienia pséw, co zmniejszalo ryzyko zachorowan w regionie, jednak nie
przyniosto tak dobrych efektow jak si¢ spodziewano. Probowano takze masowo
usmierca¢ stada pséw lecz réwniez to rozwigzanie nie przyniosto wymiernych
efektow [15].

3.2. Transmisja wirusa

U ludzi zakazenie wirusem wscieklizny jest $miertelne w skutkach, powodujac
zapalenie mézgu oraz rdzenia kregowego. Drogami rozprzestrzeniania si¢ wirusa
sa: kontakt ze $lina zarazonego zwierzgcia oraz przez blony §luzowe lub otwarte
rany. Istnieje roéwniez mozliwo$¢ przeniesienia wirusa bezposrednio z cztowieka
na czlowieka, lecz do tej pory jedynym takim znanym przypadkiem bylo
przeszczepienie wirusa wraz z narzadem podczas transplantacji. Posrednia droga
zakazenia moze by¢ tez inhalacja w jaskiniach aerozolem 2z odchodow
nietoperzy [4]. Wirus zwickszyt szybko$¢ swojego rozprzestrzeniania si¢ miedzy
kontynentami poprzez transport przypadkowych dzikich zwierzat zarazonych ta
choroba. Przyktadem jest nietoperz ztapany w luku transportowym statku
w Honolulu w 1991 roku. Po jego zbadaniu okazalo sig, Ze jest on nosicielem tej
groznej choroby [4]. Dodatkowo wirus rozprzestrzenia si¢ poprzez handel
egzotycznymi zwierzetami oraz hodowle rzadkich ras pséw w obszarach
niekontrolowanych pod katem tego wirusa, z ktdrych nastepnie zwierzgta te sa
eksportowane na inne kontynenty. Wirus wscieklizny wystepuje powszechnie
w obu Amerykach, srodkowo-wschodniej Europie, Afryce oraz Azji [2].

Wirus wscieklizny posiada duzy rezerwuar zwierzgcy. Podatne na niego sa
wlasciwie wszystkie ssaki, przy czym najliczniejsze grupy stanowig zarowno
zwierzeta domowe, takie jak psy czy koty, jak i zwierzeta dzikie, takie jak
skunksy, lisy, kojoty i nietoperze. Najwigkszym rezerwuarem wirusa wscieklizny
jest rodzina zajeczakow [4].
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3.3. Diagnostyka i przebieg choroby

Wykrywanie wirusa wécieklizny nie jest tatwe. Do tego celu stuzag RT-PCR,
testy proteomiczne oraz technologia rekombinowanego DNA [12]. Dodatkowo
przyzyciowo mozna bada¢ preparaty odciskowe, przeciwciala sprz¢zone
z fluoresceing, a pos$miertnie wykrywanie ciatek wtretowych Negriego
W komdrkach nerwowych hipokampu.

Wirus wscieklizny zaliczany jest do wirusow neurotropowych, poniewaz po
wniknigciu do organizmu i krotkim okresie namnozenia w tkance mig§niowej
miesni oddechowych wedruje do centralnego ukladu nerwowego, wzdhuz
nerwow obwodowego uktadu nerwowego. Szybkos$¢ migracji okresla si¢ na
okoto 3 mm na dobg. Z tego powodu, szybko$¢ wystapienia objawow, jak
i mozliwos¢ skutecznego leczenia jest skorelowana z odlegloscia ugryzienia od
centralnego uktadu nerwowego [16].

Kazdy nie leczony przypadek wirusa wscieklizny prowadzi do zgonu [3].
Wystepuja dwie rézne postaci tej choroby: porazenna i pobudzeniowa (zwana
klasyczng). Wigkszos¢ przypadkow zachorowania na wscieklizng konczy sie
postacig pobudzeniowa, a tylko niewielka cze$¢ oséb, ktére zachoruja ma
objawy wscieklizny porazennej. Poparciem tego sa badania, ktore zostaty
przeprowadzone w latach 198-2004 na Tajlandii. W tym okresie zachorowato
115 ludzi, z czego u 80 wystapita posta¢ klasyczna, a u 35 porazenna [16].
W obu przypadkach wscieklizny wystepuja charakterystyczne fazy: inkubacja,
okres prodromalny, okres objawoéw wlasciwych, §piaczka i $§mier¢. Pomimo tego
wystepuja liczne roznice w objawach klinicznych tych dwoch postaci
wscieklizny, pozwalajace je odroézni¢. W postaci porazennej wystepuje apatia
i zobojetnienie na bodZce zewng¢trzne, a w postaci pobudzeniowej silny $wiatto-
wstret, wodowstret oraz ogdlne pobudzenie [16]. Dodatkowym problemem
okazuje si¢ dlugi czas inkubacji, oraz niespecyficzne objawy w okresie
prodromalnym. Do tej pory chorobe te¢ przezyto tylko kilkanascioro pacjentow,
ale prawie wszyscy borykajg si¢ teraz z problemami zdrowotnymi: zapaleniem
modzgu, zaburzeniami mowy oraz chodu [3].

Istnieje takze mozliwo$¢ leczenia ludzi, u ktoérych wystapity juz pierwsze
objawy choroby. Zastosowane w tym przypadku leczenie nazwano ,,protokotem
z Milwakue”. Polega ono na wprowadzenieu pacjenta w stan S$pigczki
fizjologicznej, podawanie immunoglobulin, ketaminy oraz przeciwciat
przeciwko wirusowi wscieklizny. Skuteczno$¢ takiej terapii jest znikoma, lecz
daje niewielkie szanse przezycia pacjentom w pdzniejszych fazach choroby [5].
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4. Biwalentna szczepionka przeciwko wirusowi wscieklizny oraz
wirusowi Ebola

Zaréwno wirus wScielkizny, jak 1 wirus Ebola sa $miertelnymi patogenami,
stwarzajacymi duze zagrozenie na calym Swiecie. Jednak najwicksze problemy
wywotuja przede wszystkim w krajach afrykanskich i azjatyckich, gdzie dostep
do odpowiedniej opieki medycznej jest dla wielu ludzi ograniczony. Ze wzgledu
na rownolegle wystepowanie obu wirusOw na tych obszarach najbardziej
korzystnym rozwigzaniem bytoby opracowanie metody radzacej sobie z dwoma
problemami jednocze$nie. Rozwigzaniem takim moze by¢é podwdjna
szczepionka, skierowana zarowno przeciw wirusowi Ebola jak i wscieklizny.
Podobne rozwigzania sprawdzity si¢ juz w przeszto$ci w odniesieniu do innych
wiruséw, czego przyktadem moze by¢ triwalentna szczepionka przeciwko
$wince, ospie i rozyczce [17].

Taki wtasnie sposOb opracowali naukowcy z Uniwersytetu Thomasa
Jeffersona w Filadelfii we wspotpracy z badaczami z amerykanskiego Instytutu
Alergii i Chordb Zakaznych [18,19]. Stworzyli oni kilka wariantow biwalentnej
szczepionki, wywotujacej odporno$¢ zarowno przeciwko wirusowi wscieklizny,
jak 1 wirusowi Ebola. Badaniom poddane zostaly szczepionki: z wirusem
wscieklizny replikujacym sie, pozbawione mozliwosci replikacji oraz
chemicznie inaktywowane [18]. Skonstruowana przez badaczy szczepionka nie
jest pierwszg probg znalezienia sposobu walki z wirusem Ebola [20].
Od dluzszego czasu naukowcy probuja stworzy¢ skuteczng szczepionke
przeciwko temu wirusowi. Dowiedziono, ze immunizacja glikoproteing wirusa
Ebola, ktora odpowiada za przylaczenie i wnikniecie wirusa do komorki
gospodarza, wywoluje odpornos¢ na wirusy homologiczne do wirusa Ebola
uinnych naczelnych, u ktorych przebieg zakazenia przypomina ten
obserwowany u ludzi. Z tego wzgledu uwaza sig, ze sa one dobrym modelem
badawczym, a testowane na nich szczepionki powinny odznaczaé si¢ dobra
efektywnos$cia takze u ludzi. Mimo pozytywnych wynikow badan przedeli-
nicznych tych szczepionek wcigz pozostaja co do nich pewne obawy, dotyczace
m.in. bezpieczenstwa stosowania, wytwarzania czy tez odpowiedniej dawki.
Z tego powodu, wciaz bardzo istotne sa nowe badania w kierunku opracowania
jak najbardziej skutecznej i bezpiecznej szczepionki przeciwko wirusowi
Ebola [18].

Opracowana przez badaczy z Filadelfii nowa, biwalentna szczepionka oparta
jest na rekombinacji standardowej szczepionki przeciwko wsciekliznie.
Szczepionka na wécieklizng z wirusem inaktywowanym za pomoca beta-
propionolaktonu jest stosowana na ludziach od 1978 roku i odznacza si¢ bardzo
wysokim bezpieczenstwem stosowania [21]. Ponadto znana jest z wydajnej
replikacji, wywotywania odpowiedzi komorkowej i humoralnej oraz stabilnosci
genetycznej wstawianych genow [22]. Nowa, biwalentna szczepionka inaktywo-
wana jest ta sama metoda. Dodatkowo, pomimo tego, ze wirus wscieklizny
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w formie dzikiej wywotuje bardzo powazne objawy, w formie atenuowanej
okazatl si¢ by¢ dobrym i popularnym wektorem do tworzenia szczepionek
rekombinowanych. Przykladem tego moze by¢ rekombinowana szczepionka
Z atenuowanym wirusem wscieklizny oraz antygenami HIV-1, ktéra wywotuje
odpowiedz humoralng i komorkowa w modelach zwierzgcych i nie jest zjadliwa
po podaniu obwodowym [23].

Szczepionke oparto na szczepionce przeciwko wsciekliznie rowniez dlatego,
ze pozwala ona na szybkie i proste stworzenie zard6wno szczepionek z wirusem
replikujagcym sie, wirusem pozbawionym mozliwosci replikacji oraz wirusem
chemicznie inaktywowanym. Zastosowanie w badaniach tych trzech wariantow
zwigksza prawdopodobienstwo znalezienia odpowiedniej rownowagi pomiedzy
immunogennoscia szczepionki a jej zdolno$cia do wywotywania objawéw
chorobowych [19].

Do opracowania szczepionki wykorzystano szczep SAD B19 wirusa
wscieklizny, ktory jest powszechnie stosowany w Europie do produkcji zywe;,
doustnej szczepionki dla dzikich zwierzat. Z tego wzgledu szczepionki z zywym,
atenuowanym wirusem byly badane pod katem zastosowania do szczepienia
dzikich zwierzat w Afryce, zarowno zeby ochronic¢ je przed wirusem wscieklizny,
jak i wirusem Ebola. Oba wirusy z latwos$cia przenosza si¢ ze zwierzat na ludzi,
dlatego tez zmniejszenie liczby chorych zwierzat ulatwitoby zapobieganie
wybuchom epidemii i zmniejszyto liczbe zakazen odzwierzgcych [19].

Chociaz wspomniana zywa szczepionka zawiera pewien potencjat
wykorzystania u ludzi to jednak gléwne zainteresowanie i dalsze badania beda
raczej skupialy si¢ na szczepionkach inaktywowanych, ze wzgledu na
potencjalnie najwicksze bezpieczenstwo ich stosowania. Poczatkowo, w hodowli
in vitro, zbadano efekt jaki wywotuje ekspresja glikoproteiny wirusa Ebola typu
Zair na replikacje wirusa wscieklizny zawartego w szczepionce. Szybka
replikacja w odpowiednio dobranej hodowli komoérkowej jest jednym z Klu-
czowych czynnikow decydujacych o oplacalnosci produkowanej szczepionki.
Replikacja wirusa zostata zbadana w hodowli komoérek Vero — linii komorkowej
pochodzacej z tkanki nabtonkowej, stosowanej do produkcji szczepionek
wirusowych. W wyniku badania dowiedziono, ze ekspresja glikoproteiny wirusa
Ebola nie wptywa na zmniejszenie stopnia replikacji wirusa w$cieklizny [19].

Skutecznos¢ wszystkich trzech wariantow szczepionek badana byla na
modelach mysich. Poréwnano ekspresje glikoproteiny wirusa Ebola Zair,
bezpieczenstwo stosowania, immunogennos¢ oraz efektywnos$¢ wywolywania
odpornos$ci. Zaréwno szczepionka z wirusem replikujacym sig, jak i z wirusem
niereplikujgcym (ktora pozbawiona byta genu kodujacego glikoproteing wirusa
wscieklizny) okazaly sie pozbawione zjadliwosci. Natomiast kazdy z wariantow
biwalentnej szczepionki indukowal silng odpowiedz humoralng oraz ochrone
zarébwno przed wirusem Ebola, jak i wirusem wécieklizny. Ponadto szczepionki
wykazujg si¢ wysokg immunogennoscig juz po podaniu jednej dawki, co jest
duzg zaleta w poréwnaniu do obecnie stosowanych szczepionek, ktoére podawac
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trzeba w kilku dawkach. Zaskakujagcym odkryciem bylo zaobserwowanie, ze
szczepionka inaktywowana indukowata produkcje wigkszej ilosci specyficznych
przeciwcial, niz szczepionka zawierajagca zywy wirus. Nie wiadomo doktadnie
dlaczego tak si¢ dzieje, jest to jednak duza zaleta tej szczepionki, ze wzgledu na
wigksze szanse dopuszczenia do uzytku szczepionek inaktywowanych,
charakteryzujacych si¢ wiekszym bezpieczenstwem stosowania [18].

W zwigzku z tym, ze szczepionka chroni przed dwoma $miertelnymi
chorobami jednocze$nie istnieje ogromny potencjal jej zastosowania. Moglaby
znacznie zmniejszy¢ koszty szczepien ludzi na terenach zagrozonych, przez co
stataby si¢ tatwiej dostepna dla wigkszej liczby o0sob. Ograniczytoby to
Z pewnoscig rozprzestrzenianie si¢ epidemii. Dodatkowo szczepionka mogtaby
znalez¢ zastosowanie w szczepieniu zwierzat na terenach endemicznych,
np. niektorych zagrozonych wyginigciem gatunkow goryli, co na pewno
spotkatoby si¢ z aprobata aktywistow dziatajacych na rzecz ochrony $rodowiska.
Ponadto mniejsza liczba chorych zwierzat ograniczytaby réwniez liczbe
przypadkow przeniesienia choroby ze zwierzat na czlowieka.

Wciaz potrzebne sa dalsze badania nad przedstawionymi wariantami
szczepionek, jednak jak na razie wykazuja one duzy potencjal praktycznego
zastosowania. Ponadto, jezeli szczepionki te okaza si¢ skuteczne w szczepieniu
ludzi, istnieje mozliwo$¢ wzbogacenia ich w przysztosci w glikoproteiny innych
typow wirusa Ebola, czy tez innych wiruséw gorgczek krwotocznych
i stworzenie szczepionek multiwalentnych, chronigcych przed wigksza liczba
wirus6w jednoczes$nie.

5. Podsumowanie

Na $wiecie istniejg tysiagce rodzajow wiruséw. Dla wielu z nich
gospodarzami sg rosliny lub zwierzeta, lecz istnieje takze duza grupa majaca
negatywny wplyw na zycie i zdrowie cztowieka. Jednymi z najbardziej
niebezpiecznych i1 $mierciono$nych wirusow zagrazajacych cztowiekowi sa
wirus Ebola oraz wirus wscieklizny. Wysoka $miertelno$¢ tych wiruséw jest
spowodowana przez rézne czynniki. Dla wirusa Ebola jest to brak mozliwosci
leczenia, a dla wirusa wscieklizny powszechno$¢ wystepowania, czgsto
nieprawidtowe podawanie szczepionki, badz jej niedostepnos¢ [2].

Oba wirusy stwarzaja najwiekszy problem przede wszystkim w krajach
afrykanskich, a wigc w miejscach gdzie dostep do odpowiednich srodkéw opieki
medycznej jest bardzo czesto ograniczony lub tez brakuje go zupehie. Z tego
powodu wazne jest, aby koszt potencjalnego leczenia lub sposobu zapobiegania
zakazeniom byl jak najnizszy. Zapewni¢ to moze biwalentna szczepionka
opracowana przez naukowcow z Uniwersytetu Thomasa Jeffersona w Filadelfii
[18,19]. Uzywajac jako bazy wyjsciowej powszechnie stosowanej szczepionki
przeciwko wsciekliznie stworzyli szczepionke chronigcg takze przed wirusem
Ebola. Dokonali tego poprzez wbudowanie do genomu wirusa wscieklizny genu
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kodujacego glikoproteing wirusa Ebola. Otrzymana szczepionka indukuje
skuteczng odporno$¢ przeciwko obu wirusom, dzigki czemu posiada ogromny
potencjat do wykorzystania jej w przyszto$ci w szczepieniach ludzi zagrozonych
zakazeniem tymi S$miertelnymi wirusami, przede wszystkim mieszkancow
terenow endemicznych oraz pracownikow stuzby zdrowia. W $wietle wciaz
powracajacych epidemii wirusa Ebola niezmiernie wazne jest opracowanie
skutecznej ochrony oraz metody walki z tym groznym patogenem.
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Nowa metoda walki z wirusem Ebola i wirusem wscieklizny

Streszczenie

Wirus wscieklizny jest neurotropowym wirusem z rodziny Rhabdoviridae, wywotujacym grozna
chorobe zakazna, powodujacym szczegdlne zagrozenie w rejonach krajow rozwiajacych sie.
Szacuje sig, ze liczba zgonéw wywotanych zakazeniem wirusem wscieklizny wynosi okoto 55.000
rocznie. Skuteczng ochrong przed rozwinigciem si¢ choroby zapewnia szczepionka podana
profilaktycznie lub przed wystgpieniem objawow choroby. Badacze z Uniwersytetu Thomasa
Jeffersona opracowali szczepionkeg, ktora chroni nie tylko przed wirusem wscieklizny, ale ponadto
jest takze skuteczna w przypadku wirusa Ebola, dla ktorego jak dotad nie jest dostgpna zadna
szczepionka. Wirus Ebola uwzany jest za jeden z najgrozniejszych wirusowych patogenow
czlowieka, z powodu fatwej transmisji oraz bardzo wysokiej $miertelnosci, siggajacej 70-90%.
Wirus ten jest odpowiedzialny za wystgpowanie na terenie Afryki licznych epidemii gorgczki
krwotocznej Ebola — choroby wywolujacej szybka i bolesng $mieré. Zastosowanie efektywnie
dziatajacej szczepionki przeciwko dwom wirusom jednoczesnie zapewniloby wigkszy dostep do
skutecznej ochrony na terenach najbardziej narazonych na ich wystepowanie. Ponadto szczepionka
mogtlaby tez znalez¢ zastosowanie do szczepienia dzikich zwierzat na terenach endemicznych.
Opracowana biwalentna szczepionka indukuje skuteczng odpowiedz immunologiczng przeciwko
obu wirusom, a takze charakteryzuje si¢ wysoka immunogennoscia juz po podaniu jednej dawki.

Stowa kluczowe: Ebola, wscieklizna, szczepionka, epidemia

New prevention method for Ebola virus and rabies virus

Abstract

Rabies virus is a neurotropic virus classified in Rhabdoviridae family, causing a dangerous
infectious disease, especially threatening in developing areas. It is estimated that the death rate
related to rabies virus infection amounts to approximately 55.000 annually. Effective protection
against the disease might be caused by vaccination, either preventive or injected before
the symptoms appearance. Researchers from Thomas Jefferson University developed a vaccine
protecting not only against the rabies virus, but effective against Ebola virus as well. Ebola virus is
regarded to be one of the most dangerous viral human pathogens, due to its easy transmission and
very high lethality, which amounts to 70-90%. The virus is responsible for numerous cases of
Ebola hemorrhagic fever epidemics in Africa. A single effective vaccine against both viruses
might enable better access to disease protection for many people in endemic areas. Moreover,
the vaccine would find an application also in wild animals’ vaccination on endemic areas.
Developed bivalent vaccine induces efficient immunological response against both viruses and is
characterized by high immunogenicity after only one dosage.

Keywords Ebola, rabies, vaccine, epidemic
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SORTER MOFLO JAKO NOWOCZESNE NARZEDZIE
SELEKCJI KOMOREK I CHROMOSOMOW

1. Chromosomy, komérki macierzyste oraz komorki krwi

1.1. Chromosomy

W trakcie podzialu mitotycznego oraz mejotycznego W wyniku kondensacji
chromatyny jadrowej dochodzi do uwidocznienia si¢ struktur zwanych
chromosomami. Zbudowane sa z linowej czasteczki DNA oraz bialek
histonowych. Chromosomy poszczegdlnych gatunkdéw roéznig sie miedzy sobg
wielko$cia i budowa. Charakterystycznym dla kazdego z gatunkow jest ich ilos¢.
Wszystkie chromosomy danego gatunku tworza genom, a genomowe DNA
zawiera zarowno sekwencje kodujace jak i niekodujace. Regiony chromosoméw
odpowiadajace heterochromatynie zawieraja duzo par AT oraz sekwencje
powtarzalne, natomiast odpowiadajace euchromatynie — duzo par CG
oraz sekwencje unikatowe [1, 2].

1.2. Komorki macierzyste

Komorki macierzyste s3 niewyspecjalizowanymi komoérkami multipoten-
cjlanymi, ktére — w zaleznosci od sygnatéw przekazywanych z mikrosrodowiska
tzw. niszy — moga roznicowac si¢ w poszczegélne komorki tworzace tkanki. Maja
zdolnos¢ samoodnawiania oraz proliferacji. Komodrki macierzyste pozyskiwane sa
glownie ze: szpiku, pepowiny, naskorka, miazgi zebowej, tkanki tluszczowe;.
Charakterystyczny jest dla nich antygen CD 34+ [3, 4, 5].

1.3. Komorki krwi

Krwiotworcze komorki macierzyste (KKM) wygladem przypominaja
limfocyt, wystepuja nielicznie we krwi obwodowej (mniej niz 1%
mononuklear6w) i szpiku (do 5% mononuklearéw), ich nisz¢ stanowi zrab
szpiku, ktorego komorki eksponuja na swojej powierzchni czynniki wzrostowe
i proliferacyjne. W wyniku procesu zwanego hematopoeza z krwiotworczych
komoérek macierzystych dochodzi do powstania wszystkich linii rozwojowych
komorek krwi, ktore sa ukierunkowane na rozwdj erytrocytow, leukocytow
(granulocytow, limfocytow, monocytow) oraz trombocytow. Komorki te —
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z wyjatkiem erytrocytow s3 jadrzaste, roznig si¢ migdzy soba zaréwno pod
wzgledem morfologicznym — wielkoscig i ztozonoscia jak i tez czynno$ciowym.
Jako formy dojrzale wykazujg ekspresje nastepujacych antygenow: erytrocyty:
CD35+, CD44+ oraz glikoforyna A, leukocyty CD45+; limfocyty T CD3+
oraz CD4+ lub CD8+; limfocyty B: CD19+, CD20+; monocyty: CD14+;
granulocyty: CD13+, CD15+; ptytki krwi: CD41+, CD42+. Poznano wiele
metod izolacji danych czasteczek — najczesciej stosowane jest wirowanie
roznicowe w gradiencie gestosci [6, 7].

2. Przeciwciala i barwniki fluorescencyjne

Antygenowo$¢ danego bialka determinowana jest przez miejsce zwane
epitopem — determinantag. Wykazuje ono wysokie powinowactwo wobec
swoistego przeciwciata, a w zasadzie konkretnej jego czesci - paratopu, dzieki
czemu mozliwe jest powstanie kompleksu antygen- przeciwciato.
Przeciwcialami sg najczgéciej immunoglobuliny klasy G, zbudowane z dwoch
takich samych fancuchow cigzkich oraz dwdch identycznych tancuchow lekkich.
Charakteryzuja si¢ okre§long swoisto$cia. Sg syntetyzowane przez uktad
immunologiczny jako odpowiedz na dzialanie bodzca jakim jest antygen.
Przeciwciala dzielimy na: poliklonalne — ktore stanowi mieszanina przeciwciat
0 réznym powinowactwie oraz swoistosci i monoklonalne, ktore sa wytwarzane
przez pojedyncze klony komorek- wykazujg lepsza czuto$§¢ i swoistosc.
Przeciwciala w celu ich identyfikacji znakowane sa réznymi substancjami,
takimi jak radioizotopy, biotyna, enzymy czy fluorochromy. Fluorochromy
po wzbudzeniu $wiattem o konkretnej dlugosci fali emitujg $wiatlo o innej
dtugosci fali — ten proces jest to zjawisko fluorescencji [8,9]. Dzieki réznicom
w widmie absorpcyjnym i emisyjnym niektére z nich moga by¢ stosowane
w kombinacjach [9]. Najczgséciej koniugowanymi z przeciwcialem sg: FITC
(izotiocyjanian fikoerytryny), PE (fikoerytryna), Pl (jodek propidyny), APC
(allofikocyjanina), Texas Red, Alexa Fluor, a takze Chromomycyna A i Hoechst
oraz wiele innych. [9,10].W zalezno$ci od lokalizacji antygenu stosuje si¢ dwie
rézne techniki barwienia. Barwienie powierzchniowych antygenéw polega
na inkubacji zawiesiny komoérek ze swoistym, wyznakowanym przeciwcialem
(w ciemnosci), natomiast w trakcie barwienia antygenéw cytoplazmatycznych
wazne jest uprzednie utrwalenie komorki, np. formaldehydem, prostaglandyna
E1 lub obnizeniem pH do 6.5 i permabilizacja btony [9].

3. Cytometria przeplywowa

Cytometria przeptywowa jest technikg umozliwiajagcg ocene ilosciowa,
jakosciowa oraz czynnosciowa dzigki identyfikacji antygenoéw cytoplazma-
tycznych oraz powierzchniowych badanych populacji  komoérkowych.
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Identyfikacja ta jest mozliwa poprzez skoniugowanie swoistych przeciwciat
monoklonalnych z odpowiednimi fluorochromami. Kazdy cytometr przepty-
wowy zbudowany jest z trzech wspolpracujacych uktadéw: hydrodynamicznego,
optycznego oraz elektronicznego. Zawiesina pojedynczych, wyznakowanych
przeciwciatami koniugowanymi z fluoro-chromem komoérek jest wprowadzana
do komory przeptywu przez uktad hydrodynamiczny [7, 11, 12, 13]. Na skutek
ogniskowania hydrodynamicznego probka, a w zasadzie pojedyncze komorki
0 wielkosci rzedu 0,2-150 mikronéw, ptyng ze stala szybkoscig (10° komérek
/sekunde) [12]. Komorki przeptywaja pod katem prostym w stosunku do
zogniskowanej, padajacej na nie wiazki $wiatta lasera. Swiatlo ulega ugieciu
I rozproszeniu w roznych kierunkach — zgodnie z kierunkiem padania pod katem
nie wigkszym niz 10 stopni, ktore jest wylapywane przez detektor FSC
(Foreward Angle light Scatter) oraz pod katem prostym w stosunku do kierunku
padania, ktére jest wytapywane przez detektor SSC (Side Scatter).

Oprocz informacji na temat wielkosci (FSC) i ztozonosci komodrek (SSC)
dzieki zastosowaniu fluorochromow uzyskiwane sa dane natemat antygendéw
powierzchniowych i cytoplazmatycznych przeptywajacych komorek. Sygnat
fluorescencji proporcjonalny jest do iloSci barwinka, awigc do ilo$ci komorek
[7,9,11,12,13]. Kazdy z fluorochroméw posiada inne widma emisji i absorbcji
Co z jednej strony umozliwia analize z zastosowaniem kilku fluorochromoow na
raz, a z drugiej niesie pewne ograniczenia — nie wszystkie z nich wzbudzane sg
przez kazdy laser [9]. Obecnie w cytometrach przeptywowych stosowane sg
lasery gazowe: argonowy, argonowo-kryptonowy, kryptonowy oraz helowo-
neonowy [12, 13, 14]. Emitowane przez fluorochromy $wiatto przechodzi przez
system filtrow, soczewek oraz luster dichromicznych i trafia do detektorow.
Detektory zmieniajg impulsy $wietlne na elektryczne oraz wzmacniajg sygnat.
Przy wzmocnieniu sygnatéw dochodzi do pojawienia si¢ niespecyficznych
sygnalow tta — ich korekcji mozna dokona¢ poprzez ustawienie dyskryminatora
czyli minimalnej wielko$ci impulsu dla jednego z sygnatow (zaréwno dla FSC
jak i fluorescencji). Impulsy powyzej wartosci progowej dyskryminatora kon-
wertowane s3 w kanaty — zakresy dlugosci fal w ktérych spodziewamy sie
sygnatu barwnika. Liczba kanalow mowi o rozdzielczosci danego cytometru.
Wyniki przedstawiane sag w postaci cytogramoéw, histograméw oraz danych
liczbowych. W sytuacji gdy dochodzi do naktadania si¢ widm emisji dwoch
barwnikdéw fluorescencyjnych konieczne jest zastosowanie kompensacji.
Wykonuje si¢ ja na cytogramie, gdzie na jednej osi jest fluorescencja 1 barwnika
a na drugiej — drugiego. Niekorzystna jest zarowno zbyt niska jak i zbyt wysoka
kompensacja [12, 13, 14]. Na cytogramie mozliwe jest tez bramkowanie
konkretnych populacji komoérkowych w celu ichilosciowej oceny oraz
wyliczenia wielko$ci statystycznych. Ogromng zaleta cytometrii przeplywowej
jest niewielka ilo$¢ materiatu potrzeba do analizy oraz szybki, precyzyjny
i powtarzalny pomiar badanych parametréw [14].
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4. Sortery kroplowe — Sorter MoFlo

Podstawg dziatania sorterow kroplowych sg drgania krysztatlu piezo elekt-
rycznego, ktorych czestotliwo$¢ moze dochodzi¢ do 200 kHz. Powoduje to
podzielenie strumienia komoérek wyplywajacego z komory przeptywu na krople.
Sortery kroplowe dzielimy na typu low speed sorters — o niskiej szybkosci
sortowania (do 10-15 tys. kom./s) oraz high speed sorters — o wysokiej szybkosci
sortowania (powyzej 20.000 komorek/s), ktorej osiagnigcie jest mozliwe dzigki
wysokiemu ci$nieniu ptynu okrywowego — do 100 psi (funtow na cal kwadra-
towy). Tak wysokie ci$nienie moze okaza¢ si¢ szkodliwe dla komorek [15, 16].

Sorter MoFlo (Modular Flow Cytometr) zaliczany jest do grupy sorterow
kroplowych typu high speed dziatajacych na zasadzie cytometru przeptywowego
z dodatkowa funkcja selekcji interesujacych nas populacji  komoérkowych
oraz innych czastek biologicznych. Jest otwartym, maksymalnie tréjlaserowym
systemem. Zastosowanie panelu przeciwcial monoklonalnych wyznakowanych
odpowiednimi fluorochromami umozliwia zbieranie i analiz¢ danych dotyczacych
przeptywajacych czasteczek. Akwizycja i analiza danych odbywa si¢ w programie
Summit, pracujgcym w Srodowisku Windows NT. Kompensacji fluorescencji
mozna dokona¢ w czasie akwizycji jak i przy obrobce danych. Dzieki drganiom
krysztatu piezoelektrycznego o czestotliwosci rzedu 15-200 kHz strumien cieczy
wyptywajacy z komory przeplywu ulega podzieleniu na pojedyncze krople
zawierajace czasteczki, ktdre nastgpnie s sortowane (zszybkosciag dochodzaca
nawet do 70 000 komorek /s) - odchylane w polu elektromagnetycznym zgodnie
Zrbznica ich potencjatu elektrycznego. System Inteli Sort kontroluje przebieg
procesu sortowania oraz dostosowuje drop delay do optymalnej wartosci.
Poczatkowo sorter MoFlo byl przeznaczony do sortowania chromosomow. Obecnie
czasteczkami, ktore rowniez mogg by¢ sortowane s3: m.in. komorki macierzyste,
komorki nowotworowe czy erytrocyty ptodu [15].

5. Przygotowanie probek do sortera

5.1. Przygotowanie chromosomow

Analiza 1 selekcja chromosoméw metafazowych komoérek ulegajacych
podziatowi mitotycznemu jest mozliwa dzigki technice zwanej sortowaniem.
Komorki stanowigce przedmiot badania hodowane sa w S$cisle okreslonych
warunkach w specjalnych mediach hodowlanych. W celu zakonczenia hodowli
dodawany jest kolcemid. Istnieja rdézne metody uwalania metafazowe
chromosoméw do buforu stabilizujacego. Uwolnione chromosomy wybarwia si¢
przy uzyciu dwoch barwnikow: Hoechst 33258 (barwnik wykazujacy
specyficzne powinowactwo do fragmentow DNA bogatych w potaczenia zasad
AT ) oraz Chromomycyny A3 (majacego swoiste powinowactwo do bogatych
W potaczenia zasad GC fragmentéw DNA) [10, 17, 18].
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5.2. Przygotowanie komérek

Analizie 1 selekcji za pomoca sortowania moga by¢ poddane komorki
pochodzace zaréwno z plyndéw ustrojowych ( krew, szpik, ptyn moézgowo-
rdzeniowy) jak i z tkanek litych. W celu przygotowania z tkanki litej zawiesiny
komorkowej niezbedna jest jej homogenizacja oraz filtracja. Krew i szpik w celu
zachowania zywotno$ci komoérek wymagaja pobrania na antykoagulant (EDTA,
cytrynian sodowy, sole heparyny) [9,14,19]. Tak pobrana probka powinna zosta¢
niezwlocznie poddana analizie. Maksymalny czas przechowywania wynosi 4 h
w4 stopniach C. Szczegélny przypadek stanowia zawiesiny uprzednio
utrwalone- mozna je przechowywac¢ do tygodnia czasu. Dalsze przygotowanie
polega na inkubacji S$ci§le okreslonej objgtosci probki ze swoistym
przeciwciatem skoniugowanym z fluorochromem. Inkubacja powinna zachodzi¢
bez dostepu S$wiatta w temperaturze pokojowej, wg zalecen producenta
przeciwcial.  Niekiedy koniecznym jest po inkubacji  odptukanie
nie przytaczonego przeciwciata oraz liza erytrocytow- najczesciej poprzez
zastosowanie NH4Cl. Czas inkubacji wpltywa na zywotnos¢ komorek, reakcje
antygen- przeciwciato oraz intensywnos¢ fluorescencji [9, 14].

6. Analiza i selekcja populacji komérkowych na sorterze MoFlo

W celu dokonania analizy i selekcji konkretnych populacji komorkowych
konieczne jest ustawienie wiasciwych protokotdow. Po umieszczeniu probki
W autosamplerze aparatu oraz wlaczeniu akwizycji otrzymujemy kompletne
cytogramy oraz histogramy. Cytogramy dostarczaja informacji o ilosci komorek,
a po zabrakowaniu konkretnych populacji komoérkowych o odsetku tych
populacji oraz ich statystyce (Rys.1, Rys.2). Dzigki zastosowaniu jodku
propidyny mozliwe jest rowniez oznaczanie zywotno$ci poszczegolnych typow
komorek, oraz otrzymanie informacji o stosunku komorek zywych do martwych.
Histogramy natomiast przedstawiajg fluorescencj¢ emitowang przez dany
fluorochrom w wyniku wzbudzenia go §wiatlem lasera (Rys.3.) [9, 12, 14, 16].
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Rys. 1. Przyktadowy cytogram przedstawiajacy populacje CD 45+ oraz kulki Steam
Count Fluorospheres [opracowanie wlasne]
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Rys. 2. Populacja CD 34+ - komorki macierzyste polaczone z przeciwciatem
wyznakowanym fikoerytryna [opracowanie wlasne]
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Rys. 3. Histogram przedstawiajacy fluorescencj¢ pochodzaca od fikoerytryny
potaczonej z komorkami CD34+ [opracowanie wlasne]

W celu wysortowania konkretnej populacji komoérkowej wazne jest
odpowiednie ustawienie strumienia: jego odchylenia, wiaczenie drgan krysztatu
piezoelektrycznego i elektrod, a takze podjecie ,,decyzji o sortowaniu” czyli
zabrakowanie — wybranie konkretnej populacji komorkowej, a takze przypisanie
jej konkretnego numeru strumienia po odchyleniu od strumienia ,,gtéwnego”
w polu elektrycznym wytwarzanym przez elektrody (Rys.4.).

Rys. 4. Panel dotykowy sortera MoFlo — przygotowanie strumienia komérek do
sortowania [opracowanie wlasne]
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W czasie sortowania na ekranie dotykowym sortera wyswietlajg si¢
informacje o szybkosci i wydajnosci sortowania, ktéra moze sigga¢ nawet do
99% dzigki wysokiej czestotliwosci generowania kropli ( Rys.5.) [15].
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Rys. 5. Informacje na temat sortowania wyswietlajace si¢ na panelu dotykowym
sortera [opracowanie wlasne]

7. Podsumowanie

Selekcja komorek przy uzyciu Sortera MoFlo skutkuje wysoka wydajnoscia,
szybkoscig i1 znakomita czysto$cig otrzymanych populacji. Wyselekcjonowane
komorki moga by¢ nastgpnie poddane analizie ekspresji gendow, a takze moga
stanowi¢ materiat do prowadzenia hodowli komérkowych. Powyzsza metoda
selekcji komodrek ma istotne znaczenie w przypadku rzadkich populacji
komorkowych lub populacji nietypowych, ktorych pozyskanie technikami
klasycznymi nastrecza wiele trudnosci.
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Sorter MoFlo jako nowoczesne narzedzie selekcji komoérek i chromosomow

Streszczenie

Sorter MoFlo ( Modular Flow Cytometr) zaliczany jest do grupy sorterow kroplowych typu high
speed dziatajacych na zasadzie cytometru przeplywowego z dodatkows funkcja selekcji
interesujacych nas populacji komérkowych oraz chromosoméw. Poszczegdlne typy czastek
biologicznych (w tym komorek) réznig si¢ miedzy sobg nie tylko wladciwo$ciami biologicznymi,
ale takze cechami morfologicznymi takimi jak wielko§¢ i zlozonos¢. Mozliwe jest ich
rbéznicowanie poprzez pomiar ugigcia $wiatta FSC oraz SSC emitowanego przez laser. Kazdy
rodzaj komoérek posiada koekspresje charakterystycznych antygenéw powierzchniowych jak
rowniez cytoplazmatycznych. Do identyfikacji kazdego z antygendw uzywane sa swoiste
przeciwciata. Zastosowanie panelu przeciwcial monoklonalnych wyznakowanych odpowiednimi
fluorochromami umozliwia zbieranie i analize danych dotyczacych przeptywajacych czasteczek.
Dzigki drganiom krysztatu piezoelektrycznego o czgstotliwosci rzgdu 15-200 kHz strumien cieczy
wyplywajacy z komory przeptywu ulega podzieleniu na pojedyncze krople zawierajace czasteczki,
ktore nastepnie sa sortowane - odchylane w polu elektromagnetycznym zgodnie z rdznica
ich potencjatu elektrycznego. Wysoka czestotliwos¢ generowania kropli wplywa na wydajnosé
oraz czysto$¢ wysortowanych populacji, ktora sigga 99 %.
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Wyselekcjonowane komdrki mogg by¢ nastepnie poddane analizie ekspresji genow, a takze moga
stanowi¢ materiat do prowadzenia hodowli komodrkowych. Poczatkowo sorter MoFlo
byt przeznaczony do sortowania chromosoméw. Obecnie czagsteczkami, ktore réwniez moga
by¢ sortowane s3: m.in. komorki macierzyste, komorki nowotworowe czy erytrocyty plodu.
Powyzsza metoda selekcji komorek ma istotne znaczenie w przypadku rzadkich populacji
komoérkowych lub populacji nietypowych, ktorych pozyskanie technikami klasycznymi nastrgcza
wiele trudnosci.

Stowa kluczowe : Sorter MoFlo, cytometria przeptywowa, chromosomy

The MoFlo sorter as a modern tool for selection of cells and chromosomes

Abstract

The MoFlo sorter (Modular Flow Cytometer) is classified as a high speed sorter. It works on the
principles of a flow cytometer with an additional ability to select the particular cell or the
particular chromosome. The individual types of biological particles, including cells, differ not only
in biological properties, but also in morphological characteristics, such as size or complexity.
Their distinction is based on a measure of the scatter of light emitted by laser: FSC (forward
scatter) and SSC (side scatter). Each type of cells is characterized by coexpression of a cell surface
antigen as well as cytoplasmic antigens. ldentification of a particular antigene is done with
a specific antibodies. The particular monoclonal antibody, conjugated with an appropriate
fluorochrome, binds to the corresponding antigen. Data obtained from a fluorescence measurement
of flowing cells is analysed using summit software. Thanks to vibrations of a piezoelectric crystal
at a frequency between 15 and 200 kHz, the stream of a liquid exiting from a flow chamber is
splitted into single drops, which contain biological particles. Then, drops are sorted as a result of
deflection in an electric field according to an electrical potential difference. The high frequency of
a drop generation affects the efficiency and purity (up to 99%) of the sorted particles. The selected
cells can be analysed for a gene expression or become the base for a cell culture. Initially, the
MoFlo sorter was intended for chromosome sorting only. Nowadays, its apllication is broader and
those sorters may also be used to select other biological particles, e.g. stem cells, tumor cells or
fetal erythrocytes. The sorting method mentioned above may play an important role in isolating
rare or unusual cell populations, which are difficult to obtain using classical techniques.

Keywords : MoFlo sorter, flow cytometry, chromosomes.
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WPLYW ALKOHOLU, PAPIEROSOW I KAWY NA UKLAD
SERCOWO-NACZYNIOWY

1. Wstep

Alkohol, papierosy, kawa to dosy¢ popularne uzywki mocno zakorzenione
w naszej kulturze. Choroby uktadu sercowo-naczyniowego sa glowna przyczyna
zgonow zarowno w Polsce i na $wiecie. Dlatego tez wptyw jaki alkohol,
papierosy i kawa wywierajg na uklad krazenia stanowi niezwykle interesujacy
aspekt badan. O ile negatywne skutki palenia tytoniu nie podlegaja dyskusji, to
w przypadku alkoholu i kawy efekty ich dziatania nie sa oceniane juz tak
jednoznacznie.

2. Cel pracy

Praca ta ma na celu przedstawienie wptywu alkoholu, kawy oraz papierosow
na ryzyko wystapienia choréb uktadu krazenia.

3. Wplyw alkoholu na uklad krazenia

Wptyw alkoholu etylowego na organizm czlowieka jest przedmiotem wielu
badan. Niejednokrotnie wykazano jego niekorzystny zwiazek z licznymi
zaburzeniami w funkcjonowaniu ludzkiego organizmu. Spozycie alkoholu jest
jedna z glownych przyczyn wystgpowania niedoborow pokarmowych, przede
wszystkim witaminy A, pirydoksyny, kwasu foliowego, tiaminy, cynku.
Stwierdzono, ze konsumpcja alkoholu zwigksza mozliwo$¢ wystapienia choroby
nowotworowej, szczegdlnie ukladu pokarmowego, jednoczesnie moze
doprowadzi¢ do sttuszczenia jak rowniez marskosci watroby. Dodatkowo etanol
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oddziatuje niekorzystnie na funkcjonowanie osrodkowego uktadu nerwowego
poprzez toksyczny wplyw na neurony oraz dziatanie uzalezniajace [1, 2].
Na podstawie badan epidemiologicznych przeprowadzanych w wielu réznych
krajach, korelacje pomigdzy spozyciem alkoholu etylowego a ogodlna
umieralno$cia mozna przedstawi¢ na wykresie w ksztalcie litery J. Oznacza to,
7ze wraz ze wzrostem spozycia alkoholu, ro$nie réwniez umieralno$¢ wsrod
badanych [1].

W przypadku uktadu sercowo - naczyniowego zalezno$ci te nie sg juz takie
proste. Wykazywano zaréwno korzystny jak i niekorzystny wpltyw etanolu na
umieralno$¢ z powodu choréb sercowo-naczyniowych. Jednoczes$nie stwier-
dzono, ze zalezno$¢ pomiedzy spozyciem alkoholu etylowego a czgstotliwoscia
wystepowania chorob uktadu krazenia moze by¢ przedstawiona na wykresie
jako litera U [3]. Interpretacja wykresu wskazuje nam, ze u catkowitych
abstynentow oraz os6b naduzywajacych alkoholu umieralno$¢ z powodu chorob
uktadu sercowo-naczyniowego jest wigksza niz u osob, ktére spozywaja alkohol
w umiarkowanych ilosciach [1, 2]. Jednakze wptyw alkoholu nie zalezy tylko od
samej dawki. Wazne sg rowniez czgstos¢, rodzaj spozywanego alkoholu, czas
stosowania, wiek, pte¢ [1, 4].

3.1. Korzysci z picia alkoholu

Badania prowadzone przez niektore zespoly badawcze wskazuja
na korzystny wptyw alkoholu etylowego na uklad krazenia. Sugeruje sig,
ze obniza on ryzyko rozwoju choroby wiencowej serca, zawalu serca,
nadci$nienia tetniczego zaleznego od wieku [4]. W trakcie badan prowadzonych
w ramach programu Pol-MONICA w Warszawie, ktore byly czescia
mi¢dzynarodowego badania WHO MONICA wykazano, iz ryzyko zgonow
z powodu chordb uktadu sercowo-naczyniowego byto istotnie nizsze u 0sob
spozywajacych alkohol niz u calkowitych abstynentéw. W przypadku mezczyzn
ryzyko to bylo nizsze o okoto 40%, natomiast w przypadku kobiet ryzyko
zmniejszalo si¢ o okoto 40-70%. Wyniki tych badan koreluja z wynikami
uzyskanymi przez innych badaczy [5]. Interesujace wydaja si¢ badania
prowadzone w Hiszpanii. Na podstawie 10-letniej obserwacji wyciggnicto
wnioski 0 zmniejszaniu zachorowalnosci nachoroby uktadu krazenia
Umezczyzn wraz ze wzrostem spozycia alkoholu. W przypadku kobiet
nie zaobserwowano jednak takiego efektu [6]. Podobne wnioski wyciagnat
Klatsky, ktory uwaza, ze ryzyko rozwoju choroby niedokrwiennej serca jest
nizsze przy wszystkich poziomach spozycia alkoholu, jednakze ogdlna
umieralno$¢ z przyczyn sercowo-naczyniowych wzrasta przy spozyciu wiecej
niz 3 ,,drinkéw” dziennie (1 drink= 12-15¢g alkoholu, 30-40 ml wodki, 100-150
ml wina lub 300-350 ml piwa) [1, 7]. Ciekawe obserwacje poczyniono réwniez
we Francji, gdzie badania wykazaty istnienie tzw. ,paradoksu francuskiego”.
Polega on na zmniejszonym wystgpowaniu miazdzycy wérod mieszkancow tych
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regioné6w, gdzie regularnie spozywa si¢ czerwone wino W porownaniu
Zz mieszkancami regionéw, w ktorych spozycie wina bylo mniejsze przy
ogo6lnym spozyciu alkoholu na podobnym poziomie [8]. Powyzsze wyniki stara
si¢ tlhumaczy¢é poza wplywem samego alkoholu na uklad krazenia rowniez
wpltywem innych substancji wystepujacych w czerwonym winie takich jak
zwiazki polifenolowe czy naturalne flawonoidy. Sugeruje si¢ réwniez wptyw
diety $rodziemnomorskiej [1, 2]. Znacznie wigksza ilo§¢ badan stwierdza
jednak, ze jedynie umiarkowane spozycie alkoholu (kobiety 1 drink, mezczyzni
2 drinki dziennie) wptywa korzystnie na uktad sercowo-naczyniowy [1, 2, 4, 5].

Protekcyjny wplyw alkoholu na uktad sercowo-naczyniowy zwigzany jest
z kilkoma mechanizmami dziatania. Jednym z nich wydaje si¢ by¢ jego wplyw
na metabolizm lipidow. Wykazano, ze alkohol zwigksza stgzenie lipoprotein
frakcji HDL cholesterolu oraz zmniejsza stezenie frakcji LDL [1, 2, 4]. Juz sam
ten efekt, moze w przyblizeniu tlumaczy¢ okoto 50 % korzystnych efektow
zwigzanych ze spozywaniem alkoholu [1, 4]. Alkohol bezposrednio zwigksza
watrobowe wytwarzanie apolipoproteiny klasy A (apo A), ktora jest glownym
biatkiem HDL. Wykazano rowniez, ze umiarkowane spozycie alkoholu
etylowego wptywa na stezenie lipoproteiny (a) —Lp(a), ktora jest genetycznie
uwarunkowanym, niezaleznym czynnikiem rozwoju miazdzycy i wystapienia
zawahu serca [1].

Istotnym elementem kardioprotekcyjnym jest wptyw alkoholu na uktad
krzepnigcia, zwigzany z jego dzialaniem antyagregacyjnym i fibrynolitycz-
nym[1, 4]. Etanol hamuje powstawanie zakrzepéw poprzez hamowanie
agregacji ptytek krwi indukowanej przez agonistow: ADP, kolagen, epinefryne
a zaleznej od obecnos$ci tromboksanu A, (TXA,) [1, 4]. Alkohol etylowy obniza
odpowiedz ptytek na tromboksan A, oraz hamuje jego synteze i uwalnianie.
Dzieje si¢ to najprawdopodobniej poprzez hamowanie fosfolipazy A, w plyt-
kach, ktora jest odpowiedzialna za uwalnianie z fosfolipidow kwasu
arachidonowego — prekursora tromboksanu A, [1, 2, 4]. Etanol w umiarko-
wanych dawkach zwigksza syntezg prostacykliny w ukladzie krwionosnym,
ktéra dziata antyagregacyjnie i rozkurcza $ciany naczyn [1, 2]. Efekt ochronny
alkoholu moze wynika¢ réwniez z nasilenia fibrynolizy. Wykazano, ze
umiarkowane picie alkoholu zwigksza miejscowa aktywnos$¢ tkankowego
aktywatora plazminogenu (t-Pa). Efekt ten wystgpuje jednak tylko przy stgzeniu
alkoholu ponizej 50mg/dl [1, 4]. Sugeruje si¢ rdwniez, ze po spozyciu alkoholu
podwyzsza si¢ poziom przedsionkowego peptydu natriuretycznego (ANP), ktory
ma dziatanie hipotensyjne [4].

3.2. Szkodliwe efekty picia alkoholu

O ile spozywanie alkoholu regularnie i w umiarkowanych ilo§ciach wykazuje
korzystne dziatanie na uklad krazenia, to nikt nie ma watpliwosci,
ze naduzywanie go ma zdecydowanie niekorzystne efekty [1, 4]. Jak wykazaty
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badania istnieje zwigzek pomiedzy przewleklym naduzywaniem alkoholu
arozwojem nadci$nienia. Efekt ten wystepuje niezaleznie od rodzaju
spozywanego napoju alkoholowego, zar6wno u kobiet i u mgzczyzn [4, 9].
Sugeruje si¢ ze ma to zwigzek ze zmianami w OUN, wzrostem aktywnos$ci
ukladu wspolczulnego, uszkodzeniem baroreceptorow, pobudzeniem uktadu
RAA, wzrostem poziomu kortyzolu i wapnia, zwigkszeniem reaktywnosci
naczyn oraz uwalnianiem endotelin przez $rodbtonek oraz z hamowaniem
produkcji tlenku azotu przez $rddbtonek [4]. Kolejnym negatywnym skutkiem
picia alkoholu jest rozwdj kardiomiopatii alkoholowej (ACM). Charakteryzuje
si¢ ona zwigkszeniem masy serca, poszerzeniem komoér i1 zmniejszeniem
grubosci Scian serca. Rozwoj choroby mozna zatrzymac, a nawet cofna¢ poprzez
zaprzestanie picia, jednak nieleczona i postepujaca choroba prowadzi do $mierci
[4, 10]. Rowniez jednorazowe spozycie duzych ilosci alkoholu ma dziatanie
niekorzystne. Metabolity alkoholu posrednio oddzialuja na migsien sercowy
i uktad neurowydzielniczy. Maja roéwniez silne dziatanie proarytmiczne
prowadzac do powstania arytmii nadkomorowych i komorowych [2, 4].

4. Wplyw palenia na uklad krazenia

Palenie tytoniu wywiera wysoce niekorzystny wplyw na organizm cztowieka.
Jest ono przyczyng zachorowan na nowotwory, choroby ptuc i uktadu krazenia.
Sprzyja rowniez wystapieniu cukrzycy typu 2 oraz jest niezaleznym czynnikiem
ryzyka udaru mézgu zaréwno u kobiet jak i mezczyzn [11, 12]. Negatywny wplyw
tytoniu na uktad krazenia zostal potwierdzony licznymi badaniami [12, 13, 14].
Jedne z pierwszych doniesien pochodzg z 1958 roku, kiedy to Hammond zauwazyt,
ze wsrod palaczy zgony spowodowane chorobami serca wystepuja czesciej. Kolejne
badania wykazywaly podobne wyniki [14]. Jednoznacznych dowodéw na to, ze
palenie tytoniu stanowi istotny czynnik ryzyka sercowo-naczyniowego dostarczyto
badanie INTERHEART. Badanie, ktore zostato przeprowadzone w 52 krajach na
wszystkich kontynentach wykazato silng, stopniowo narastajaca zaleznosé
pomigdzy iloscig wypalanych papieroséw w ciggu doby a ryzykiem zawatu serca
[15]. Nalezy zaznaczyC, iz palenie tytoniu nalezy do trzech najsilniejszych
i teoretycznie odwracalnych czynnikow ryzyka wystapienia chorob uktadu sercowo-
naczyniowego [12]. Osoby uzywajace tytoniu w roznej formie maja zwigkszone
ryzyko zgonu zpowodu chorob uktadu krazenia o 25-40% [13]. Ryzyko
wystapienia choroby niedokrwiennej serca oraz zgonu w jej przebiegu u osob
palacych jest dwukrotnie wyzsze niz u 0sob niepalacych [2, 12], a ryzyko zawatu
serca jest trzykrotnie wyzsze u 0sob palacych niz u niepalacych [12]. Dodatkowo
palenie tytoniu zwigksza ryzyko rozwoju kardiomiopatii oraz komorowych
zaburzen rytmu serca, a poprzez obnizenie progu migotania komor zwicksza
zagrozenie nagtym zgonem sercowym [13, 14]. Wdychanie powietrza zaniemczysz-
czonego dymem tytoniowym, czyli tzw. bierne palenie wplywa rowniez negatywnie
nauktad sercowo-naczyniowy [2, 11, 12, 13]. Zwigksza ono istotnie ryzyko
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sercowo-naczyniowe ,a ryzyko zgonu z powodu choroby niedokrwiennej serca jest
1,2-1,7 razy wyzsze u biernego palacza niz u o osoby nienarazonej na dym
tytoniowy. Swiadczy to, ze bierne palenie jest w podobnym stopniu szkodliwe jak
palenie czynne [12].

Mechanizméw odpowiadajacych za szkodliwy wplyw palenia tytoniu
nauktad krazenia jest kilka. Za najbardziej szkodliwe sktadniki dymu
tytoniowego uwaza si¢ nikotyne, tlenek wegla, wolne rodniki tlenowe [2, 12,
14]. Juz wypalenie jednego papierosa dziata na uktad krazenia. Nikotyna i jej
metabolity pobudzajg uklad RAA oraz wydzielanie adrenaliny, noradrenaliny
i endoteliny-1. Skutkuje to przyspieszeniem akcji serca, zwigkszeniem
pojemno$ci minutowej, podniesieniem cis$nienia tetniczego krwi, a W nastep-
stwie zwiekszonym zapotrzebowaniem mig$nia sercowego na tlen. Jednoczes$nie
dochodzi do skurczu tetnic wiencowych, wzrostu ich oporu i spadku predkosci
przeplywu wiencowego. Skurcz naczyn wiencowych oraz zwigkszone zapotrze-
bowanie na tlen moga by¢ przyczyna wystapienia zawatlu serca nawet
przypadkach stosunkowo niewielkich zmian miazdzycowych w naczyniach
wiencowych [12, 13, 14]. Skurcz naczyn te¢tniczych zmniejsza skuteczno$é
leczenia hipotensyjnego oraz przyspiesza rozwoj powiklan narzadowych
nadci$nienia tetniczego [12].

Tlenek wegla zawarty w dymie tytoniowym zmniejsza zdolnos¢ hemoglobiny
do przenoszenia tlenu w organizmie poprzez tworzenie karboksyhemoglobiny.
W nastepstwie tego dochodzi do niedotlenienia serca oraz calego organizmu,
a reakcjg ogolnoustrojowa na hipoksemig jest wzrost liczby krwinek czerwonych,
wzrost lepkosci i krzepliwosci krwi. Skutkuje to zwigkszeniem czgstosci
tworzenia zakrzepoéw [2, 11, 12, 14]. Tlenek wegla takze bezposrednio dziala na
serce uposledzajac jego kurczliwos¢ [12].

Dym tytoniowy, a przede wszystkim zawarte w nim wolne rodniki tlenowe
(WRT) prowadza do powstania dyslipidemii i rozwoju miazdzycy. Wolne rodniki
tlenowe powodujg utlenianie frakcji LDL i HDL cholesterolu. Utlenienie czasteczek
LDL sprawia, ze sg one duzo tatwiej wychwytywane przez makrofagi, ktore
s nastepnie przeksztatcane do komorek piankowatych. Komorki te biorg zas udziat
w rozwoju miazdzycy. Natomiast utlenienie frakcji HDL sprawia, Ze traci ona swoje
wiasciwosci przeciwmiazdzycowe [2, 10, 11, 13, 14].

Substancje zawarte w dymie tytoniowym wplywaja rowniez niekorzystnie na
srodblonek. Powoduja one uszkodzenie i proliferacje bton komorkowych i ich
zmiany ultrastrukturalne, co prowadzi do usztywnienia $cian naczyn [11, 12, 14].
Jednoczesnie zmniejszaja one odpowiedz komorek na acetylocholing oraz synteze
tlenku azotu — zwiagzku silnie rozszerzajacego naczynia krwionosne [2, 11, 13].
Palenie papierosow wplywa rowniez niekorzystnie na ukiad krzepnigcia poprzez
zwigkszenie syntezy tromboksanu A, z jednoczesnym zmniejszeniem syntezy
prostacykliny. Efektem tego jest zwiekszona aktywacja plytek krwi oraz
zwiekszenie wlasciwosci zakrzepowych osocza [2, 11, 12, 13, 14].
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5. Wplyw picia kawy na uklad krazenia

Picie kawy wywiera rdéznorakie efekty na organizm czlowieka, zaréwno
pozytywne jak i negatywne. Na pytanie, ktore efekty przewazaja, prowadzone
badania nie daja jednoznacznej odpowiedzi [16, 17]. Pewne natomiast jest to,
ze kawa dziata pobudzajaco na o$rodkowy ukltad nerwowy, poprawia wydolnos¢
umystowg 1 fizyczng, zdolnos¢ koncentracji, zmniejsza zmgczenie i sennos¢.
Nasila ona lipolize w tkance tluszczowej, dziata rozkurczowo na migénie gtadkie
oskrzeli, zwigksza diurezg, pobudza sekrecje soku zotadkowego, sprzyja
wydalaniu magnezu i wapnia z organizmu. Kawe¢ mozna réwniez przedawkowaé
a nastepstwem tego jest nadmierna pobudliwos¢, bezsenno$¢, niepokoj,
problemy zotadkowe, przyspieszone oddychanie [16, 17].

Wpltyw picia kawy na uklad krazenia réwniez nie jest jednoznacznie
wyjasniony, a prowadzone badania dajg r6zne, czasami przeciwstawne wyniki
[16, 17, 18]. Cz¢é¢ badan dowodzi, ze spozywanie kawy nie ma statystycznie
istotnego zwiazku ze zwigkszonym ryzykiem choréb ukladu sercowo-
naczyniowego [18]. Badania nad wplywem kawy na rozw6j choroby wiencowe;j
daty wynik negatywny, a dodatkowo wykazaty, iz spozycie ponad 6 filizanek
kawy dziennie zmniejszato ryzyko zgonu z powodu choroby wienicowe] serca
[18]. Podobnie badania oceniajace wpltyw picia kawy na ryzyko rozwoju
nadcis$nienia tetniczego daly wyniki negatywne [18]. Jednakze badaniom tym
przeciwstawiaja sie inne, ktore donosza o zwigkszonej czgstosci wystepowania
zawatu mie$nia sercowego u mezczyzn i kobiet pijacych duze ilosci kawy.
Kolejne badanie dowodzi, ze regularne picie kawy nieznacznie podnosi ci$nienie
tetnicze oraz wykazuje niekorzystny wpltyw na §rodbtonek naczyn oceniany za
pomoca rozszerzalno$ci naczyn zaleznej od s$rodbtonka (EFD- endothelium-
dependent flow-mediated dilatation) [16, 17, 18].

Kawa oddziatuje na uktad krazenia poprzez wielorakie mechanizmy. Zalezne
sa one od substancji w niej zawartych, z ktérych najwazniejsza jest kofeina.
Istotne wydaja si¢ rowniez by¢ diterpeny, czyli zwiazki lipidowe kawy
[16, 17, 18]. Niekorzystny wplyw kawy na uktad sercowo-naczyniowy moze
by¢ w znacznym stopniu zwiazany z jej wplywem na wzrost stezenia
homocysteiny w osoczu. Hiperhomocysteinemia stanowigca niezalezny czynnik
ryzyka choréb uktadu krazenia oraz zylnej choroby zakrzepowo- zatorowej,
przyczynia si¢ do rozwoju miazdzycy oraz powoduje zwickszong krzepliwosc¢
krwi [16, 17]. Kofeina zawarta w kawie powoduje przyspieszenie akcji serca,
zwickszenie pojemnos$ci minutowej, wzrost cisnienia tetniczego. Sugeruje si¢
jednak, ze zczasem powstaje tolerancja na efekt presyjny kofeiny, ktora
sprawia, ze regularnie spozywana ma niewielki wplyw na zachowanie si¢
ci$nienia tegtniczego. Kofeina rozszerza naczynia wiencowe zwigkszajac tym
samym przeplyw wiencowy, jednak rownocze$nie ros$nie zapotrzebowanie
migénia sercowego na tlen, czego skutkiem moga by¢ zwigkszone dolegliwos$ci
wiencowe. Natomiast wypicie zbyt mocnej kawy moze indukowa¢ zaburzenia
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rytmu serca. Kofeina wptywa rowniez niekorzystnie na stezenia Mg”" Ca®* i K*
w osoczu wzmagajac ich wydalanie z moczem. Skutkiem tego moze by¢
indukcja lub nasilenie zaburzen rytmu serca [17]. Picie kawy wplywa réwniez
na profil lipidowy osocza. Powoduje ono wzrost st¢zenia cholesterolu
catkowitego, frakcji LDL oraz spadek frakcji HDL. Moze si¢ to przyczyniacé
do rozwoju chordb sercowo-naczyniowych, a gldwnie miazdzycy [16, 17, 18].
Jednak cze$¢ badan dowodzi, ze picie kawy ma zgota odmienny wpltyw
powodujac  obnizenie stezenia cholesterolu calkowitego, frakcji LDL
oraz zmniejszajac utlenienie frakcji HDL. Swiadczyloby to o mozliwosci
dziatania ochronnego kawy na uktad sercowo-naczyniowy [16, 17, 18].
Powyzsze rozbieznos$ci starano si¢ thumaczy¢ zmienng obecno$cia diterpenow
w kawie. Sugeruje si¢, ze to wlasnie te substancje obecne w znacznej ilo$ci
w kawie niefiltrowanej, natomiast w znikomej ilosci w kawie filtrowanej
odpowiadajg za efekt hipercholesterolemiczny [16, 17, 18]. Teorii tej nie
potwierdzaja badania prowadzone przez Strendhagen i wsp., ktére wykazaty
wzrost poziomu cholesterolu rowniez w przypadku picia kawy filtrowanej [16].
Postuluje si¢, ze za zroznicowany wplyw picia kawy na poziom cholesterolu
I homocysteiny odpowiadajg czynniki genetyczne. Rowniez zmienny wplyw
kawy na ryzyko sercowo-naczyniowe moze zaleze¢ od osobniczej zmienno$ci
genetycznej [17, 18].

6. Podsumowanie

Alkohol, papierosy i kawa to jedne z najpopularniejszych uzywek cztowieka.
Dlatego tez niezmiernie istotny wydaje si¢ wpltyw jaki maja one na uklad
sercowo-naczyniowy. W przypadku alkoholu wydaja si¢ dominowac jego efekty
pozytywne. Jednak to, jakie beda skutki jego spozywania zalezy od dawki.
Umiarkowane spozywanie alkoholu ma efekt kardioprotekcyjny i prowadzi
do zmniejszenia ryzyka zgonu z przyczyn sercowych. Natomiast duze dawki
alkoholu zwigkszaja $miertelno$¢ spowodowana chorobami uktadu krazenia.
Palenie papierosow ma wyraznie negatywny wplyw na uklad sercowo-
naczyniowy. Zwigksza ryzyko wystapienia chorob sercowo-naczyniowych,
zawatu serca a takze zgonu z powodu chorob uktadu krazenia. Na niekorzystne
efekty dymu tytoniowego narazeni sg zarowno czynni jak i bierni palacze.
Wptyw picia kawy na uktad krazenia nie jest natomiast jednoznacznie
okreslony. Kawa moze zwigksza¢ ryzyko rozwoju choréb sercowo-
naczyniowych poprzez wzrost stgzenia cholesterolu i homocysteiny. Istnieja
jednak badania dowodzace Ze picie kawy nie ma wplywu na uktad kragzenia,
amoze nawet wykazywaé wlasciwosci protekcyjne. Te odmienne rezultaty
mogg by¢ uwarunkowane czynnikami genetycznymi.
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Wplyw alkoholu, papierosow i kawy na uklad sercowo-naczyniowy

Streszczenie

Alkohol, papierosy, kawa to dosy¢ popularne uzywki mocno zakorzenione w naszej kulturze.
Choroby uktadu sercowo-naczyniowego stanowia natomiast gtéwna przyczyng zgondow zar6wno
w Polsce jak i na $wiecie. Dlatego tez wplyw jaki alkohol, papierosy i kawa wywieraja na uklad
krazenia stanowi interesujacy aspekt badan. Wplyw alkoholu na uktad krazenia jest dwojaki.
Spozywanie umiarkowanych ilosci zmniejsza ryzyko choroby niedokrwiennej serca, miazdzycy,
zmniejsza ryzyko zawatu jak rowniez zgonu z powodu chordb sercowo-naczyniowych. Natomiast
przewlekle picie alkoholu zwigksza $miertelno$¢ z powodu chordob uktadu krazenia. Palenie
papierosOw ma wyraznie negatywny wptyw na uktad krazenia. Zwigksza ono ryzyko wystapienia
chordb sercowo-naczyniowych, a takze zgonu z ich powodu. Substancje zawarte w dymie
tytoniowym powoduja dyslipidemie, uposledzaja kurczliwo$¢ migsnia sercowego jednoczesnie
powodujac skurcz naczyn wiencowych oraz wzrost zapotrzebowania serca na tlen. Uposledzaja
one funkcje srodblonka naczyn oraz zwickszaja aktywacje ptytek krwi i wtasciwosci zakrzepowe
osocza. Wptyw picia kawy na uktad sercowo-naczyniowy nie jest jednoznacznie okreslony. Czg$é
badan dowodzi negatywnego wptywu picia kawy, inne wykazaty, ze kawa ma neutralne, a czasami
wrecz protekcyjne dziatanie na uktad krazenia. Roznice te probuje si¢ thumaczy¢ roznym sktadem
kawy zaleznym od sposobu przyrzadzania, a takze uwarunkowaniami genetycznymi.

Stowa kluczowe: alkohol, papierosy, kawa, uktad sercowo-naczyniowy, choroby serca

Effects of alcohol, cigarettes and coffee on the cardiovascular system

Abstract

Alcohol, coffee and cigarettes belong to the most popular drugs deeply ingrained in our culture.
Diseases of the cardiovascular system are the main cause of deceases both in Poland and worldwide.
That is why the influence of alcohol, drugs and cigarettes on the cardiovascular system is an highly
interesting aspect of the research. There is a twofold effect of alcohol on the cardiovascular system.
The consumption of moderate doses of alcohol reduces the risk of ischemic heart disease,
arteriosclerosis and decreases the chance of heart infarct. On the other hand, persistent drinking rises
the mortality by causing the cardiovascular diseases. Cigarette smoking has clearly harmful effect on
the cardiovascular system. It enhances the risk cardiovascular diseases and mortality occur.
The substances contained in the cigarette smoke induce dyslipidemia, impair the contractibility of the
heart muscle and cause contraction of coronary vessels as well as growth of the oxygen demand. The
function of the endothelium is impaired, platelets activation and protrombotic features of plasma are
increased by these substances. There is no clear-cut evidence proving the impact of drinking coffee
on the cardiovascular system. The part of research proves the negative role of drinking coffee.
However, there are also evidences that the influence of drinking coffee is neutral or even protective
on the cardiovascular system. These differences are sometimes explained by floating composition of
chosen coffee or genetic predispositions.

Keywords: alcohol, cigarettes, coffee, heart disease, the cardiovascular system
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1. Wprowadzenie

Cytrynian sildenafilu (sildenafil, ang. sildenafil citrate) [1-[[3-(6,7-dihydro-
1-metylo-7-okso-3-propylo-1H-pirazolo[4,3-d]pirymidyn-5-ylo)-4-etoksyfenylo]
sulfonylo]-4-metylopiperazyno cytrynian] (Rys. 1), znany jest pod handlowa
nazwg Viagra® [1]. Zwiagzek ten zostat opatentowany przez firme¢ Pfizer w 1996
roku, a na rynku po raz pierwszy ukazat sie¢ w 1998 [2].

CH;CH,0

0S| COH
N
cH COH

3

Rys. 1. Wzor strukturalny cytrynianu sildenafilu [1, 3]

Cytrynian sildenafilu (Viagra®) jest pierwszym inhibitorem fosfodiesterazy-
5 (PDES5, ang. phosphodiesterase type 5) zatwierdzonym do leczenia zaburzen
erekcji [4]. Odkrycie tego leku w 1989 roku byto wynikiem obszernych badan
w zakresie zwiazkow chemicznych, ktére moglyby by¢ uzytecznymi w leczeniu
choroby wiencowej serca. Wstepne badania kliniczne sildenafilu na poczatku lat
90-tych nie byly obiecujace w odniesieniu do wlasciwosci przeciwdlawicowych.
Jednakze w trakcie tych badan odkryto, ze sildenafil moze wzmacnia¢ erekcje,
co stato si¢ gldwnym przedmiotem dalszych badan. Od debiutu rynkowego
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W 1998 roku ponad 10 milionéw mezczyzn na catym $wiecie bylo leczonych
zuzyciem sildenafilu [2], przy czym juz tylko przez pierwsze potrocze
sprzedazy, odnotowano, ze lek ten przypisano 5,3 miliona razy. Poczatkowo byt
on stosowany w leczeniu zaburzen erekcji, ktore wystepuja u okoto 10%
mezczyzn na calym $wiecie (w Polsce dotyczy to 3,5 miliona mezczyzn). Okoto
60% tych zaburzen wystgpuje pomiedzy 40 a 60 rokiem zycia. Ponadto od 2005
roku sildenafil stosowany jest takze u 0os6b z wrodzonym i nabytym tg¢tniczym
nadci$nieniem ptucnym (PAH, ang. pulmonary arterial hypertension) [5].

W niniejszym artykule omoéwione zostalo zastosowanie, mechanizm
dziatania i metabolizm leku oraz jego wplyw na watrobe. Zwrdcono rowniez
uwagg na role sildenafilu w sytuacjach naduzywania alkoholu oraz w warunkach
stresu oksydacyjnego.

2. Zastosowanie sildenafilu

Lek ten jest powszechnie stosowany w leczeniu zaburzen erekcji [6]
oraz w ostrym i przewleklym tetniczym nadci$nieniu plucnym PAH (w tym
schorzeniu pod nazwa Revatio®) [7, 8]. Cytrynian sildenafilu poprzez inhibicje¢
PDES powoduje rozluznienie migs$ni gtadkich, w szczegdlnosci w naczyniach
ptucnych i cialach jamistych pracia. Rozszerzanie naczyn ptucnych u osob
z nadcis$nieniem ptucnym jest zwigzane z poprawa Sredniego ci$nienia w tetnicy
ptucnej (PAP, ang. pulmonary artery pressure) oraz plucnego oporu
naczyniowego (PVR, ang. pulmonary vascular resistance), a w niektorych
badaniach takze wskaznika sercowego [8].

Udowodniono, ze cytrynian sildenafilu wptywa na rozszerzanie naczyn
krwiono$nych $rédbtonka u pacjentéw z wadami serca, pozwala na akumulacje
czynnika rozluzniajacego c¢GMP (cykliczny monofosforan guanozyny)
W naczyniach migéni gladkich poprzez hamowanie rozktadu cGMP przez PDES.
Ponadto moze on umiarkowanie obniza¢ skurczowe i rozkurczowe ci$nienie
w tozyskach naczyn komorek migséni gladkich poprzez blokowanie PDES [7].
Prowadzone w ostatnich latach doswiadczenia wskazuja, ze sildenafil wywiera
znaczgce zmiany neuroprotekcyjne w stwardnieniu rozsianym, poprawie
pamigci, neurogenezie, bolu i udarze mozgu, co sugeruje potencjalng rolg tego
zwiazku w zapobieganiu lub leczeniu chorob centralnego systemu nerwowego
(CNS, ang. central nervous system), mimo ze jego zasadniczy mechanizm
dziatania nie byt dobrze poznany [6].

Ponadto ostatnie badania wskazuja, ze sildenafil bedacy inhibitorem PDES
zwigksza okres pottrwania cGMP generowanego w odpowiedzi na uwalnianie
tlenku azotu (NO) i zapewnia ochron¢ przed wywolanymi przez alkohol
uszkodzeniami zotadka, prawdopodobnie przez aktywacje zaleznych od ATP
kanatow potasowych. Wydaje si¢ zatem, ze sildenafil poza leczeniem zaburzen
erekcji moze takze zmniejsza¢ uszkodzenia zotadka wywolane przyjmowaniem
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych i alkoholowe uszkodzenia bton
sluzowych poprzez aktywacje szlaku NO/cGMP/KATP [9].
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3. Mechanizm dzialania sildenafilu

Fosfodiesteraza-5 (PDES) jest glownym enzymem posiadajacym aktywno$é
hydrolizy cGMP w cialach jamistych pracia. Erekcja jest procesem
regulowanym przez napigcie naczyniowe i przeptyw krwi w praciu, a stezenie
CGMP jest czynnikiem modulujacym to napigcie naczyniowe. W wyniku
pobudzenia seksualnego komoérki nerwowe, jak réwniez komorki $rodbtonka
pracia wytwarzaja tlenek azotu (NO). Tlenek azotu dyfunduje do komorek,
w ktorych  aktywuje  cyklazg  guanylanowa, enzym odpowiedzialny
za przeksztatcenie GTP do cGMP, ktoéry nastepnie stymuluje aktywacje kinazy
biatkowej G (PKG, ang. protein kinase G). PKG indukuje kaskade fosforylacji
kilku biatek. Powoduje to zmniejszenie wewnatrzkomoérkowego poziomu jonéw
wapnia, rozluznienie mig$ni gladkich 1 rozszerzenie tetnic, co pozwala
na zwigckszenie naptywu krwi do cial jamistych pracia i wzwodu. Odpowiednie
stezenie cGMP odgrywa kluczowa role w procesie erekcji (Rys. 2) [10, 2].

Pobudzenie erotyczne (madzg)

l

Przesytanie sygnatéw nerwowych

Komérki nerwowe i
komarki srédbfonka pracia

J GTP Biatka
Tlenek azotu ———> Cyklaza guanylowa
(NO) e ot ATP
cGMP ——> PKG
ADP
Blokada = PDES Biatka
aktywnosci L fosforylowane
i i PDES .7
Sildenafil | PP ; 5-GMP l

(inhibitor PDES) Spadek stezenia

jonéw wapnia

!

Rozkurcz miesni
gtadkich w praciu

Naptyw krwi do tetnicy
Wzwod pracia
Rys. 2. Mechanizm hamowania aktywno$ci PDE5 [opracowanie wiasne]

Sildenafil jest selektywnym inhibitorem specyficznej dla cGMP
fosfodiesterazy-5 (PDES5) [11]. Zwiazek ten nasila aktywno$¢ NO poprzez
blokowanie rozpadu c¢cGMP wywotanego PDES5, wskutek czego dochodzi
do zwigkszenia relaksacji migsni gladkich naczyn [12]. PDES jest enzymem
przeksztatcajagcym c¢cGMP do 5'-GMP [13]. Lek ten ma podobna strukture
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chemiczng do cGMP i hamuje PDES przez wiazanie si¢ do centrum aktywnego
c¢GMP umozliwiajac w ten sposob gromadzenie si¢ w tkankach cGMP. W klasie
tej dostgpne sa dwa inne zwigzki: tadalafil (Cialis®) i vardenafil (Levitra®),
ktore wykazuja podobny do sildenafilu mechanizm dziatania [2].

Ponadto, oprocz inhibicji PDES sildenafil wykazuje takze powinowactwo
do PDE6 i PDE1. Przy czym jest ono 10-krotnie stabsze w stosunku do PDE6
niz w przypadku PDES. Wzmozona aktywnos¢ PDE1 odnotowano
W nadcis$nieniu ptucnym, za§ PDE6 jest izoenzymem siatkowki zwigzanym
z procesem fototransdukcji, a blokowanie jego aktywno$ci przejawia si¢
zahamowaniem aktywnos$ci rodopsyny oraz zaburzeniami widzenia. Osoby
przyjmujace ten lek sg takze bardziej narazone na niezalezne od zmian
naczyniowych niedokrwienie nerwu wzrokowego (NAION, ang. non-arteritic
anterior ischemic optic neuropathy) [5].

Sildenafil nasila dziatanie NO, dlatego tez istnieje bezwzgledny zakaz
podawania go osobom przyjmujacym azotany i r6znego rodzaju donory tlenku
azotu, gdyz synergistyczne dzialanie tych zwiazkow moze doprowadzi¢
do nadmiernego rozszerzenia naczyn krwiono$nych i hipotensji [12, 14].

4. Metabolizm sildenafilu

Sildenafil jest szybko wchtaniany, a jego maksymalne stgzenie w surowicy
wystepuje po okoto 1 godzinie po doustnym podaniu na czczo, przy czym jego
srednia calkowita biodostgpnos$¢ osiaga 41%. Zarowno sildenafil jak i jego
gléwny N-demetylowany metabolit wigza sie w 96% z bialkami osocza [8§].
Przyjmowanie leku podczas positku opdznia jego dziatanie. Lek ten wystepuje
w dawkach 25 mg, 50 mg, 100 mg [5], a wartosci Cmax (najwigksze stezenie
leku obserwowane we krwi natychmiast po dozylnym podaniu lub po pewnym
czasie od chwili pozanaczyniowego podania leku) i AUC (miara ilosci leku jaka
dociera do krgzenia ogdlnego w postaci niezmienionej, ang. area under the
curve) wzrastaja proporcjonalnie do dawki [8]. Srednie stezenie sildenafilu
W 0s0czu mierzone po podaniu pojedynczej dawki doustnej 100 mg wynosi
u zdrowego mgzczyzny okoto 440-450 ng/ml [1].

Podczas badania sildenafilu u oséb z marskoscig watroby (skala Child Pugha
klasa A i B), odnotowano zmniejszony klirens tego zwiazku, co powodowato
wzrost AUC (85%) i Cmax (47%) w poréwnaniu do 0so6b bez zaburzen watroby.
Nie zbadano farmakokinetyki sildenafilu u o0s6b z cigzkimi zaburzeniami
watroby (skala Child Pugh klasa C). Dlatego tez wiek powyzej 65 roku zycia,
niewydolno$¢ watroby czy cigzka niewydolno$¢ nerek zwigzane sg ze zwigk-
szonym stezeniem sildenafilu w osoczu, i u takich pacjentow nalezy rozpatrywac
podawanie doustnych dawek 25 mg/kg [1].

Sildenafil jest glownie metabolizowany przez watrobowe izoenzymy uktadu
mikrosomalnego cytochromu P450, w tym przez CYP3A4 i w mniejszym
stopniu przez CYP2C9, a jego gléwny metabolit powstaje w wyniku N-
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demetylacji 1 charakteryzuje si¢ mniejsza o okoto 50% sila dziatania
w poréwnaniu do sildenafilu [8]. Gtowny N-demetylowany metabolit sildenafilu
— UK-103,320 wykazuje podobng do sildenafilu selektywnos¢ w stosunku
do PDE [15]. Calkowity klirens sildenafilu osigga wartos¢ 41 L/h, za$ okres
pottrwania okoto 3-5 godzin. Jest on wydalany w postaci metabolitow gtoéwnie
z katem (80%) oraz z moczem (13%) [8].

5. Wplyw sildenafilu na watrobe

Cytrynian sildenafilu stosuje si¢ zaréwno u osob cierpiacych na chorobe
alkoholowg jak i inne schorzenia watroby, gdyz u 0so6b z chorobami watroby
odnotowano wyzszy wskaznik zaburzen erekcji [7].

Tlenek azotu odgrywa kluczowa role w watrobowym mikrokrazeniu
w warunkach fizjologicznych. Opdr naczyniowy watroby regulowany jest
zjednej strony przez skurcz lub rozkurcz mie$ni gladkich w tetniczkach
koncowych, z drugiej za$ strony przez komorki gwiazdziste (HSC, ang. hepatic
stellate cells) regulujace napigcie naczyn zatokowych w zalezno$ci od stezenia
NO syntetyzowanego przez komorki sroédbtonka. NO jest wytwarzany przez
komorki srodbtonka i uaktywnia cyklaze guanylanowa komoérek gwiazdzistych,
co prowadzi do powstania cGMP regulujacego napiecie HSC i sinusoid. PDES
przeksztatlca cGMP do 5'GMP [13, 16]. Tlenek azotu odgrywa bardzo wazna
role w regulacji przeptywu zatokowego krwi oraz napigcia naczyniowego,
Cojest istotne przy transplantacji watroby, uszkodzeniu niedokrwienno-
reperfuzyjnym, zwldknieniu oraz marskosci. Ponadto NO ma znaczny wptyw
na funkcjonowanie i regeneracje watroby [7].

Ji 1 wspotpracownicy zauwazyli, ze sildenafil u szczur6w niekarmionych
alkoholem wykazuje tendencje do poprawy funkcjonowania watroby
po czesciowe] hepatektomii (PHx, ang. partial hepatectomy). Natomiast stezenie
5 mg/kg tego zwigzku znacznie zmniejsza aktywno$¢ regeneracyjng tego organu
po PHx [7].

Ponadto badania przeprowadzone przez De Souza Ledo i wspotpracownikow
wykazaty, ze sildenafil przyczynia si¢ do pogorszenia funkcji watroby w modelu
niedokrwienno-reperfuzyjnym [17].

W marskosci watroby aktywno$¢ systemu NO-cGMP jest zaburzona,
a nadcis$nienie wrotne spowodowane jest zwigkszeniem oporu naczyniowego.
W zwigzku ze zmniejszong aktywno$cig srodblonkowej syntazy tlenku azotu
(eNOS, ang. endothelial nitric synthase) w komorkach watroby, maleje poziom
NO, a HSC przeksztalcajg si¢ do kurczliwych miofibroblastow. Te czynniki
i wzrost aktywnosci PDE5 powoduja skurcz sinusoid w marskosci watroby [13].
Lee i wspolpracownicy wykazali, ze doustne podawanie 50 mg sildenafilu
powoduje znaczny wzrost produkcji NO i ¢cGMP ze znacznym obnizeniem
oporu przeptywu krwi sinusoid, nie pogarszajac jednocze$nie nadcis$nienia
wrotnego u 0s6b z marskoscia [18].
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6. Stosowanie sildenafilu i alkoholu etylowego

Mezczyzni naduzywajacy alkoholu czesto cierpia na zaburzenia erekcji
I odwrotnie, zaburzenia erekcji sa wielokrotnie przyczyna spozywania alkoholu
w nadmiernych ilosciach. Wyniki badan Grinshpoon'a i wspolpracownikoéw
wykazaty, ze sildenafil jako suplement w standardowym leczeniu mezczyzn
z alkoholizmem, znaczaco poprawiat erekcje oraz inne sktadniki funkcji
seksualnych, a takze w istotny sposob polepszyt zadowolenie z jakosci zycia
oraz znacznie obnizal obcigzenie psychiczne [19].

Dos$wiadczenie przeprowadzone przez Leslie'go 1 wspotpracownikow
nie wykazato hemodynamicznych interakcji pomiedzy sildenafilem a czerwonym
winem, nie odnotowano takze zmian w farmakokinetyce leku i alkoholu przy ich
jednoczesnym przyjmowaniu. Przy czym zaobserwowano, ze alkohol zmniejsza
zalezny od sildenafilu wzrost stezenia cGMP w osoczu [12].

Ji i jego wspotpracownicy wykazali, ze sildenafil nie wptywa na funkcjo-
nowanie i regeneracje watroby u szczuré6w pojonych alkoholem. Zauwazyli, ze
cytrynian sildenafilu nie powodowat znaczacych zmian w funkcjonowaniu
i regeneracji watroby po cze$ciowej hepatektomii zaréwno w przypadku
szczur6w karmionych jak i niekarmionych alkoholem, z wyjatkiem stgzenia
5 mg/kg sildenafilu, ktory znaczaco hamowat regeneracje narzadu u szczurdéw
niekarmionych alkoholem [7].

Badania przeprowadzone przez Li i wspotpracownikow wykazaty,
ze Viagra® ulatwia przywrocenie poziomu O, w watrobie po chwilowym
niedokrwieniu u szczurow karmionych alkoholem, prawdopodobnie przez
obnizenie zuzycia O, wskutek zahamowania aktywno$ci mitochondrialnej
oksydazy cytochromu c przez NO. Z drugiej strony, jednoczesne stosowanie
Viagry® i alkoholu moze powodowac zmiany patologiczne, przejawiajace si¢
zwigkszeniem ilo$ci tluszczu, ogniskowym stanem zapalnym i ogniskowg
nekroza. Podsumowujac, Viagra® moze z jednej strony chroni¢ przed
uszkodzeniami wystepujacymi po niedokrwieniu u szczuré6w karmionych
alkoholem, z drugiej za$ - zwicksza¢ uszkodzenia watroby spowodowane przez
etanol [11].

7. Sildenafil i stres oksydacyjny

Cytrynian sildenafilu hamuje produkcj¢ rodnikéw ponadtlenkowych
w mitochondriach poprzez zwigkszenie poziomu cGMP i blokowanie ekspres;ji
oksydazy NADPH. Regulowanie st¢zenia cGMP we krwi przez leczenie
cytrynianem sildenafilu moze obniza¢ produkcje ROS (reaktywne formy tlenu,
ang. reactive oxygen species) w mitochondriach. Dawka 100 mg cytrynianu
sildenafilu  chroni przed stresem oksydacyjnym poprzez hamowanie
wytwarzania wolnych rodnikdw oraz przez wspieranie antyoksydacyjnych
uktadéw redox [20]. Ponadto sildenafil jest pomocny w leczeniu chordb
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zapalnych jelit (IBD, ang. inflammatory bowel disease), co prawdopodobnie
zalezy od jego wtasciwosci antyoksydacyjnych zwigzanych ze zwickszeniem
poziomu cGMP [21].

Dane przedstawione przez Taibi i wspotpracownikow sugerujg, ze sildenafil
ma ochronny wptyw na komorki nabtonka, co jest skutkiem hamowania
oksydazy ksantynowej (XO, ang. xanthine oxidase) i wynikiem obnizenia
produkcji wolnych rodnikéw, ktéore moga wpltywaé na ekspresje oksydazy
NADPH i PDES [22].

8. Podsumowanie

Sildenafil jest lekiem powszechnie stosowanym m.in. w leczeniu zaburzen
erekcji oraz w nadci$nieniu ptucnym. Nie mniej jednak wyniki niektérych badan
wskazuja, ze zwiazek ten posiada wiasciwos$ci, ktore moglyby by¢ skuteczne
w leczeniu wtoknienia lub poprawie funkcjonowania i regeneracji watroby, stad
sildenafil moze sta¢ obiecujacym lekiem takze w terapii choréb watroby o réznej
etiologii.
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Wplyw etanolu i sildenafilu na watrobe

Streszczenie

Cytrynian sildenafilu (Viagra®) jest pierwszym i powszechnie Stosowanym inhibitorem
fosfodiesterazy 5 (PDES) zatwierdzonym do leczenia zaburzen erekcji. Lek ten jest takze
stosowany w leczeniu ostrego i przewleklego tetniczego nadcisnienia ptucnego PAH. Cytrynian
sildenafilu nasila aktywno$¢ tlenku azotu (NO) poprzez blokowanie rozpadu cGMP do 5'-GMP
wywotanego przez PDES, co skutkuje rozluznieniem migsni gladkich, w szczegdlnosci
W naczyniach plucnych i ciatach jamistych pracia. Tlenek azotu odgrywa wazna role w regulacji
przeptywu zatokowego krwi oraz napigcia naczyniowego, co jest istotne w transplantacji watroby,
uszkodzeniu niedokrwienno-reperfuzyjnym, zwtdknieniu oraz marskosci. Ponadto NO ma znaczny
wpltyw na prawodlowe funkcjonowanie i regeneracj¢ watroby. W niniejszym artykule omowione
zostalo zastosowanie, mechanizm dzialania i metabolizm leku oraz jego wptyw na watrobg.
Zwrocono rowniez uwage na role sildenafilu w sytuacjach naduzywania alkoholu oraz w warun-
kach stresu oksydacyjnego.

Stowa kluczowe: Viagra®, cytrynian sildenafilu, watroba, NO, PDES, cGMP

Influence of ethanol and sildenafil on the liver

Abstract

Sildenafil citrate (Viagra®) is first and commonly used phosphodiesterase-5 (PDE5) inhibitor,
approved for the treatment of erectile dysfunction. This drug is also used in treatment of acute
and chronic pulmonary arterial hypertension PAH. It enhances the effects of nitric oxide (NO)
by selectively inhibiting the breakdown of cGMP to 5'-GMP by PDEDS, resulting in enhanced
vascular smooth muscle relaxation, in particular in the pulmonary vessels and corpus cavernosum.
Nitric oxide plays an important role in regulation of sinusoidal blood flow and vascular tone,
which are significant in liver transplantation, ischemia—reperfusion injury, liver fibrosis
and cirrhosis. Moreover, it has been demonstrated that NO plays an important role in the proper
function and regeneration of the liver. In this paper we discussed the application, mechanism and
metabolism of the drug and its effects on the liver. We also paid attention to the role of sildenafil
during alcohol abusing and oxidative stress.

Keywords: Viagra®, sildenafil citrate, liver, NO, PDES5, cGMP
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