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Piotr Kopinski

WPROWADZENIE

Prezentowany Czytelnikom numer ,Panstwa i Spoteczenstwa”, zajmujacy sie
zagadnieniami medycyny i zdrowia publicznego, zawiera trzy prace oryginalne,
sze$¢ pogladowych ijeden opis przypadku. Dodatkowo zamieszczono sprawoz-
dania, w tym - w pierwszej kolejnosci - z konferencji ,,Panstwo, Gospodarka,
Spoteczenstwo”, ktéra odbyta sie w Krakowskiej Akademii im. Andrzeja Frycza
Modrzewskiego w dniach 11-12 czerwca 2018 r. W ramach swej aktywnosci na-
ukowej Wydziat Lekarski i Nauk o Zdrowiu zaopiekowat sie sesjg pt. ,,Postepo-
wanie w chorobach rzadkich”, tj. tematykg o bardzo istotnych walorach rozwojo-
wych w $wietle popularnych haset o indywidualizacji terapii w wielu dziedzinach
klinicznych.

Wszystkie trzy prace badawcze, zgodnie z klasyfikacjg, zawierajg orygi-
nalne i potencjalnie wazne wyniki. Zesp6t Cierniak i wsp. wykazat mozliwos¢
zmniejszenia toksycznosci standardowej terapii cytostatykami w leczeniu prze-
wlekitej biataczki szpikowej w drodze suplementacji pospolitym polifenolem
zawartym w herbacie (galusanem epigalloketechiny). Wedrowska i wsp. zapre-
zentowali profil immunocytologiczny ptynu stawowego w reumatoidalnym zapa-
leniu stawow i podali wstepne dane o modyfikacji tego profilu przez standardowe
leczenie. Z kolei z pracy Stapinskiej i wsp. wynikty ciekawe wnioski dotyczace
standaryzacji ambulatoryjnych pomiaréw cisnienia tetniczego krwi w populacji
chorych z pierwotnym nadci$nieniem tetniczym, przy czym - jak wykazali auto-
rzy - na zmienno$¢ obserwowanych wynikow wptywa wspétwystepowanie in-
nych przewlektych choréb w przebadanej populacji.
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Prace poglagdowe rozpoczyna niezwykle nowoczesna publikacja podsu-
mowujgca najnowsze techniki leczenia stozka rogdwki, a wiec czerpigca z po-
granicza kliniki okulistycznej i zdrowia publicznego. Kolejna zespotowa praca
podsumowuje aktualng i wazng dla klinicystdbw wiedze o dziataniach ubocz-
nych w stosowaniu niesteroidowych lekdw przeciwzapalnych (temat ten ma by¢
przez zesp6t autorski kontynuowany). Stanowiacy przedmiot sporéw problem
podawania megadawek witaminy C w ztosliwych chorobach nowotworowych
i niektérych stanach zakaznych przedyskutowano w odrebnej pracy pogladowej,
z przytoczeniem ciekawych danych, wtasciwie podsumowanych umotywowany-
mi wnioskami. Odlegle z pracg tg tgczy sie kolejna publikacja, tym razem z po-
granicza genetyki i gerontologii: tytutowa ,,fontanna mtodosci”jest tu pretekstem
do omowienia genetycznych uwarunkowan procesu starzenia. Te grupe prac za-
myka cenna pozycja o zatruciach grzybami jadalnymi. Otéz nalezy podkresli¢,
ze jest to zjawisko dotagd w medycynie nazbyt niedoktadnie przebadane, za$ ze
wzgledu na lekcewazenie problemu pozycji literaturowych w tym zakresie prak-
tycznie brak. Wspomniana praca dobrze wypeitnia te luke.

Opis przypadku dotyczy odzyskiwania funkcji neurologicznych (koriczyn
dolnych) przez chorego z uszkodzeniem poprzecznym rdzenia kregowego, moz-
liwego dzieki zastosowaniu komorek macierzystych. Jest to juz typowa medy-
cyna XXI wieku i zyczylibySmy sobie, by korzystny efekt terapeutyczny w tym
dotychczas nieuleczalnym stanie udato sie powtdrzy¢ autorom w wigkszej grupie
pacjentow.
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Streszczenie

Wprowadzenie: Sktadnik zielonej herbaty - galusan epigallokatechiny (EGCG) - zna-
ny jest ze swoich wtasciwos$ci chemoprewencyjnych i chemoterapeutycznych. Wykazuje
silne wiasciwosci antyoksydacyjne i przeciwzapalne, a w stosunku do komérek nowo-
tworowych - dziatanie antyproliferacyjne lub proapoptotyczne. Etopozyd jest jednym
z najczesciej stosowanych lekéw przeciwnowotworowych, wywotujagcym jednak wiele
skutkéw ubocznych.

Materialy i metody: W eksperymentach in vitro badano potencjalng role EGCG w terapii
skojarzonej z etopozydem w leczeniu przewlektej biataczki szpikowej. Komaorki ustalo-
nej linii biataczkowej K562 poddano dziataniu etopozydu i/lub EGCG w celu okreslenia
wpltywu EGCG na przezywalno$¢é komoérek, poziom uszkodzen DNA oraz czesto$¢ pro-
cesu apoptozy. Poziom uszkodzen DNA mierzono przy pomocy elektroforezy pojedyn-
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czych komorek w zelu agarozowym (test kometowy), natomiast apoptoze oceniano pod
mikroskopem fluorescencyjnym z uzyciem barwnika Hoechst 33342.

Wyniki:Uzyskane wyniki badan wskazujg, ze EGCG w stezeniu 50 i 100 uwrazliwia
komorki biataczkowe na cytotoksyczne dziatanie etopozydu, zwiekszajac poziom uszko-
dzenn DNA i czesto$¢ apoptozy.

Whioski: Dane wskazuja, ze galusan epigallokatechiny moze si¢ okaza¢ skutecznym poli-
fenolem w terapii skojarzonej z etopozydem w leczeniu przewlektej biataczki szpikowe;.

Stowa kluczowe: apoptoza, EGCG, etopozyd, przewlekta biataczka szpikowa, uszkodze-
nia DNA

Wprowadzenie

Galusan epigallokatechiny

Galusan epigallokatechiny (EGCG, ang. (-)-epigallocatechin-3-gallate) nale-
zy do grupy flawonoiddw okre$lanych mianem katechin. Wystepuje on w na-
poju otrzymywanym z lisci krzewdéw herbacianych Camellia sinensis, czyli
w herbacie - drugim po wodzie najczesciej spozywanym ptynem na Swiecie.
Z wszystkich rodzajow herbat odmiana zielona zostata najlepiej poznana i prze-
badana pod wzgledem swoich wiasciwos$ci chemoprewencyjnych oraz chemote-
rapeutycznych [1]. Pozytywny wptyw zielonej herbaty na zdrowie jest zwigzany
gtéwnie z obecnoscig zwigzkdw polifenolowych, m.in. flawonoidéw. W lisciach
herbaty okoto 36% suchej masy stanowig flawonoidy, sposrod ktorych az 80%
to katechiny, takie jak: galusan epigallokatechiny (EGCG, ang. (-)-epigalloca-
techin-3-gallate), galusan epikatechiny (ECG, ang. (-)-epicatechin-3-gallate),
epigallokatechina (EGC, ang. (-)-epigallocatechin) oraz epikatechina (EC, ang.
(-)-epicatechin). Sugeruje sie, ze to wasnie galusan epigallokatechiny odpo-
wiada za lecznicze witasciwosci zielonej herbaty. Badania in vivo dowodza, ze
najwyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjna we krwi jest obserwowana po 30-50 mi-
nutach od wypicia herbaty. Galusan epigallokatechiny jest okoto 100 razy bar-
dziej skuteczny od witaminy C i 25 razy bardziej efektywny niz witamina E pod
wzgledem ochrony komorek i DNA przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. Poli-
fenol ten dziata przeciwutleniajgco dwa razy silniej od resweratrolu wystepuja-
cego w czerwonym winie [2].

Wiasciwosci profilaktyczne i ochronne EGCG sa znane w medycynie od
lat. Galusan epigallokatechiny zmniejsza uszkodzenia skéry o podtozu zapalnym,
spowodowane promieniowaniem UV [3,4]. Podczas gdy komorki odpornoscio-
we indukujg procesy zapalne wskutek wzmozonej produkcji reaktywnych form
tlenu (RFT), to EGCG dziata przeciwzapalnie, gdyz hamuje produkcje wolnych
rodnikow [3,4].

Jak wykazujg liczne badania, podawanie EGCG moze sta¢ sie réwniez
atrakcyjnym sposobem na zwiekszenie skutecznosci leczenia [1,5] oraz reduk-
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cje czestotliwosci wystepowania chorob uktadu krazenia i nowotworéw [6].
Polifenole obecne w zielonej herbacie, szczegdlnie EGCG, mogg uczestniczyé
w blokowaniu syntezy zwigzkéw toksycznych, np. nitrozoamin, powstajgcych
wskutek spozywania wedzonych potraw miesnych, wychwytywaniu wolnych
rodnikdw lub ograniczeniu ich aktywacji, inhibicji peroksydacji zwigzkow lipi-
dowych, wzmozeniu aktywnos$ci enzymow unieszkodliwiajgcych dziatanie wol-
nych rodnikow, jak np. peroksydaza glutationowa i katalaza [1,7].

Jednym z najwazniejszych mechanizméw odpowiedzialnych za antypro-
liferacyjne wiasciwosci flawonoidéw jest zatrzymanie cyklu komorkowego,
wskutek blokowania replikacji DNA. Galusan epigallokatechiny - podobnie jak
epigallokatechina, mirycetyna i kwercetyna - zatrzymuje dziatanie topoizomera-
zy |1, gdy tworzy ona kompleks enzym-DNA [8]. Moze to wéwczas prowadzic¢
do powstania aberracji chromosomowej i indukcji apoptozy [9].

Zgodnie z badaniami przeprowadzonymi przez Bandele’a i Osheroffa oko-
to ~25 yM/mL ekstraktu zielonej herbaty zawiera ~20-30 yuM EGCG, ktory silnie
wplywa aktywnos¢ topoizomerazy Il oraz przecinanie tancuchéw polinukleoty-
dowych DNA. Po wypiciu okoto trzech filizanek zielonej herbaty stezenie EGCG
w ludzkim osoczu oraz probkach $liny osiaga odpowiednio 4 uM i 48 uM [6].

Wieksza cze$¢ galusanu epigallokatechiny, zanim zostanie wchtonieta zje-
lita, ulega przemianom pod wptywem esterazy katecholowej bakterii jelitowych.
Metabolity, gtdwnie glukuroniany i siarczany, maja niezmieniong strukture ugru-
powarn odpowiedzialnych za aktywno$¢ przeciwutleniajgcg tych zwigzkéw i wy-
kazuja wiasciwosci antyoksydacyjne podobne do witasciwosci niezmienionych
flawonoidow [10].

Etopozyd
Etopozyd, pétsyntetyczna pochodna podofilotoksyny, jest stosowany jako $rodek
przeciwmitotyczny. Mechanizm dziatania etopozydu opiera sie na inhibicji topo-
izomerazy Il, przez co indukuje peknieciajedno- i dwuniciowe DNA. Etopozyd
pobudza réwniez wewnatrzkomérkowe powstawanie wolnych rodnikéw oraz
hamuje wbudowywanie tymidyny do DNA. Nalezy do lekéw fazowo-specyficz-
nych o najsilniejszym dziataniu w fazach Si G2 cyklu komorkowego [11].
Obecnie etopozyd jestjednym z najczesciej stosowanych lekéw przeciw-
nowotworowych [12]. Jest lekiem pierwszego rzutu w leczeniu biataczek, raka
drobnokomdrkowego ptuc, raka jadra, ziarnicy ztosliwej, chtoniakdw nieziarni-
czych oraz miesaka Kaposiego [11-14]. Lek ten jest rowniez stosowany w przy-
gotowaniu chorych do przeszczepu szpiku kostnego [13]. W terapii moze byé
stosowany samodzielnie lub w leczeniu skojarzonym z innymi cytostatykami
lub radioterapig. Leczenie skojarzone w przypadku etopozydu ma na celu wyeli-
minowanie komdrek, ktore wyksztatcity opornos¢ na lek [11,13]. Etopozyd, jak
wszystkie leki stosowane w terapii nowotwordw, powoduje wiele dziatan niepo-
zadanych. NajczeSciej wystepuja: zapalenie wokét miejsca wlewu, dolegliwosci
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zotadkowo-jelitowe (utrata apetytu, nudnosci i wymioty), utrata wioséw. U wielu
chorych poddanych terapii etopozydem odnotowuje sie przejSciowy spadek licz-
by krwinek, co prowadzi do typowych dziatan ubocznych, tj. zwiekszonego ry-
zyka infekcji z powodu spadku liczby krwinek biatych, objawy niedokrwistosci
(spadek liczby erytrocytow) oraz objawy skazy krwotocznej matoptytkowej [15].

Przeciwutleniacze w chemioterapii

W terapii onkologicznej bardzo powaznym problemem sg dziatania uboczne
wywotywane przez leki przeciwnowotworowe. Nadziejg na ich ztagodzenie jest
terapia skojarzona. Do zwigzkéw uwzglednianych w tego rodzaju terapii naleza
antyutleniacze, poniewaz wiele lekéw stosowanych w chemioterapii powoduje
wzrost produkcji reaktywnych form tlenu oraz spadek poziomu przeciwutlenia-
czy w zwigzku z indukowaniem stresu oksydacyjnego [16-20].

Stres oksydacyjny moze by¢ wywotany wieloma czynnikami. W bada-
niach in vitro wykazano, ze neutrofile chorych poddanych chemioterapii pro-
dukujg wiecej nadtlenku wodoru i anionéw ponadtlenkowych w poréwnaniu
z neutrofilami izolowanymi od os6b zdrowych [17]. Intensywna chemioterapia
z udziatem cytostatyku, jakim jest etopozyd, poprzedzajgca przeszczep szpiku
kostnego, powoduje gwattowny spadek poziomu przeciwutleniaczy w organi-
zmie oraz wzrost ryzyka uszkodzen struktur komérkowych i DNA przez RFT.
Sytuacjataka ma miejsce w szczegolnosci, gdy w komorkach dochodzi do niedo-
boru witaminy C - podstawowego zmiatacza wolnych rodnikéw [16,21]. Jezeli
uszkodzenia materiatu genetycznego nie zostang naprawione, mogg prowadzic¢
do transformacji nowotworowej [22], w tym rozwoju biataczek lekozaleznych
[23]. Jednak najczestszym zdarzeniem jest kierowanie komdrek na droge apop-
tozy [24].

Podczas leczenia etopozydem dochodzi do silnej mielosupresji. Cytotok-
syczne dziatanie lekdéw blokuje powstawanie, podziat i dojrzewanie rozwijajg-
cych sie komorek krwi, czego konsekwencjgjest niedobor erytrocytéw (anemia)
i leukocytéw, a w szczegoInosci neutrofili (neutropenia), monocytéw (monocy-
topenia) oraz ptytek krwi (trombocytopenia) [25]. Mielosupresja wywotana eto-
pozydem wydaje sie by¢ zwigzana nie tylko z jego predyspozycjg do hamowa-
nia topoizomerazy Il, ale réwniez z wysokga aktywnoscia peroksydaz takich jak
mieloperoksydaza w komorkach szpiku kostnego. Aktywnos$¢ mieloperoksydazy
w zroznicowanych komorkach granulocytéw powoduje utlenianie etopozydu
i generowanie rodnikéw fenoksylowych [24,26].

W zwigzku z tym usuwanie reaktywnych form tlenu przez przeciwutle-
niacze mogtoby ograniczy¢ neutropenie poprzez dziatanie ochronne na neutro-
file, ktorych czas zycia zalezny jest od RFT. Stosowanie zwigzkow o0 dziataniu
przeciwutleniajgcym wymaga jednak duzej ostroznosci, poniewaz wytwarzanie
RFT w czasie metabolizmu wielu lekow przeciwnowotworowych jest jednym
z najwazniejszych elementdw ich cytotoksycznej aktywnosci. Dlatego stosowa-
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nie przeciwutleniaczy jako terapii wspomagajgcej budzi obawy. Jednak w sytu-
acji, gdy reaktywne formy tlenu sg wytwarzane jako skutek uboczny metaboli-
zmu lekéw, wprowadzenie terapii antyoksydacyjnej budzi nadzieje jako strategia
ochrony komorek prawidtowych [18, 26-28].

Materiaty i metody

Celem badan byto okreslenie wptywu flawonoidu wystepujgcego w zielonej
herbacie: galusanu epigallokatechiny oraz cytostatyku, jakim jest etopozyd, na
zywotno$¢ komorek, ilos¢ uszkodzeh DNA i proces apoptozy w komoérkach bia-
taczkowych K562. W przeprowadzonych badaniach postuzono sie linig komor-
kowg K562 dostarczong przez European Collection of Cell Cultures (ECACC).
Komorki pochodzity od 53-letniej kobiety rasy kaukaskiej chorujgcej na prze-
wlekig biataczke szpikowg (CML, ang. chronic myelogenous leukemia).

Hodowla komérek K-562

Komorki K-562 hodowano w zawiesinie o gestosci 5x 109ml w pozywce RPMI
1640 z dodatkiem 10% ptodowej surowicy cielecej (FBS, fetal bovine serum)
oraz antybiotykow: penicyliny (100 U/ml) i streptomycyny (100 ~g/ml). Hodow-
le prowadzono w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajgcej 5% CO2o0 wil-
gotnosci 95%, zmieniajac ptyn hodowlany co 48 godzin. Wszystkie eksperymen-
ty wykonywano w fazie logarytmicznego wzrostu komorek.

Ocena zywotnosci komérek

W celu zbadaniawptywu EGCG (Merck, Niemcy) i/lub etopozydu (Merck, Niem-
cy) na zywotno$¢ komorek przeprowadzono réznicowe barwienie fluorescencyj-
ne, w ktérym pod wptywem dwuoctanu fluoresceiny komaorki zywe barwig sie na
kolor zielony, a bromek etydyny wybarwia komdrki martwe na pomaranczowo,
co zaprezentowano na rycinie 1. Komadrki K562 o gestosci 5x109ml inkubowano
przez 1, 4, 24 oraz 48 godzin z galusanem epigallokatechiny w stezeniach od 0
do 100 M i/lub z 0,5 M etopozydem, dodanym na ostatnig godzine inkubacji.
Nastepnie komorki odwirowano, zawieszono w 30 1 PBS po czym potgczono
w proporcji 1:1 z mieszaning dwuoctanu fluoresceiny o stezeniu 5 mg/ml w ace-
tonie, bromku etydyny o stezeniu 200 ~g/ml w PBS i PBS bez Ca2i Mg2 Pre-
paraty analizowano w mikroskopii fluorescencyjnej (Olympus 1X50, Olympus,
Japonia) z uzyciem niebieskiego filtra, liczagc 500 losowo wybranych komdrek
w kazdym preparacie. Zliczano wyniki z trzech niezaleznych eksperymentéw.

Badanie uszkodzeh DNA napoziomie pojedynczej komarki - test kometowy
Metoda elektroforezy pojedynczych komérek w zelu agarozowym, czyli test
kometowy (ang. comet assay) stuzy do oceny uszkodzenn DNA jadrowego na
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Rycina 1 Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powiekszenie x 100)
przedstawiajgcy komorki zywe - Swiecgce na zielono oraz komorki
martwe - $wiecgce na czerwono

Rycina 2. Obraz z mikroskopu fluorescencyjnego (powiekszenie x 400).
Strzatka wskazuje komorke apoptotyczng z widocznymi ciatkami
apoptotycznymi
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poziomie pojedynczej komérki. Nieuszkodzone DNA jadrowe po zastosowaniu
alkalicznej lizy nie jest podatne na migracje w polu elektrycznym. Natomiast
jesli doszto do uszkodzenia DNA, w czasie elektroforezy pekniete fragmenty
migrujg, aw preparatach pod mikroskopem fluorescencyjnym widoczny jest cha-
rakterystyczny obraz przypominajacy komete. Intensywnos¢ fluorescencji ogo-
na komety odzwierciedla ilo$¢ uszkodzeri DNA w jadrze, ktora jest wyrazana
jako % uszkodzen DNA w pojedynczej komorce.

W przeprowadzonych doswiadczeniach komérki K562 o gestosci
5x 109ml inkubowano przez 1, 4 oraz 24 godziny z galusanem epigallokatechiny
w stezeniach: 0, 10, 50 i 100 M i/lub 0,5 "M etopozydem. Nastepnie komdrki
odwirowano w PBS w warunkach: 4°C, 5 min., 230 x g (1200 rpm) i zawie-
szono w 50 ~l PBS bez Ca2+i Mg2+ Do zawiesiny komdrek dodawano agaroze
0 obnizonej temperaturze topnienia (LMPA, ang. Low Melting Point Agarose).
Na wczesniej przygotowane szkietka podstawowe pokryte agarozg o normalnej
temperaturze topnienia (NMPA, ang. Normal Melting Point Agarose) naktadano
po 85 7l zawiesiny komorek i przykrywano szkietkiem nakrywkowym. Po za-
stygnieciu agarozy i zdjeciu szkietek nakrywkowych preparaty zanurzano w al-
kalicznym buforze lizujagcym (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 10%
DMSO, 1% Triton X-100, pH=10) i pozostawiano w ciemnosci, w temperaturze
4°C, naconajmniej 16 godzin. Po zakoriczeniu lizy preparaty dwukrotnie ptukano
buforem neutralizujgcym (0,4 M Tris pH=7.5) oraz uktadano na 40 minut w apa-
racie do elektroforezy, zawierajagcym silnie alkaliczny bufor (300 mM NaOH,
1mM EDTA, pH>13). Po tym czasie prowadzono elektroforeze przez 30 minut
przy napieciu 0,74 V/cm i natezeniu 300 mA. Nastepnie preparaty ptukano trzy-
krotnie buforem neutralizujagcym (0,4 M Tris, pH=7.5) oraz zanurzano na 5 mi-
nutw zimnym metanolu. Bezposrednio przed analizg szkietka inkubowano przez
5 minut w wodzie destylowanej oraz barwiono jodkiem propidyny (2,5 ~g/ml).
Pomiaréw dokonano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Olympus 1X 50
z wykorzystaniem zielonego filtra oraz kamery CCD. Analiza uszkodzen DNA
zostata przeprowadzona w programie Comet Assay 2.6 (Theta System GmbH,
Niemcy) okreslajgcym stopien uszkodzenia komorek. Wszystkie eksperymenty
wykonano w trzech, niezaleznych powtérzeniach, za$ z kazdego preparatu ana-
lizowano po 100 komdrek. W dalszej analizie postuzono sie % DNA zawartym
w ,,0gonie komety”.

Oznaczenie komdrek apoptotycznych z uzyciem barwnika Hoechst 33342

w mikroskopiifluorescencyjnej

Apoptoza, czyli programowana $mieré komorki, jest wysoce zorganizowanym,
kontrolowanym genetycznie procesem fizjologicznym prowadzacym do elimi-
nacji komaérek. Apoptoza stuzy utrzymaniu statej liczby komorek w tkankach
1 narzagdach oraz pomaga usuwac zbyteczne lub uszkodzone komorki. Jest to
kluczowy proces w eliminacji komdrek nowotworowych. Na poziomie morfolo-
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gicznym komarki apoptotyczne wyraznie roznig sie od zdrowych: widocznajest
kondensacja chromatyny, fragmentacja DNA na odcinki wielkosci okoto 180 par
zasad lub ich wielokrotnosci oraz formowanie ciatek apoptotycznych - struktur
zawierajacych organelle i fragmenty chromosomow otoczonych btong komorko-
wg. Za pomocg barwienia fluorescencyjnego mozliwe jest odréznienie komorek
prawidtowych od tych, ktére weszty w apoptoze, poniewaz w ich przypadku za-
miast jadra komdrkowego w obrazie z mikroskopu fluorescencyjnego widoczne
sgjasno Swiecgce ciatka apoptotyczne zaprezentowane na rycinie 2.

Komorki w zawiesinie o gestosci 5 x 109ml wysiewano na 24-dotkowa
ptytke i dodawano galusan epigallokatechiny w stezeniu z zakresu 0-100
i/lub etopozyd w stezeniu 0,5 *M. Plytki pozostawiano do inkubacji w cieplarce
w 37°C i 5% CO2na 1, 24 lub 48 godzin. Nastepnie komorki dwukrotnie odwi-
rowano w PBS w warunkach: 230 x g (1200 rpm), 5 minut, 4°C i dodano 100
barwnika (1*g/ml Hoechst 33342 w 3,7% paraformaldehydzie w PBS). Analize
wykonano w mikroskopie fluorescencyjnym, liczac za pomocg licznika hema-
tologicznego procentowy udziat komdrek apoptotycznych w 500 przypadkowo
napotkanych komorkach. Jako apoptotyczne przyjmowano komorki, w ktorych
widoczne byty ciatka apoptotyczne oraz wykazywaty intensywng, niebieskg flu-
orescencje.

Analiza statystyczna

Analizy statystycznej wynikéw testu kometowego dokonano w programie Stati-
stica 12,0 (StatSoft Polska), uzywajac testu ANOVA popartego analizg post-hoc
Tukeya (HSD). Wyniki przedstawiono w postaci $rednich grupowych, stupki bte-
déw oznaczajg 1,96SE (btedu standardowego). Réznice przy p < 0,05 przyjeto za
istotne statystycznie. W przypadku oceny istotnosci wynikéw pomiaru zywotno-
$ci oraz apoptozy zastosowano test t-studenta.

Wyniki

Wplyw EGCG i/lub etopozydu na zywotno$¢ komorek K562
Wykazano, ze wraz ze wzrostem stezenia EGCG zmniejsza sie odsetek komorek
zywych. Rédwnoczesna inkubacja komorek K562 z etopozydem i EGCG powo-
duje istotne statystycznie zmniejszenie odsetka komérek zywych, ale tylko dla
wyzszych stezen tego polifenolu, tj. 50 i 100 M EGCG. Nie wykazano istotnych
statystycznie roznic pomiedzy czasem inkubacji wynoszacym 1 lub 4 godziny
dla wszystkich badanych stezen i zwigzkow. Wyniki przedstawiono na rycinie 3.
Aby sprawdzi¢, czy wcze$niejsza inkubacja komoérek K562 z EGCG
uwrazliwia je na dziatanie etopozydu, komorki traktowano przez 23 lub 47 go-
dzin z EGCG, a nastepnie najedng (ostatnig) godzine dodawano etopozyd w ste-
zeniu 0,5 *M. Wyniki przedstawiono na rycinie 4. Wykazano, ze wraz z wydtuze-
niem czasu inkubacji do 24 i 48 godzin zmniejsza sie odsetek komérek zywych,
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Rycina 3. Wptyw galusanu epigallokatechiny (EGCG) w zakresie stezen
0-100 i/lub 0,5 etopozydu (E) na zywotno$¢ komorek K562
po 1i4 godzinach inkubacji z badanymi zwigzkami. K-kontrola;
1-100 EGCG - 1-100 "M EGCG; 0,5E - 0,5 M E. * - istotnos¢
statystyczna (p<0,05) w stosunku do kontroli; ** - istotno$é
statystyczna (p<0,05) w stosunku do 0,5 "M etopozydu

traktowanych EGCG w sposob zalezny od zastosowanej dawki. Wcze$niejsza
inkubacja komérek K562 uwrazliwia je na dziatanie etopozydu. Zaobserwowa-
ny wzrost odsetka komérek martwych po 24 i 48 godzinach inkubacji z EGCG
i jednogodzinnej rownoczesnej inkubacji z 0,5 "M etopozydem wynika raczej
z silnego dziatania galusanu niz etopozydu. Jednocze$nie moze to $wiadczy¢
o tym, ze wczesniejsza i dtugotrwata (do 48 godzin) ekspozycja komérek K562
na dziatanie niskich dawek EGCG (tj. 1i 10 ~M) nie zmniejsza skutecznosci
cytostatycznego dziatania tego leku.

Wplyw EGCG na uszkodzenia DNA w komérkach K562

Galusan epigallokatechiny w stezeniach 50 i 100 M powoduje istotny staty-
stycznie wzrost poziomu uszkodzen DNA w komdrkach linii K562, ale tylko po
jednogodzinnej inkubacji z tym polifenolem. Efektu tego nie wykazano wydtu-
zajac czas inkubacji z EGCG do 24 godzin. Ponadto zaobserwowano, ze wyzszy
poziom uszkodzen wystepuje po jednogodzinnej inkubacji komérek z EGCG niz
po 24-godzinnej inkubacji, co moze wskazywaé, ze zainicjowane przez EGCG
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Rycina 4. Wptyw galusanu epigallokatechiny (EGCG) w zakresie stezeft 0-100
na zywotnos¢ komdrek K562 po 24 i 48 godzinach inkubacji

oraz 23 i 47 godzinach inkubacji z EGCG w zakresie stezen 0-100
AM i rownoczesnej jednogodzinnej inkubacji z 0,5 *M etopozydem.
K-kontrola; 1-100 EGCG - 1-100 "M EGCG; 0,5E 1h- 0,5 "M
E; 1-100 EGCG + 0,5 E 1h- 1-100 "M EGCG 23 lub 47 hi 0,5
"M E 1h (ostatnia godzina inkubacji). * - istotno$¢ statystyczna
(p<0,05) w stosunku do kontroli; ** - istotnos¢ statystyczna (p<0,05)
w stosunku do 0,5 "M etopozydu.

uszkodzenia sa po pewnym czasie (w tym wypadku 24 godziny) naprawiane
przez komérki K562. Wyniki przedstawiono na rycinie 5.

W dalszej kolejnosci sprawdzono, czy réwnoczesna inkubacja komorek
K562 z EGCG w zakresie stezen 0-100 “M i etopozydem w stezeniu 0,5 "M
przez okres jednej godziny wptywa na poziom indukowanych uszkodzen DNA.
Wyniki przedstawiono na rycinie 5. Etopozyd w stezeniu 0,5 "M przez okres
jednej godziny powoduje istotny statystycznie wzrost poziomu uszkodzen DNA.
Rownoczesna inkubacja komorek K562 z 0,5 "M etopozydem i EGCG w steze-
niach 1i 10 *M nie powoduje istotnych statystycznie zmian w poziomie uszko-
dzen DNA. Co wazne, te zakresy stezen nie zmniejszaja tez poziomu uszkodzen
DNA wywotanych cytostatykiem. Natomiast jednoczesna inkubacja z 0,5 "M
etopozydem oraz z 50 lub 100 *M EGCG powoduje istotny statystycznie wzrost
poziomu uszkodzen DNA w stosunku do dziatania samego etopozydu.
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Rycina 5. Wptyw galusanu epigallokatechiny i/lub etopozydu na uszkodzenia
DNA w komorkach linii K562 po 1- i 24-godzinnej inkubacji. Komarki
K562 inkubowano z EGCG w stezeniu 1-100 (1-100 EGCG) przez
1lub 24 godziny bez lub w obecnosci 0,5 *M etopozydu dodawanego
najedng (ostatnig) godzine inkubacji (1-100 EGCG + 0,5 E). Wyniki
reprezentuja Srednie wartosci z trzech do$wiadczen. Na wykresie
oznaczono réznice istotne statystycznie (p<0,05) wzgledem proby
kontrolnej (K) (*) oraz etopozydu (0,5"M) (0.5E)(**)

Nastepnie sprawdzono, czy wczesniejsza inkubacja komdérek K562 z galu-
sanem epigallokatechiny uwrazliwiaje na dziatanie cytostatyku, jakim jest etopo-
zyd. Wykazano, ze ekspozycja komorek K562 na 23-godzinne dziatanie EGCG
nie uwrazliwia tych komorek na pozniejsze jednogodzinne dziatanie etopozy-
du - nie wykazano istotnych statystycznie zmian w poziomie uszkodzeri DNA.
Co wazne, polifenol ten nie zmniejsza/obniza dziatania cytostatyku, co odzwier-
ciedlato sie w takim samym poziomie uszkodzeri DNA po dziataniu etopozy-
du (17%), jak i po dziataniu EGCG (we wszystkich badanych zakresach stezen)
i etopozydu (uszkodzenia DNA na poziomie 16-19%).

Apoptoza

Wykazano, ze 24-godzinna inkubacja komérek K562 z EGCG w stezeniach 50
i 100 "M powoduje istotny statystycznie wzrost odsetka komoérek apoptotycz-
nych. Wydtuzenie czasu inkubacji do 48 godzin wzmacnia ten proapoptotyczny
efekt dziatania EGCG poprzez dalszy wzrost liczby komdrek z widocznymi ciat-
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kami apoptotycznymi. Wczesniejsza, tj. 23- lub 47-godzinna inkubacja komdrek
biataczkowych z EGCG w wyzszych stezeniach (tj. 50 i 100 “M) uwrazliwia
je na pozniejsze jednogodzinne dziatanie etopozydu - zaobserwowano istotny
wzrost odsetka komorek apoptotycznych. Wyniki przedstawiono na rycinie 6.

Rycina 6. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem EGCG oraz EGCG i 0,5 "M
etopozydem, a odsetkiem komorek apoptotycznych po 1, 24 i 48
godzinach inkubacji. Komdrki K562 inkubowano z EGCG w stezeniu
0-100"M (0-100 EGCQG) przez 1, 23 lub 47 godzin, a nastepnie
dodawano etopozyd w stezeniu 0,5 *M (0,5E) najedng godzine.
Eksperyment wykonano w trzech niezaleznych powtérzeniach.

Na wykresie oznaczono (*) réznice istotne statystycznie (p<0,05)
wzgledem proby kontrolnej (K) oraz wzgledem etopozydu (**)

Dyskusja

W leczeniu nowotworéw chemioterapia jest ciggle najczesciej stosowang meto-
dg. W ostatnich latach badacze coraz czesciej skupiajg sie na tzw. terapii wspo-
maganej z zastosowaniem réznego typu zwigzkdw, gtdwnie o charakterze anty-
oksydacyjnym, w tym flawonoidoéw i innych polifenoli. W przeprowadzonych
eksperymentach postanowiono sprawdzi¢, czy sktadnik zielonej herbaty - galu-
san epigallokatechiny - moze okaza¢ sie skuteczny w terapii skojarzonej z eto-
pozydem w przypadku leczenia przewlektej biataczki szpikowej. Zastosowane
w badaniach stezenia galusanu epigallokatechiny oraz etopozydu obejmowaty
jedynie zakres zblizony do stezen, ktore osiggane sag w organizmie. Stezenie eto-
pozydu osiggane w osoczu w zaleznosci od uzytego schematu leczenia waha sie
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pomiedzy 0,2-150 [29]. W przeprowadzonych eksperymentach uzyto steze-
nia leku 0,5 *M, ktore pozwala osiggna¢ dobre efekty terapeutyczne przy jego
najmniejszej toksycznosci. W przypadku galusanu epigallokatechiny uzyto row-
niez stezen (1-100 ~M), ktoére mozliwe sg do osiagniecia we krwi po wypiciu
zielonej herbaty lub zazyciu suplementéw wzbogaconych EGCG [6].

Wplyw EGCG na zywotnos$¢ komorek K562.

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem galusanu epigalloketechiny po-
twierdzity, ze zwigzek ten ujemnie wpltywa na zywotnos¢ komorek przewlektej
biataczki szpikowej. Zastosowanie wysokich stezen, tj. 50 lub 100 "M EGCG,
skutkowato znacznym obnizeniem zywotnosci komérek K562 bez wzgledu na
zastosowany czas inkubacji. Natomiast wydtuzenie czasu inkubacji komdrek
z EGCG do 48 godzin przyczynito sie do istotnego statystycznie zmniejszenia
zywotnosci komorek juz przy nizszym, tj. 10 M, stezeniu EGCG. Wykazano
réwniez, ze EGCG moze by¢ skutecznym zwigzkiem, jesli chodzi o redukcje
liczby komorek nowotworowych, jezeli potaczymy jego dziatanie z etopozydem.
Co wazne, nawet niskie dawki tego polifenolu - tj. do 10 *M - nie zmniejszaja
skutecznosci dziatania cytostatyku, a wyzsze dawki (50 i 100 M) uwrazliwiaja
komorki K562 na dziatanie etopozydu. Zaobserwowany wzrost odsetka komdrek
martwych po 24 i 48 godzinach inkubacji z EGCG i etopozydem wydaje sie wy-
nikac¢ z silnego dziatania samego polifenolu.

Z dosSwiadczen przeprowadzonych przez inne grupy badawcze wynika
réwniez, ze EGCG wptywa na zmniejszenie zywotnosci komorek nowotworo-
wych. Inkubacja komérek MCF-7 (nowotwor piersi) przez 72-godzinny z EGCG
w stezeniach 40-100 "M powodowata istotne statystycznie obnizenie zywotno-
Sci [30]. Galusan epigallokatechiny byt rowniez czynnikiem wplywajagcym na
zywotno$¢ nowotworowych komérek macierzystych (CSC), wyizolowanych
z linii komorkowych PC-3 i LNCaP (nowotwOr prostaty). Badania dowiodly, ze
ludzki nowotwor prostaty zawiera niewielkg populacje komérek macierzystych
wrazliwych na dziatanie EGCG, poniewaz zastosowanie rosnacych dawek tego
polifenolu powodowato zmniejszenie zywotnosci CSC [31].

Badania przeprowadzone na linii K562 sugerujg, ze EGCG stosowany
w wyzszych dawkach (50 i 100 “M) moze w znaczny spos6b przyczyniac sie
do eliminacji komorek nowotworowych krwi, a niskie dawki tego polifenolu nie
zmniejszajg skutecznosci dziatania cytostatyku. Podobne wyniki uzyskaty inne
grupy badawcze, stosujagc EGCG z potaczeniu z doksorubicyng oraz wykazujac
synergistyczny efekt dziatania EGCG i doksorubicyny w badaniach in vitro i in
vivo na komdrkach nowotworu watroby i prostaty [32-34].

Uszkodzenia DNA
Galusan epigallokatechiny, ktorym traktowano komérki linii K562, indukowat
uszkodzenia DNA w spos6b zalezny od zastosowanej dawki, ale tylko po jed-
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nogodzinnej inkubacji. Efektu tego nie obserwowano po 24 godzinach, co su-
geruje, ze komorki K562 sg w stanie naprawi¢ uszkodzenia indukowane EGCG.
Rownoczesnie wykazano, ze wyzsze stezenia tego polifenolu (fj 50 i 100 ~M)
wzmagajg efekt 0,5 M etopozydu, co skutkowato wzrostem poziomu uszkodzen
DNA z 15% do, odpowiednio, 20 i 26%. Natomiast wczesniejsza inkubacja ko-
mérek z EGCG nie uwrazliwia ich na pozniejsze dziatanie etopozydu, ale tez nie
zmniejsza genotoksycznego dziatania leku.

Metoda kometowa zostata takze wykorzystana w badaniach nad wptywem
EGCG na uszkodzenia DNA indukowane H22i MNNG (metylonitronitrosogu-
anidyna, mutagen) w linii komdrkowej V-79 (fibroblasty ptuc chomika chinskie-
go). Inkubacja fibroblastow z H202i MNNG powodowata uszkodzenia DNA,
ktdre rosty wraz ze wzrostem stezen uzytych czynnikow. W obu przypadkach
zastosowanie EGCG (0-100 *M) powodowato zmniejszenie uszkodzen wywota-
nych wczesniejszg inkubacjg z H202i MNNG. Ta sama grupa badawcza przepro-
wadzita eksperyment, w ktérym wykazano, ze jezeli komérki V-79 tratowane sa
najpierw EGCG w stezeniach 0-100 *M, a nastepnie H202(45”g/ml) lub MNNG
(50 ~M), odsetek uszkodzen DNA ulega redukcji proporcjonalnie do uzytego
stezenia EGCG [35].

Indukcjaprocesu apoptozy w komorkach K562

W przypadku komorek, w ktorych inicjowano proces apoptozy, zastosowanie
krotkiego czasu inkubacji pozwolito na uzyskanie wynikow istotnych staty-
stycznie przy stezeniach 50 "M i 100 "M EGCG. Natomiast wydtuzenie czasu
inkubacji do 48 godzin powodowato, ze stezenie czynnika koniecznego do za-
poczatkowania mechanizmow apoptozy maleje do 10 M. Ponadto wczes$niej-
sza ekspozycja komérek K562 na EGCG uwrazliwia je na p6zniejsze dziatanie
etopozydu, co obserwowano poprzez wzrost odsetka komaérek z ciatkami apopto-
tycznymi. Zatem za inicjacje procesu apoptozy w komorkach K562 odpowiadaja
proapoptotyczne witasciwosci galusanu epigallokatechiny. Badania przeprowa-
dzone przez Roya i wsp. potwierdzajg, ze EGCG hamuje wzrost i proliferacje ko-
madrek nowotworowych K562 oraz indukuje w nich proces apoptozy [35]. Grupa
badawcza Tanga réwniez dowiodta, ze EGCG ma wiasciwosci proapototyczne.
Swoje badania przeprowadzili na komérkach macierzystych (CSC, ang. cancer
stem cells) wyizolowanych z nowotworu prostaty. Otrzymane wyniki byty po-
twierdzeniem, ze EGCG powoduje zatrzymanie cyklu komérkowego i inicjacje
apoptozy poprzez generowanie wolnych rodnikéw tlenowych oraz na drodze
aktywacji biatek proapoptotycznych: Bax, Bad, Bik, Bid i kaspaz: 3, 9. EGCG
blokowat takze ekspresje antyapoptotycznych biatek Bcl-2, Bel-xL. Grupa wy-
kazata, ze efekt proapoptotycznej aktywnosci EGCG jest wzmacniany przez inny
polifenol z grupy flawonoidow - kwercetyne. Komorki macierzyste nowotworu
prostaty, stymulowane jednoczesnie EGCG i kwercetyng, cechowaly sie nizsza
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zywotnoscia, czesciej wchodzity na droge apoptozy i byty bardziej wrazliwe na
dziatanie chemioterapii [31]. Podobnie wyniki uzyskali badacze, ktérzy w do-
Swiadczeniach wykorzystywali linie komoérkowe wyizolowane z nowotworéw
ptuc: H1299, H460, A549, CL13 i okreznicy: HT29. Wszystkie komérki nowo-
tworowe, ktore inkubowano z EGCG, byly wrazliwe na dziatanie tego polifeno-
lu. Dodatkowo udowodniono, ze obecno$¢ enzymow antyoksydacyjnych: dys-
mutazy ponadtlenkowej (SOD) i katalazy (5 U/ml, 30 U/ml) ostabiata aktywnos¢
EGCG. Rownoczesnie, jezeli komorki byty mniej podatne na dziatanie EGCG,
badacze obserwowali, ze mniejszg role odgrywajg SOD i katalaza w obniza-
niu aktywnosci EGCG. Po 24 godzinach inkubacji komorek H1299 wylgcznie
z 50 M EGCG obserwowali zwiekszenie odsetka komorek apoptotycznych. Na-
tomiast jezeli komorki traktowano 25 *M lub 50 "M EGCG przez 24 godziny
w obecnosci SOD i katalazy, to nieznacznie zmniejszata sie ilos¢ komorek apop-
totycznych. Wyniki badan, ktére uzyskali, Swiadczg o tym, ze na indukcje apop-
tozy wptywajg RFT produkowane w wyniku oksydacyjnej aktywnosci EGCG
obecnego w pozywce w czasie inkubacji z komorkami [36].

Obecnie sugerowanym sposobem na zwiekszenie wydajnosci dziatania
czastek uzywanych w terapii nowotworéw jest stosowanie nanotechnologii.
Efekt dziatania galusanu epigallokatechiny umieszczonego w nanoczasteczkach
po 24 godzinach inkubacji okazat sie ponad 10 razy bardziej skuteczny w poréw-
naniu z samym EGCG. W przypadku komorek PCa stezenie, dla ktérego zostat
zahamowany wzrost 50% komorek (1C50), dla nano-EGCG wynosito 3,74 "M.
podczas gdy dla samego EGCG - 43,6 M. Osiggnieto wysoki odsetek komdrek
wchodzacych na droge apoptozy (81%) po zastosowaniu 5,48 *M nano-EGCG.
Natomiast, aby osiggna¢ podobny efekt dla samego EGCG, nalezato zwigkszy¢
jego dawke do ponad 40 "M [37].

Podsumowujac dane literaturowe i powyzsze badania, galusan epigalloka-
techiny wydaje sie by¢ obiecujgcym polifenolem w leczeniu skojarzonym z eto-
pozydem. Wspomaga dziatanie etopozydu - eliminujgc komérki biataczkowe,
zwieksza uszkodzenia DNA w tych komdérkach oraz kieruje je na droge apoptozy.
I co wazne, nawet niskie dawki EGCG nie zmniejszajg terapeutycznego dziata-
nia etopozydu. Nie nalezy jednak tych jakze obiecujgcych wiasciwosci galusanu
epigallokatechiny przektada¢ na wszystkie rodzaje nowotworéw czy inne leki
stosowane podczas chemioterapii. Bowiem jak wykazaty badania Golden i wsp.
[38], EGCG zaréwno w badaniach in vitro jak i in vivo hamuje dziatanie borte-
zomibu (leku przeciwnowotworowego, ktory jest inhibitorem 26S proteasomu),
stosowanego w leczeniu m.in. szpiczaka mnogiego. Podobne wyniki uzyskata
grupa badawcza (Modernelli i wsp.) - EGCG hamowat terapeutyczne dziatanie
bortezomibu na komérki raka prostaty [39].
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Whnioski

Chemioterapia jest jednym z najczesciej stosowanych sposobow leczenia no-
wotwordw. Niestety efekty uboczne, jakie niesie ze sobg, sg nadal powaznym,
a zarazem najczestszym problemem, pomimo kilkudziesieciu lat stosowania tego
sposobu leczenia. Obecnie wielu badaczy skupia sie na poszukiwaniu rozwig-
zan, ktore, niezmniejszajgc cytostatycznej efektywnosci lekdéw, zmniejszatyby
cytotoksycznos¢ w kierunku zdrowych komorek i pozwolity na wyeliminowanie
probleméw zwigzanych ze stanami zapalnymi lub infekcjami, czyli tzw. terapii
wspomaganej, ktéra wykorzystuje przeciwutleniacze. Niestety wiedza na temat
interakcji pomiedzy antyoksydantami, a lekami przeciwnowotworowymi jest
w dalszym ciggu ograniczona. | jak pokazujg badania, nie kazdy antyoksydant
»wspotdziata” z cytostatykiem, jak na przyktad w przypadku galusanu epigallo-
katechiny i bortezomibu.

W opisanych badaniach wykazano, ze galusan epigallokatechiny, pod-
stawowy sktadnik zielonej herbaty, moze sie okaza¢ przydatny w terapii biata-
czek z zastosowaniem konkretnego cytostatyku: etopozydu. Obiecujace efekty
osiggnieto dla stezen 50 i 100 "M EGCG, ktére to dawki eliminowaty komorki
przewlektej biataczki szpikowej, a w potaczeniu z cytostatykiem wzmagaty jego
cytotoksyczne wiasciwosci. Skuteczno$é wspotdziatania EGCG i etopozydu na
komorki K562 wyrazona jest takze jako wzrost odsetka komdrek z uszkodze-
niami DNA. Co wiecej, komorki, ktore nie zostaty wyeliminowane poprzez cy-
totoksyczne witasciwosci etopozydu i galusanu epigallokatechiny, moga zostac¢
skierowane na droge apoptozy, co rowniez potwierdzajg wyniki naszych badan.
Obserwowany wzrost liczby komoérek apoptotycznych po dziataniu EGCG i eto-
pozydu jest w opisywanym przypadku procesem nieodwracalnym, gdyz ciatka
apoptotyczne to tzw. ,,p0Zna apoptoza”. Przedstawione tutaj wstepne wyniki ba-
dan nad zastosowaniem EGCG w terapii skojarzonej z etopozydem w leczeniu
przewlektej biataczki szpikowej wymagajg dalszych wnikliwych badan szcze-
goblnie pod katem reakcji na ten typ terapii komérek prawidtowych. Uprzednio
opublikowane wyniki, uzyskane w badaniach nad wptywem terapii kojarzonej
kwercetyng i etopozydem, wskazujg na mozliwos¢ redukcji ryzyka powstawania
uszkodzen DNA indukowanych etopozydem w zdrowych komérkach przez za-
stosowanie polifenoli [40-42]. Wstepne wyniki aktualnie prowadzonych badan
wypadajg bardzo obiecujgco. Galusan epigallokatechiny w zakresie dawek 1-50
M obniza poziom uszkodzen DNA indukowanych etopozydem w limfocytach
i neutrofilach prawidtowych [publikacja w przygotowaniu]. Jednakze kluczowg
wydaje sie kwestia sprawdzenia efektu dziatania tej konkretnej pary cytostatyk-
przeciwutleniacz: etopozyd-EGCG. Rosngce zainteresowanie flawonoidami, do
ktérych nalezy réwniez galusan epigallokatechiny budzi zapotrzebowanie na
kompleksowa i syntetyczng wiedze o wspotdziataniu tych substancji z chemio-
terapeutykami.
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Can epigallocatechin gallate be an effective polyphenol in combination
therapy with etoposide for the treatment of chronic myelogenous leukemia?

Abstract

Introduction: Green tea ingredient - epigallocatechin gallate (EGCG) - is known for its
chemopreventive and chemotherapeutic properties. It has strong antioxidant and anti-in-
flammatory properties, and antiproliferative or pro-apoptotic activity against cancer cells.
Etoposide is one of the most commonly used anti-cancer drugs causing many side effects.
Materials and methods: This study investigated the role of EGCG in combination therapy
with etoposide in the treatment of chronic myeloid leukemia. K562 cells were treated
with EGCG and / or etoposide to determine the effect of this polyphenol on cell survival,
DNA damage or apoptosis. DNA damages were measured with single cell gel electro-
phoresis (comet assay) and the apoptosis were analyzed in fluorescence microscope with
Hoechst 33342 staining.
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Results: Preliminary results suggest that EGCG at 50 and 100 M sensitizes leukemic
cells to the cytotoxic effect of etoposide, increases DNA damage that promotes removal
cell and directs them to apoptosis.

Conclusions: The data show that epigallocatechin gallate may prove to be an effective
polyphenol in combination therapy with etoposide in the treatment of chronic myeloid
leukemia. However, further research is needed to explain the EGCG interaction with
chemotherapeutics.

Key words: apoptosis, EGCG, etoposide, chronic myeloid leukemia, DNA damage
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Streszczenie

Wprowadzenie: Pobranie ptynu stawowego w reumatoidalnym zapaleniu stawéw (RZS)
umozliwia wglad w miejscowa aktywno$¢ zapalenia. W patogenezie zmian stawowych
gtéwna role petnig komérki T, w tym dodatnie z ligandami receptoréw $mierci: Ligand
Fas (FasL) i TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). W terapii RZS lekiem
pierwszego rzutujest metotreksat (MTX), w leczeniu uwzglednia sie m.in. glikokortyko-
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steroidy (metyloprednizolon) i niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ). Mato wiado-
mo o wptywie leczenia na profil immunologiczny ptynu stawowego w RZS.

Cel pracy: Scharakteryzowanie wptywu leczenia metyloprednizolonem i MTX na obraz
cytoimmunologiczny ptynu stawowego w RZS.

Materiat i metody: Ptyn stawowy pobrano od chorych z RZS leczonych metyloprednizo-
lonem (n=11) i MTX (n=6). Grupe kontrolng stanowili chorzy przyjmujacy tylko NLPZ
(n=19). Zbadano catkowitg liczbe komorek (CLK), odsetek krwinek biatych i fenotyp
subpopulacji limfocytow ptynu stawowego, w tym ekspresje FasL i TRAIL na komaér-
kach Thi Tc.

Wyniki: Stwierdzono spadek CLK ptynu u chorych leczonych metyloprednizolonem lub
MTX. W grupie MTX wzrosta warto$¢ indeksu CD4/CD8 (mediany: 1,2 vs 0,7, p<0,05)
w poréwnaniu z grupg NLPZ. Metyloprednizolon zmniejsza odsetek limfocytow T FasL+
i TRAIL+ (np. mediana CD8+TRAIL+ 12,0% u leczonych metyloprednizolonem, w po-
réwnaniu z 19,2% w grupie NLPZ, p<0,05; test U-Manna-Whitneya).

Whnioski: W ptynie stawowym chorych leczonych metyloprednizolonem wystapito obni-
zenie markeréw cytotoksycznosci limfocytow w poréwnaniu z grupg leczong wy4acznie
NLPZ. Réwnolegte zmiany grupy MTX nie byty znamienne. Wysoka warto$¢ indeksu
CD4/CD8 w grupie leczonej MTX wynika prawdopodobnie z preferencyjnej eliminacji
komorek cytotoksycznych. Badanie cytoimmunologiczne ptynu stawowego moze mieé
znaczenie w ocenie skutecznosci leczenia RZS.

Stowa kluczowe: reumatoidalne zapalenie stawow, ptyn stawowy, metotreksat, metylo-
prednizolon

W prowadzenie

Reumatoidalne zapalenie staw6w (RZS) jest przewlekts, uktadowa chorobg tkan-
ki tacznej o podtozu autoimmunologicznym, dotyczaca ok. 1% populacji. Cha-
rakteryzuje sie nieswoistym, symetrycznym zapaleniem btony maziowej stawéow
oraz wystepowaniem licznych zmian pozastawowych. Najbardziej typowymi
objawami sg narastajacy bdl, sztywnos$¢ poranna oraz obrzeki matych stawow.
Przebieg RZS ma charakter przewlekty, z okresami zaostrzen i remisji, czesto
agresywny, prowadzacy do postepujgcego niszczenia struktur stawu i tkanek
okotostawowych, a w konsekwencji do niepetnosprawnosci chorego [1-3].
Etiologie RZS poznano tylko czeSciowo; przyjmuje sie, ze gtdwng role
w patogenezie odgrywajg mechanizmy autoimmunizacyjne, w tym przede
wszystkim aktywowane limfocyty T, makrofagi i komdrki dendrytyczne, stano-
wigce zrodto cytokin prozapalnych. Istotne znaczenie przypisuje sie tez limfocy-
tom B jako bezposrednio odpowiedzialnym za synteze m.in. jednego z markerow
immunologicznych RZS (czynnika reumatoidalnego) oraz pojawienie sie prze-
ciwciat anty-cytrulinowych, wysoce swoistych dla choroby [4-8]. Niewatpliwie
wazng role w rozwoju choroby odgrywaja czynniki genetyczne; ustalono, ze ry-
zyko zachorowania na RZS jest kilkukrotnie wyzsze u oséb z ekspresjg niektd-
rych antygendw uktadu zgodnosci tkankowej klasy Il (zwtaszcza HLA-DR1B
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i -DRB4). Wskazuje sie, ze zakazenia wirusowe (np. EBV) i bakteryjne (jak
Porphyromonas gingivalis), mogg w drodze reakcji krzyzowej uruchomié proces
autoimmunizacji u predysponowanych genetycznie 0sob [2,4].

Postepy w zrozumieniu patofizjologii choroby prowadzg do opracowa-
nia nowych strategii terapeutycznych, jednak wcigz leczenie RZS ma na celu
przede wszystkim osiggniecie remisji klinicznej, tj. uzyskania stanu bez dodat-
kowych cech aktywnos$ci choroby. Stosowane sg niesteroidowe leki przeciw-
zapalne (NLPZ), glikokortykosteroidy (GKS) oraz leki modyfikujgce przebieg
choroby (LMPCh): syntetyczne i biologiczne. Wtasnie LMPCh petnig kluczowa
role w farmakoterapii choroby. Ich zastosowanie pozwala na znaczng poprawe
kliniczng i powoduje obnizenie stezenia czynnika reumatoidalnego oraz norma-
lizacje markerow stanu zapalnego (CRP i OB). Najczesciej stosowanym lekiem
z tej grupy jest metotreksat (MTX), uznawany za najskuteczniejszy i wybiera-
ny jako lek pierwszego rzutu, zwtaszcza u chorych z agresywnym przebiegiem
RZS. MTX jest posrednim inhibitorem syntezy cytokin prozapalnych i meta-
loproteinaz. Jego korzystny wplyw wigze sie m.in. z hamowaniem proliferacji
limfocytdw, syntezy leukotrienéw, interleukiny-2 i samego czynnika reumato-
idalnego [9,10]. Jednak tylko w pojedynczych badaniach oceniono bezposredni
wptyw MTX na parametry biochemiczne i immunologiczne we krwi, tym mniej
wiec wiadomo o tych parametrach w ptynie stawowym chorych. Drugg grupe po-
wszechnie stosowanych $rodkdw w RZS stanowig glikokortykoidy, najczesciej
metyloprednizolon. Glikokortykoidy wdrazane sg w celu szybkiego wyciszenia
reakcji zapalnej, a podawanie ich w skojarzeniu z lekami modyfikujgcymi prze-
bieg choroby pomaga m.in. zahamowac tworzenie ubytkow kostnych w przebie-
gu RZS [11]. Zgodnie z obowigzujgcym algorytmem leczenia reumatoidalnego
zapalenia stawow wg zalecen EULAR 2016 [12] w przypadku braku skuteczno-
$ci dotychczasowej terapii - a wczesniej u mtodych chorych z agresywng posta-
cig RZS - wdrazane sg leki biologiczne. Najczesciej sg to przeciwciata monoklo-
nalne, skierowane przeciwko wybranym czynnikom przeciwzapalnym [13,14].

Pomimo stosowania adekwatnego leczenia konwencjonalnego nie udaje
sie catkowicie powstrzymac postepujgcych zmian stawowych. Z kolei nieleczo-
ne RZS skutkuje powazng niepetnosprawnoscig narzadu ruchu i przedwczesnym
zgonem [15]. Nalezy podkreslié, ze narzad ruchu, co oczywiste, nie jestjedynym
obszarem patologii RZS, nawet nie jest do korca pewne, czy chronologicznie
pierwszym - ale z pewnoscig najbardziej charakterystycznym. Na nim tez skon-
centrowano sie w niniejszej pracy.

Zbadano w niej poszczegOlne populacje leukocytow w miejscowym, doty-
czacym stawdw, odczynie zapalnym RZS. Zmiany zachodzace w tkankach stawu
znajdujg odzwierciedlenie w skiadzie ptynu stawowego, dokonano zatem préby
scharakteryzowania obrazu cytologicznego i immunologicznego ptynu stawowe-
go chorych z RZS. Uwzgledniono zmiane catkowitej liczby komérek, a takze od-
setek populacji krwinek biatych ptynu. W przypadku komorek T zbadano kom-
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pozycje ich subpopulacji (CD4+, w uproszczeniu traktowanych jako komorki
pomocnicze Th, oraz CD8+, jako komorki cytotoksyczne Tc). Okreslono odsetek
komorek T z ekspresjg antygenu wczesnej aktywacji HLA-DR. W pracach nad pa-
togenezg RZS wykazano opornos¢ fibroblastow tuszczki stawowej (fibroblast-li-
ke synoviocytes, FLS) na proces apoptozy [16,17]. W zwigzku z tym zwrécono
szczegblng uwage na mozliwy potencjat cytotoksyczny komérek CD4+ i CD8+
z koekspresjg ligandéw receptoréw $mierci FasL+ i TRAIL+ (TNF-related apop-
tosis-inducing ligand). Prawdopodobnie sg one zdolne do indukcji programowa-
nej $mierci komdrek docelowych. Mogg tym samym dziata¢ dwojako: niszczy¢
tkanki stawowe, ale tez i hamowac zapalenie, poprzez wywotanie apoptozy ko-
morek tuszczki. Pierwsze z tych potencjalnych dziatar nie jest korzystne, drugie
tak. Majac tak okre$lony punkt odniesienia (obraz ptynu stawowego u chorych
nieleczonych lub tylko leczonych lekami grupy NLPZ), zajeto sie w niniejszej
pracy doktadng oceng wptywu leczenia metotreksatem i metyloprednizolonem na
obraz cytoimmunologiczny ptynu chorych z RZS.

Materiat i metody

Grupy chorych
Ptyny stawowe pozyskano z Oddziatu Urazowo-Ortopedycznego Samodziel-
nego ZOZ MSW Szpitala w Krakowie (ul. Kronikarza Galla 25) oraz z Kliniki
Reumatologii i Uktadowych Choréb Tkanki tacznej Szpitala Uniwersyteckiego
nr 2 im dr. Jana Biziela w Bydgoszczy. Chorzy zostali poinformowani o celach
i procedurach badania i wyrazili Swiadomg zgode na swdj udziat (zgoda Komisji
Bioetycznej UMK nr 709/2016) Wigczono chorych: 1) leczonych tylko lekami
grupy NLPZ - doustnie lub miejscowo, zwykle od wielu miesiecy (lub niele-
czonych), w szczego6lnosci nieleczonych preparatami GKS ani LMPCh (n=19);
2) leczonych lekami grupy NLPZ i preparatami GKS, zwykle metyloprednizolo-
nem 4-8 mg p.o. (n=11); 3) leczonych lekami grupy NLPZ i MTX (n=6), dawka
15 mg natydzien. Chorzy przyjmowali leki przez co najmniej miesiac przed po-
braniem ptynu stawowego (artropunkciji).

Dane demograficzne badanych chorych, a takze podstawowe informacje
kliniczne przedstawiono w tabeli 1

Badanie cytologiczne ptynu stawowego

Punktowano staw kolanowy. Uzyskiwano kilka-kilkanascie mililitréw ptynu,
zwykle zapalnego typu Il (rzadko I1l) [18]. Obliczano catkowitg liczbe koma-
rek w ptynie stawowym przy uzyciu komory Birkera (liczbe komérek zliczano
w 25 matych kwadratach, mnozono przez rozcieficzenie i wyrazano w dziesigt-
kach tysiecy; wynik przedstawiono jako liczbe krwinek biatych w 1 ml ptynu).
Zywotno$¢é komaorek badano z uzyciem biekitu trypanu (ptyn mieszano z barw-
nikiem w proporcji 1:1, mieszanine w ilosci 8-10”~L naktadano do komory, wy-
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nik prezentowano jako odsetek zywych krwinek biatych). Szczegoly opisano
uprzednio [19].

Tabela 1 Kliniczne i demograficzne dane pacjentéw z reumatoidalnym
zapaleniem stawdw (RZS)

Liczba pacjentéw [n] 36
Wiek [lata] ($rednia + SD) 23-79 (57,86 + 11,63)
Ple¢ (K:M) 29:7
Czas trwania RZS [miesiace]
. 10-160 (130,45 + 13,42
(Srednia + SD) 0-160 (13045 +13,42)
Obecno$¢ RF [% pacjentow] 80
Leczenie NLPZ [% pacjentow] 100
Leczenie tylko NLPZ [n] 19
Leczenie NLPZ + GKS [n] n
Leczenie NLPZ + MTX [n] 6

CLK (mediana + SEM)
Leczeni tylko NLPZ

1899x103kom/ml + 49x103

CLK [mediana + SEM)
Leczeni NLPZ + GKS

728 x103kom/ml + 81x103

CLK (mediana + SEM)
Leczeni NLPZ + MTX

905 x103kom/ml + 22 x103

n - liczba chorych, K - kobiety, M - mezczyzni, SD - odchylenie standardowe (ang. standard deviation, SD),
RZS - reumatoidalne zapalenie stawéw, RF - czynnik reumatoidalny, NLPZ - niesteroidowe leki przeciwzapal-
ne, CLK - catkowita liczba komérek, SEM - standardowy btad pomiaru (ang. Standard Error of Measurement,
SEM), GKS - glikokortykosteroidy

Preparaty cytologiczne uzyskiwano w drodze cytowirowania (80g, 5min.,
cytowiréwka Sigma 4K15, 10740, Osterode am Harz Germany); barwiono row-
nolegle dwiema technikami - hematoksyling-eozyng (HE) i May-Gruenwald-
-Giemsg (MGG). Preparaty poddawano analizie cytologicznej, zliczajac co naj-
mniej po 200 komorek z preparatu. Obliczano $rednie arytmetyczne wartosci
odsetkdw: limfocytdw, granulocytéw (z reguty byly to neutrofile, nie odnoto-
wano eozynofiléw) i makrofagow (wliczano tu mtode monocytoidalne komarki
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uktadu makrofagdw, niekiedy opisywane jako ,,monocyty”). Szczeg6ty opisano
uprzednio [20].

Badanie immunologiczne ptynu stawowego

Zastosowano cytometrie przeptywowsg (FACScan Becton-Dickinson, San Jose,
CA, USA) i typowanie fenotypu limfocytow pitynu stawowego technika wielo-
kolorowej immunoflurescencji bezposredniej. Oznaczano odsetek komdrek T
(CD3+), NK [CD3-(CD16+lub56+)], B (CD19+), Th (CD4+) oraz Tc (CD8+).
Marker HLA-DR+ w koekspresji z CD3+ wskazywat na poziom wczesnej nie-
swoistej aktywacji komorek T. Badano odsetek komérek Th i Tc dodatnich z mar-
kerami FasL i TRAIL, tj. ligandami receptoréw $mierci drogi zewnatrzpochodnej
apoptozy; limfocyty FasL+ oraz TRAIL+ traktowano jako komdrki o czynnosci
cytotoksycznej.

Procedure typowania opisano uprzednio [20]. W skrdcie, komérki ptynu
stawowego w ilosci 50-150 x 103w pojedynczej probce inkubowano z nasyca-
jacymi objetosciami odpowiednich przeciwciat monoklonalnych w temperatu-
rze pokojowej w ciemnosci (30 min), ptukano roztworem PBS z azydkiem sodu
0,1%, utrwalano w 250"L PBS z formaldehydem 2% i zbierano w cytometrze
przeptywowym w ciggu 48 godzin od pobrania. Wszystkie wirowania prowadzo-
no przez 8 min. (300g, temp. pokojowa).

W tabeli 2 zestawiono uzyte w pracy mysie przeciwciata monoklonalne,
skierowane przeciw antygenom ludzkim; uwzgledniono fluorochromy i pasma
fluorescencji, w ktérych badano koekspresje odp. markeréw. Ludzki antygen
CD45 postuzytjako kontrola dodatnia, mysie surowice nieswoiste, zgodne idio-
typowo z przeciwciatami swoistymi (,roboczymi”) i sprzezone z wiasciwymi
barwnikami - jako kontrola ujemna. Pole limfocytéw ptynu (,,bramka limfocy-
towa”) definiowano w uktadzie parametrdw CD45/SSC (boczne rozproszenie
Swiatta, ang. side scatter), a markery podczas analizy bramki ustawiano tak, by
nieswoiste dodatnie $Swiecenie komorek we wszystkich badanych w pracy ka-
natach fluorescencji nie przekraczato 5% limfocytow. Szczegoty przedstawiono
uprzednio [20].

Metody statystyczne

Postuzono sie programem Statistica 12.0. Podstawowe dane demograficzne i kli-
niczne chorych (tabela 1) zaprezentowano jako $rednie wartosci zmiennej + od-
chylenie standardowe (standard deviation, SD) i w razie potrzeby zakres warto-
$ci zmiennej (minimum-maksimum). Zmienne cytologiczne i immunologiczne,
w zwigzku z nieparametrycznym rozktadem zmiennych przedstawiano jako me-
diane * przedziat warto$ci miedzy pierwszym i trzecim kwartylem (zakres war-
tosci minimum-maksimum). Wyniki otrzymane w nieréwnych liczbowo grupach
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poréwnano testem U Manna-Whitneya (nieparametrycznym, z powodu wspo-
mnianego wyzej rozktadu zmiennych). Interpretacji wynikéw obliczeri dokona-
no na podstawie wartosci prawdopodobieristwa (p), stosujac poziom istotnosci
statystycznej a=0,05 (roznice dla p<0.05 uznano za znamienne statystycznie).

Tabela 2. Zestawienie mysich przeciwciat monoklonalnych/surowic uzytych
w badaniu przeciw antygenom ludzkim lub stosowanych jako kontrola
izotypowa, z uwzglednieniem badania koekspresji w poszczeg6lnych

prébkach
Pasmo fluorescencji / Kanat cytometru
Nr
Prébki FL1 FL2 FL3
FITC PE PE-Cy5
Kontrola izotypowa
1
349526 (FL1+FL2) 555750 (FL3)
’ CD3 CD16+CD56+ CD45
561806 340042 555490
3 CD4 Fas Ligand CD8
555346 564261 555368
4 CD8 TRAIL CD4
557085 561784 555348
5 CD3 HLA-DR CD19
561806 555561 555414

Numery kat. wg firmy Becton-Dickinson Pharmingen™ (wszystkie przeciwciata);

Pasma fluorescencji cytometru: FL1 ($wiatto zielone), FL2 (jasnoczerwone), FL3 (ciemnoczerwone), FITC,
izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate), PE, fikoerytryna (ang. phycoerythrin), PE-Cy5,
fikoerytryna-cyjanina 5 (ang. Phycoerythrin - Cyanine-5).

Wyniki

Stwierdzono nieznamiennie statystycznie nizsze wartosci CLK (tabela 1) i nizszy
odsetek limfocytow w grupie leczonej MTX w poréwnaniu z grupa przyjmujaca
tylko NLPZ. Zaréwno dla chorych leczonych metyloprednizolonem, jak i MTX
obserwowano nizszy odsetek makrofagéw/monocytéw (tabela 3).

Limfocyty T stanowig gtéwng populacje komorek we wszystkich bada-
nych grupach. Wykazano istotne statystycznie, wyzsze wartosci odsetka limfo-
cytdw T i Th oraz nizsze - odsetka komdrek NK w grupie przyjmujacej mety-
loprednizolon w poréwnaniu z grupg NLPZ. Jest mozliwe, ze wzrost odsetka
limfocytow T w grupie leczonej metyloprednizolonem wynika ze spadku liczby
limfocytow NK.
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Tabela 3. Sktad populacji krwinek biatych ptynu stawowego

Populacja Leczeni NLPZi Leczeni prednizonem?2 Leczeni MTX3
I = B - =
Monocyty/Makrofagi [%] 423;—'23)’9 3((545;)8 2(‘;3??8)8
Granulocyty [%] 1?15; :) 9 1?9522)1 22(501(;%())9

Wyniki przedstawiono jako mediana + SEM (zakres); brak réznic znamiennych miedzy grupami.

1 eczeni niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (NLPZ) doustnie badZ miejscowo, bez glikokortykostero-
idéw i LMChP (w tym lekéw biologicznych).

2 eczeni NLPZ iprednizonem co najmniej od jednego miesigca przed pobraniem ptynu 4-8mg/dzien.
3Leczeni NLPZ i metotreksatem (MTX) co najmniej od jednego miesigca przed pobraniem ptynu w dawce
15mg/tydzien.

Zaobserwowano takze nizszy odsetek limfocytéw cytotoksycznych
i zwiekszony - limfocytéw Th w grupie leczonej MTX w odniesieniu do gru-
py NLPZ (tabela 4). Istotna statystycznie okazata sie wyzsza warto$¢ stosun-
ku odsetka limfocytow CD4+ do odsetka limfocytow CD8+ (1,2) dla pacjen-
téw przyjmujacych MTX w poréwnaniu z grupg chorych leczonych wytgcznie
NLPZ (0,7). W przypadku grupy przyjmujacej GKS stwierdzono niezamienng
statystycznie podwyzszong warto$¢ indeksu (0,85) w poréwnaniu z grupg NLPZ
(rycina 1).

Na rycinie 2 uwage zwraca znamienny statystycznie wzrost odsetka komo-
rek T dodatnich z markerem aktywacji HLA-DR u chorych leczonych zaréwno
metyloprednizolonem (58%), jak i MTX (66,5%), w porownaniu do grupy przyj-
mujacej tylko NLPZ (27%). Nalezy w przysztosci rozwazy¢ uzyteczno$¢ markera
HLA-DR+ na limfocytach CD3+ w decyzjach terapeutycznych (rozwinieto poni-
zej, w czesci ,,Dyskusja™).

Grupa leczona metyloprednizolonem charakteryzuje sie znamiennymi sta-
tystycznie nizszymi warto$ciami odsetkow komorek T, Th i Tc dodatnich z FasL
w stosunku do grupy leczonej wytgcznie NLPZ. Grupa leczona MTX przyjeta
wartosci zblizone do chorych z grupy NLPZ (rycina 3).
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Tabela 4. Odsetek poszczeg6lnych subpopulacji limfocytdw w ptynie

stawowym
Rodzaj komorek Leczeni NLPZi metylo;ggfl?:cilonemZ Leczeni MTX3
L I~ R - S
L T - S
e T R o
Limfocyty NK [%] 1(225;3-'21)9 7((;*:—;3)8 1?25;‘)0
Limfocyty B 4 Lo:0¢ Losos 1507

Wyniki przedstawiono jako mediana + SEM (zakres);
* (p<0,05) w poréwnaniu z chorymi nieleczonymi; test U Manna-Whitneya.

1 eczeni niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (NLPZ) doustnie badZz miejscowo, bez glikokortykostero-
idow i LMChP (w tym lek6éw biologicznych).

2 eczeni metyloprednizolonem przez co najmniej miesigc przed pobraniem ptynu w dawce 4-8mg/dzien.

3Leczeni metotreksatem (MTX) otrzymywali lek przez co najmniej miesigc przed pobraniem ptynu w dawce
15mg/tydzien.

NLPZ - niesteroidowe leki przeciwzapalne, GKS - glikokortykosteroidy, MTX - metotreksat (* p<0,05 w po-
rownaniu z grupg leczong NLPZ; test U Manna-Whitneya)

Rycina 1 Warto$¢ indeksu CD4/CD8 w zaleznosci od zastosowanego leczenia
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NLPZ - niesteroidowe leki przeciwzapalne, GKS - glikokortykosteroidy, MTX - metotreksat (* p<0,05 w po-
réwnaniu z grupg leczong NLPZ; test U Manna-Whitneya)

Rycina 2. Odsetek limfocytow T (CD3+) dodatnich z markerem HLA-DR
w zaleznos$ci od zastosowanego leczenia

NLPZ - niesteroidowe leki przeciwzapalne, GKS - glikokortykosteroidy, MTX - metotreksat (* p<0,05 w po-
réwnaniu z grupg leczong NLPZ; test U Manna-Whitneya)

Rycina 3. Odsetki limfocytéw Th (CD4+) i Tc (CD8+) dodatnich z markerem
FasL
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NLPZ - niesteroidowe leki przeciwzapalne, GKS - glikokortykosteroidy, MTX - metotreksat (* p<0,05 w po-

rdwnaniu z grupg leczong NLPZ; test U Manna-Whitneya)

Rycina 4. Odsetki limfocytow Th (CD4+) i Tc (CD8+) dodatnich z markerem
TRAIL

Odnotowano istotny statystycznie mniejszy udziat procentowy komorek
T cytotoksycznych (CD8+TRAIL+) w grupie leczonej metyloprednizolonem
(12%) w stosunku do grupy leczonej tylko NLPZ (19,2%), przedstawiony na
rycinie 4.

Dyskusja

Analiza ptynu stawowego opierata si¢ na badaniu sktadu krwinek biatych, zaan-
gazowanych miejscowo w proces patologiczny w RZS. Istotha czes¢ obserwacji
dotyczyta limfocytow T, stosunku komorek pomocniczych do cytotoksycznych
(indeks CD4/CD8), okre$lenia poziomu aktywacji komérek T oraz odsetka ko-
mérek Th i Tc z markerami czynnosci cytotoksycznej TRAIL i FasL.
Interpretacje wynikoéw ptynu stawowego w RZS utrudnit brak odpowied-
niej préby kontrolnej, co wynikto ze zbyt matej iloSci materiatu uzyskiwanego
podczas artropunkcji 0séb zdrowych (i jeszcze mniejszej liczby komorek) oraz
z oczywistych wzgledéw bioetycznych - od osob zdrowych ptynu sie nie po-
biera. W niniejszej pracy, opisujacej parametry cytoimmunologiczne chorych
leczonych metyloprednizolonem i MTX, grupe kontrolng stanowili wiec chorzy
z reguty leczeni tylko preparatami NLPZ. Leczenie zostato podjete zgodnie z ak-
tualnie obowigzujgcymi zaleceniami [12]. Stabg strong tak pomys$lanego badania
jest mozliwo$¢ zaistnienia sytuacji, w ktorej osoby z grupy kontrolnej nie otrzy-
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maty bardziej agresywnego leczenia (GKS ani LMPCh) dlatego, ze charaktery-
zowaly sie wyjsciowo stabszym nasileniem zmian zapalnych. W tym konteksScie
wyniki pracy nalezy traktowac jako wstepne, awnioskowanie jest celowo ostroz-
ne i wymaga potwierdzenia w wiekszej liczbie przypadkow, zwitaszcza powta-
rzanych artropunkcji tych samych chorych, co udato sie dotagd wykonac jedynie
u pojedynczych oséb (wynikow nie przedstawiano). Podsumowujgc, porownanie
grupy leczonej NLPZ z leczong metyloprednizolonem i MTX (oraz NLPZ) nie
musi jednoznacznie okresla¢ faktycznego wptywu danej terapii na parametry cy-
toimmunologiczne ptynu stawowego, na pewno jednak wyniki pracy daja podsta-
we do przemyslen i wstepnych wnioskow [21].

W wynikach zwraca uwage duza liczba krwinek biatych, w tym granu-
locytéw, limfocytéw i makrofagow/monocytdw w ptynie stawowym. W ocenie
zapalnego ptynu stawowego szczeg6lna uwaga skupia sie na liczebnosci popu-
lacji neutrofilow, ktore w RZS niszczg tkanki stawowe, produkujgc w wielkich
ilosciach wolne rodniki i hydrolazy, w tym proteazy grupy MMP i katepsyny.
W RZS wykazano m.in. istotne obnizenie progu aktywacji neutrofilow, wyraza-
jace sie miedzy innymi wysokg ekspresjg biatka receptorowego TREM1 (ang.
triggering receptor expressed in myeloid cells 1), co prowadzi posrednio do nasi-
lonego uwalniania interleukiny-8. Wysoka jest ekspresja ligandu dla aktywatora
receptora czynnika transkrypcyjnego NFkB, czyli gtdwnego czynnika odpowie-
dzialnego za generacje cytokin prozapalnych i propagacje zapalenia [22]. Media-
tory neutrofiléw przyspieszajg proliferacje btony maziowej i formowanie tuszcz-
ki, powodujg $mier¢ chondrocytéw i niszczenie stawu. Chemokiny, TNF-a, IlI-1p
oraz IL-6 aktywujg inne populacje krwinek biatych, w tym limfocyty T. Réwniez
temu celowi stuzy zjawisko netozy (ang. netosis), tj. programowanej genetycznie
Smierci z rbwnoczesng prezentacjg antygendw limfocytom [23]. Interesujagcym
sposobem oceny toczgcego sie stanu zapalnego jest okreslenie stosunku neutro-
filow do limfocytow (ang. neutrophil-lymphocyte ratio, NLR) w ptynie stawo-
wym. W tym miejscu wypada zaznaczy¢, ze wg wartosci indeksu NLR limfocyty
petnig w tkankach stawu role ochronng, neutrofile - szkodliwg [24]. Niestety,
w wynikach naszych badan warto$¢ NLR nie zmieniata sie istotnie w zalezno-
$ci od leczenia. Warto jednak odnotowac, ze gdyby liczbe neutrofiléw w ptynie
stawowym przedstawi¢ w warto$ciach bezwzglednych (vide tabela 2), to sg one
mniejsze w grupach leczonych MTX i metyloprednizolonem niz w grupie leczo-
nej NLPZ (niestety, r6znice w odniesieniu do grupy chorych leczonych NLPZ nie
byty znamienne, dlatego ich szczegdtowo nie prezentowano).

Wazng grupg komorek odczynu swoistego w RZS sg limfocyty. Z reguty
wykazano dominacje komorek T, z roznym, w zaleznos$ci od przypadku, odset-
kiem limfocytéw NK i praktycznym brakiem komdrek B. Wcze$niej wykonany-
mi odczynami cytoimmunologicznymi udato sie wykaza¢ powszechng ekspre-
sje CD45R0 na populacji limfocytéw ptynu stawowego [nieprezentowane dane
wiasne]. Jest to zgodne z wczesniejszymi badaniami nad populacjg komorek
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T w miejscu przewlektego odczynu zapalnego, ktora jest zdominowana przez
efektorowe komorki T (w RZS zwtaszcza komorki cytotoksyczne T CD8+ oraz
pomocnicze CD4+, Thl i Thl7). By¢ moze obecna jest pewna liczba komdrek
pamieci immunologicznej T [25,26]. Komorki NK, chociaz wydaja sie petnié
drugorzedna role, to z pomocg IEN-y, TNF-a, limfotoksyny-P i uktadu perforyna/
granzymy niszczg tkanki stawowe oraz wptywajg na proces osteoklastogenezy
poprzez ekspresje RANKL, przyczyniajac sie do resorpcji kosci [21]. Udowod-
niono réwniez zdolnos¢ komorek NK do stymulacji limfocytéw T i B [27]. Wg
naszej najlepszej wiedzy jesteSmy pierwsi, ktdrzy w Swietle wynikéw pracy su-
geruja wptyw preparatow GKS na redukcje czestosci wystepowania komorek NK
w ptynie stawowym. Uwazamy to za zjawisko korzystne dla chorego. Limfocyty
T sg celem obu analizowanych tu lekéw - metyloprednizolonu i metotreksatu.
W przypadku GKS udokumentowano ich wptyw na liczbe oraz aktywnos¢ lim-
focytdw T w RZS. GKS dziatajg na komorki T, hamujac ekspresje cytokin proza-
palnych, np. IL-2, IL-6 i IFN-y, kluczowych w procesie aktywacji limfocytow T.
GKS moga wptywac na synteze cytokin w momencie transkrypcji, translacji czy
potranslacyjnej modyfikacji biatek. Waznym celem molekularnym metylopredni-
zolonu jest wspomniany czynnik NFkB, a wtdrnie - panel prozapalnych cytokin.
Juz pojedyncza dawka GKS moze wywotac¢ limfopenie, i to dla kazdej z subpo-
pulacji limfocytéw T [28]. GKS zwiekszajg podatnos¢ aktywowanych limfocy-
téw T na proces programowanej $mierci [25]. Gugino i wsp. wykazali wplyw
MTX i metylprednizolonu (GKS) na populacje limfocytéw Th17 oraz komérek
Treg krwi obwodowej chorych z RZS. W inkubacji limfocytéw z MTX zanoto-
wano spadek odsetka efektorowych limfocytéw Th17 chorych z wczesnym RZS,
natomiast odsetek komdrek Treg podlegat wzrostowi. W zaawansowanej postaci
RZS powyzsze zmiany byly stabiej zaznaczone. Wyniki dla GKS byty zblizo-
ne do grupy inkubowanej z MTX [29]. Z kolei Kremer i wsp. ocenili wptyw
36-miesiecznej terapii MTX na stezenia cytokin prozapalnych i odsetki subpo-
pulacji limfocytow T krwi obwodowej chorych z aktywng postacig RZS, wyka-
zujac spadek jedynie w przypadku komorek T pamieci o fenotypie CD4+CD29+.
Posrednio przyznano, ze wptyw MTX na limfocyty T moze zaleze¢ od miejsca
ich pobrania [30]. W wynikach naszej pracy skoncentrowano sie na fenotypie
zewnatrzkomorkowym limfocytéw, wiec nie podzielono komdrek CD4+ na
subpopulacje czynnosciowe Thl, Th2, Th17 i nTreg. Za to zbadano limfocyty
w miejscu ich bezposredniej czynnosci efektorowej - w stawie, a nie w krwi
obwodowej. Spadek rzeczywistej liczby limfocytéw ptynu stawowego po poda-
niu MTX i metyloprednizolonu byt prawdopodobnie zamaskowany pozornym
wzrostem ich odsetka (rdwnolegle bowiem spadata miejscowo catkowita liczba
neutrofiléw); niestety, spadek catkowitej liczby limfocytow miat w naszej nie-
zbyt licznej grupie, opracowanej w ramach wstepnych wynikow badarn, charakter
nieznamienny. Jednak wydaje sie, ze prace innych badaczy koncentrujg sie - nie
do konca zasadnie - na komoérkach pomocniczych, podczas gdy w Swietle pre-



42 E.WEDROWSKA, M. LIBURA, M. CHMIELARSKI, B. GRAD, J. GOLINSKA ET AL.

zentowanych tu wynikéw wazniejszym celem obu rozwazanych lekéw sg komor-
ki cytotoksyczne CD8+. Wyrazito sie to znamiennym statystycznie: a) wzrostem
wzglednym odsetka limfocytdw CD4+ w grupie leczonej metyloprednizolonem
oraz b) wzrostem indeksu CD4/CD8 w grupie leczonej metotreksatem. Sgto ory-
ginalne obserwacje pracy. Uwazamy je za korzystne dla chorego.

Uzupetniajac dane literaturowe, wypadajeszcze nadmieni¢, ze MTX moze
dziata¢ posrednio, hamujgc cytokiny odpowiedzialne za aktywacje limfocytoéw
T, w tym komorki cytotoksyczne. Dotyczy to miedzy innymi IL-1B, IL-6, IL-8
i IL-17, a wiec interleukin kluczowych w patogenezie RZS [30].

Mniej jasne sg wyniki (czyli wyraznie wyzsze odsetki) komdrek HLA-
-DR+ wsrod limfocytéw T plynu stawowego chorych leczonych MTX i mety-
loprednizolonem, w poréwnaniu z grupg leczong NLPZ. Ot6z wydaje sie, ze
ekspresja HLA-DR na komorkach T odzwierciedla aktywno$¢ procesu choro-
bowego w RZS i ewentualng skutecznos¢ leczenia [31]. Dane zaczerpniete z li-
teratury fachowej nie sgjednoznaczne [32], wyniki pracy wymagajg wiec wery-
fikacji. Na chwile obecng stawiamy hipoteze, ze to wiasnie chorzy z aktywnym
przebiegiem RZS (i wyjsciowo wysokim odsetkiem komdrek CD3+HLA-DR+
w plynie stawowym) zostali poddani terapii MTX lub GKS, a wyniki naszych
badan odzwierciedlajg prawidtowy algorytm dziatan terapeutycznych; leczenie
mogto natomiast nie przetozy¢ sie na spadek (normalizacje) ekspresji markera
aktywacji limfocytéw, tj. HLA-DR. Marker HLA-DR wydaje sie w tym ujeciu
mie¢ wyjSciowe znaczenie w podejmowaniu decyzji terapeutycznych.

W niniejszym badaniu skupiono sie na komdérkach o potencjale cytotok-
sycznym z antygenami TRAIL i FasL, mogacymi indukowac apoptoze komo-
rek docelowych, posiadajgcych na powierzchni specyficzne receptory $mierci.
Zdolno$¢ do indukcji zaprogramowanej $Smierci mozna interpretowac¢ dwojako.
W przypadku niszczenia komdrek struktur stawowych jest to z oczywistych
wzgledéw proces negatywny. Ale istniejg doniesienia, ze komdrkami docelowy-
mi limfocytow sg aktywowane synowiocyty typu B, budujgce tuszczke stawowa
[21,33,34]. Czynnosc¢ cytotoksyczna limfocytow mogtaby wiec hamowac proce-
su zapalny w RZS. Stad mogiby whasnie wynikac korzystny prognostycznie efekt
niskiej wartosci indeksu NLR (vide wyzej). Przy interpretacji wynikow nalezy
wzig¢ pod uwage trzy okolicznosci: 1) Ligandy FasL i TRAIL podlegajg ekspre-
sji zarowno na limfocytach cytotoksycznych CD8+, jak i komdérkach CD4+; obie
populacje na poziomie efektorowym moga petni¢ czynnos¢ cytotoksyczna; 2)
Limfocyty T TRAIL+ generalnie uczestniczg w zabijaniu innych komorek, pod-
czas gdy limfocyty T FasL+ moga takze indukowac wtasng apoptoze - samobdj-
czg lub bratobojczg [25]; 3) w ich powierzchniowej ekspresji (zwtaszcza FasL)
uczestniczy aktywacja NFkB, wazny cel molekularny metyloprednizolonu [35].

Podsumowujac, wydaje sie ze profil zmian wywotanych przez GKS (ni-
ska ekspresja FasL na limfocytach ptynu stawowego oraz stabiej zaznaczone
réznice w zakresie ekspresji TRAIL) odpowiada ograniczaniu tuszczki stawo-
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wej przez komorki T, co jest korzystne dla chorego. Mniej jasne wydajg sie
wyniki ekspresji ligandéw receptoréw $mierci po metotreksacie. Przypuszczal-
nie poszerzenie prezentowanych tu wynikow wstepnych o kolejne przypadki
moze rzuci¢ wiecej Swiatta na to pasjonujgce zagadnienie. Nalezy nadmienié, iz
dziatanie biatka TRAIL byto dotad rozwazane w przypadku badan dotyczgcych
chorob nowotworowych. By¢ moze warto, w oparciu o przedstawione wyniki,
zwroci¢ uwage na potencjat tych komérek jako markera aktywnosci cytotok-
sycznej ptynu stawowego w RZS. Zaktadamy, ze zebrane informacje utatwig
dobranie odpowiedniego leczenia.

Whnioski

W zapalnie zmienionym ptynie stawowym chorych z RZS terapia metylopred-
nizolonem lub MTX skutkuje obnizeniem liczby komérek ptynu. MTX moze
sprzyja¢ eliminacji komdrek o fenotypie cytotoksycznym, na co wskazuje zna-
miennie wyzsza wartos¢ indeksu CD4/CD8, w poréwnaniu z chorymi leczony-
mi tylko NLPZ. Wysoka ekspresja HLA-DR na limfocytach T ptynu stawowego
chorych leczonych metyloprednizolonem i MTX moze odzwierciedla¢ wstep-
ng wysokg aktywnos¢ procesu zapalnego, a nie wptyw zastosowanego leczenia.
Metyloprednizolon z reguty obniza ekspresje TRAIL i FasL na limfocytach,
szczegOlnie zaznaczony byt spadek wartosci odsetka limfocytow CD8+TRAIL+.
Mozna to zinterpretowac¢ jako obnizenie potencjatu cytotoksycznego krwinek
ptynu stawowego. Badanie cytoimmunologiczne ptynu stawowego moze mieé
znaczenie w ocenie skutecznosci leczenia RZS lub moze stanowié¢ pomocnicza
informacje o koniecznosci wigczenia odpowiedniego leczenia.
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Cytoimmune image of synovial fluid in rheumatoid arthritis.
Evaluation of the impact of selected treatment methods

Abstract

Introduction: Synovial fluid aspiration of patients with rheumatoid arthritis (RA) pro-
vides important information on the activity of the local inflammation. Synovial T lym-
phocytes, including cells positive with ligands of death receptors, i.e. Fas ligand (FasL)
and TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), both of which play an important
role in RA pathogenesis. The first-line treatment of RA is methotrexate (MTX), but glu-
cocorticoids (as prednisone) and non-steroid anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are also
used. The impact of treatment on the immune profile of synovial fluid in RA has not yet
been cleared.

Objective: Characteristics of the influence of prednisone and MTX treatment on the cyto-
immunological pattern of synovial fluid in RA patients.

Material and methods: Synovial fluid was harvested from RA patients treated with pred-
nisone (n=11) and MTX (n=6). The control group consisted of patients receiving NSAIDs
only (n = 19).

The total cell number (TCN), the percentage of leukocyte populations and the phenotype
of lymphocytes, including FasL and TRAIL expression on Th and Tc cells, was analyzed.
Results: In the prednisone and MTX-treated groups, a decline in TCN was found. The
increased value of the CD4/CD8 index in the MTX group was statistically significant, as
compared to the NSAIDs-treated group (median: 1.2 vs 0.7, p<0.05). In prednisone-treat-
ed patients, a statistically significant decrease in the percentage of lymphocytes T FasL+
and TRAIL+ was observed (i.e. median of CD8+TRAIL+ cells was 12.0% vs 19.2% in
the NSAIDs-treated group, p<0.05, U-Mann-Whitney test).

Conclusions: In the synovial fluid of patients treated with prednisone, there was a de-
crease in the lymphocyte cytotoxicity markers compared to the group treated only with
NSAIDs. Parallel changes in the MTX group were non-significant. MTX seems to in-
crease the value of the CD4/CD8 index, which can be interpreted as a result of CD8+
cytotoxic cell elimination. Cytological and immunological analysis of synovial fluid may
be useful to assess the efficacy of local treatment.

Key words: rheumatoid arthritis, synovial fluid, methotrexate, prednisone
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Streszczenie

Wprowadzenie: Nadcisnienie tetnicze (NT) - powszechna choroba populacji wymaga-
jaca statego, skutecznego leczenia, aby zapobiegaé¢ powiktaniom, wérdd nich zawatowi
serca, udarowi mozgu i niewydolnosci serca. Dobor leku ijego dawki zalezy od wynikéw
pomiaru cisnienia tetniczego krwi (CTK), wykonywanego przez samych chorych, ale
takze przez lekarza (pomiar gabinetowy) i innych pracownikéw stuzby zdrowia (pomiary
ambulatoryjne). Szczeg6lne znaczenie, ze wzgledu na istotno$¢ podejmowania prawidto-
wych decyzji terapeutycznych, ma standaryzacja pomiaru gabinetowego.

Celem pracy byto okreslenie zmiennosci trzech kolejno wykonanych u chorego wyni-
kéw pomiaru CTK w zaleznos$ci od pici, wieku, indeksu masy ciata (body mass index,
BMI), palenia tytoniu, wspotobecnosci wybranych choréb przewlektych (cukrzycy, DM),
przewlektej obturacyjnej choroby ptuc (POChP) i astmy oskrzelowej oraz stosowanego
leczenia hipotensyjnego.

Materiat i metody: U 130 chorych z pierwotnym NT wykonano w gabinecie kardiologicz-
nym trzykrotny pomiar CTK: 1. w pozycji siedzacej natychmiast po wejsciu do gabinetu;
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2. po 10 minutach w pozycji siedzacej; 3. po 15 minutach w pozycji lezacej. W oparciu
o wywiad lekarski i dokumentacje chorych zebrano dane dotyczace: BMI, choréb wspét-
istniejgcych, aktualnie przyjmowanych lekéw i palenia tytoniu.

Wyniki: Wykazano istotng statystycznie zmienno$¢ wyniku pomiaru CTK w zaleznosci
od pozycji i czasu wykonania pomiaru, niezaleznie od pici, wieku, BMI i stosowanego
leczenia hipotensyjnego. Nie stwierdzono zmiennosci wynikow pomiaru ze wspotist-
niejgca cukrzyca, astmag oskrzelowg ani POChP. Najwyzsze wartosci CTK stwierdzono
w czasie pierwszego pomiaru, nizsze w dwoch kolejnych.

Wnioski: Pozycja ciata i czas, jaki uptynat od poczatku wizyty, wptywajg na wynik po-
miaru CTK, poza grupami chorych, w ktérych powiktania choroby lub stosowane lecze-
nie moga niwelowaé réznice (cukrzyca, astma oskrzelowa, POChP). Uzyskane wyniki
potwierdzajg konieczno$¢ ostroznej oceny wyniku pomiaru gabinetowego CTK.

Stowa kluczowe: leczenie przeciwnadcisnieniowe, nadcisnienie pierwotne, pomiar ci-
$nienia tetnicznego

Wprowadzenie

Nadcisnienie tetnicze (NT) jest jednym z gtéwnych czynnikéw ryzyka choréb
uktadu krazenia i osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), jak zawat serca, udar
maézgu oraz niewydolno$¢ serca. Wsrod krajéw europejskich Polska odznacza sie
wysoka umieralnoscig z powodu chordb uktadu sercowo-naczyniowego mimo
nowoczesnego podejscia terapeutycznego w ich leczeniu. W badaniu NATPOL
z r. 2011 rozpoznano NT u 32% Polakéw; jest jednak mozliwe, ze chorych jest
nawet o ok. trzy miliony wiecej [1,2,3].

NT przez diugi czas rozwija sie bezobjawowo, lecz z uptywem lat dopro-
wadza do powaznych powiktan. Chorobe nadci$nieniowg wykrywa sie najcze-
Sciej podczas kontrolnego pomiaru cisnienia tetniczego krwi (CTK). Ze wzgledy
na duzg zmienno$¢ wartosci CTK, zalezng od takich czynnikéw jak stan emocjo-
nalny, wysitek fizyczny czy spozycie positku, istotne jest Sciste przestrzeganie
standardéw pomiaru zgodnie z wytycznymi Europejskiego Towarzystwa Nadci-
$nienia Tetniczego / Europejskiego Towarzystwa Kardiologiczne ESH/ESC (Eu-
ropean Society of Hypertension / European Society of Cardiology), opublikowa-
nymi w 2013 r. [4]. W leczeniu NT kwestig kluczowa dla wybrania wiasciwego
leczenia sa wyniki samokontrolnych pomiaréw CTK w warunkach domowych
w zestawieniu z badaniem CTK w gabinecie [3].

Warto$¢ CTK zalezy od rzutu serca (cardiac output, CO) oraz oporu prze-
ptywu krwi w uktadzie naczyniowym. Cisnienie tetnicze podlega ztozonej re-
gulacji ze strony uktadu hormonalnego, ukiadu nerwowego i czynnosci nerek.
W aktywnej regulacji ci$nienia tetniczego krwi wyrd6zniamy zwtaszcza uktad re-
nina-angiotensyna-aldosteron (dziatajacy dtugoterminowo) i uktad wspotczul-
no-nadnerczowy (o dziataniu natychmiastowym); ponadto modyfikujace dziata-
nie odgrywaja: neuropeptyd Y, peptydy natriuretyczne oraz substancje presyjne
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i hipotensyjne wytwarzane w komaorkach srédbtonka naczyn. Najszybciej dziata-
jacym mechanizmem monitorowania i regulacji CTK sg receptory zlokalizowane
w miesniu sercowym i w ptucach (mechanoreceptory sercowo-ptucne), w tetni-
cach (mechanoreceptory i ich odmiana znana - baroreceptory) oraz mig$niach
szkieletowych (ergoreceptory). Ponadto znaczenie majg chemoreceptory kieb-
kéw aortalnych i szyjnych, zlokalizowane wzdtuz tuku aorty i w rozgatezieniu
tetnic szyjnych wspoélnych [4,5,6,7].

Wartos¢ cisnienia tetniczego krwi okresla sie przy pomocy cisnieniomie-
rza, stosujgc metody pomiaru: manualng, ostuchowg lub oscylometryczng. Me-
toda ostuchowa polega na detekcji tonéw Korotkowa za pomocg stetoskopu [8].

Zaleca sie, aby rozmiar mankietu byt indywidualnie dobrany do grubosci
ramienia chorego. Nalezy poinformowac chorego o przebiegu badania. Koniecz-
ny jest kilkuminutowy odpoczynek bezposrednio przed wykonaniem pomiaru.
Zaleca sie wykonanie co najmniej dwoch pomiaréw; w przypadku znacznej roz-
nicy warto$ci CTK nalezy rozwazy¢ usrednienie uzyskanych wynikéw [3,4,9].

Nadcisnienie tetnicze rozpoznaje sie, jesli srednia warto$¢ CTK, uzyskana
podczas co najmniej dwoch roznych wizyt lekarskich, jest wieksza lub réwna
140/90 mmHg. Wartosci prawidtowe zmodyfikowano dla chorych w podesztym
wieku lub z chorobami wspotistniejgcymi, jak cukrzyca, przewlekta choroba ne-
rek, stan po zawale serca lub udarze mdzgu [4,10].

Dopuszczalne jest rozpoznanie choroby nadcisnieniowej, jezeli wartos$é
CTK pojedynczego pomiaru przekracza 180/110mm Hg i wykluczono czynniki,
ktdre moga te wartos¢ podwyzszy¢. Wyrdznia sie trzy stopnie NT (tab. 1) [11,12].

Tabela 1 Klasyfikacja nadcisnienia tetniczego w pomiarach gabinetowych

Klasvfikacia Cisnienie skurczowe Cisnienie rozkurczowe
y ] [mm Hg] [mm Hg]
Optymalne <120 i <80
Prawidtowe 120-129 i/lub 80-84
Wysokie prawidtowe 130-139 i/lub 85-89
Nadcisnienie tetnicze 1 stopnia 140-159 i/lub 90-99
Nadci$nienie tetnicze 2 stopnia 160-179 i/lub 100-109
Nadcisnienie tetnicze 3 stopnia >180 i/lub >110

Podstawowym problemem technicznym jest btednie dobrany mankiet lub
nieprawidtowe jego zatozenie. Skutkuje to fatszywg ocenag wartosci CTK i nie-
wiasciwg interpretacjg wyniku [13].

Waznym elementem diagnostyki NT sg pomiary wykonywane samokon-
trolnie w warunkach domowych chorego, co po instruktazu badajgcego pozwala
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uzyskac relatywnie dobrze odzwierciedlajace stopieri kontroli choroby i w kon-
sekwencji optymalizowac leczenie [3,8].

Kolejng metodg w diagnostyce nadci$nienia tetniczego jest Holter cisnie-
niowy, w ktorym monitorowanie CTK odbywa sie co 15-30 min. w ciggu dnia
i 30-60 min. w ciggu nocy [12,13].

Celem terapii NT jest obnizenie CTK do warto$ci uznanych za docelowe
lub najbardziej do nich zblizonych i w konsekwencji maksymalne zmniejszenie
ryzyka powiktan sercowo-naczyniowych. Leczenie NT polega na farmakoterapii
i zmianie stylu zycia [3,15]. Istotng role w terapii NT odgrywa leczenie niefar-
makologiczne [12,16].

Leczenie farmakologiczne opiera si¢ na pieciu gtdwnych grupach lekow:
diuretykow tiazydowych/tiazydopodobnych, beta-adrenolitykéw (beta-bloke-
réw), antagonistéw wapnia (blokeréw kanatu wapniowego), inhibitorow kon-
wertazy angiotensyny (hamujych enzym konwertaze angiotensyny I, ACE-I)
oraz sartandw (blokeréw receptora angiotensyny). Leki te nalezg do farmakote-
rapii | rzutu, ktéra wykazuje korzystny wptyw na sSmiertelnos¢ sercowo-naczy-
niowg. Najczesciej leczenie hipotensyjne rozpoczyna sie od monoterapii, w razie
potrzeby wprowadza sie terapie skojarzong dwulekowg. Wiasciwy dobor lekow
zalezy m.in. od wieku, pici, stopnia NT i choréb wspotistniejacych.

W przypadku istnienia wskazan indywidualnych lub NT opornego na do-
tychczasowe leczenie, stosuje sie inne leki hipotensyjne, jak diuretyki petlowe,
antagonisci aldosteronu, alfa-adrenolityki, centralne i obwodowe sympatykoli-
tyki. U czeSci chorych przyjmuje to postac terapii skojarzonej wielolekowej [3].

Cele badania

1. Potwierdzenie, ze procedura (pozycja chorego, czas wykonania) pomiaru
CTK w warunkach porady gabinetowej wptywa najego wynik.

2. Ocena zaleznosci zmiennosci wynikéw pomiaru CTK od pici, wieku, BMI
i palenia tytoniu.

3. Okreslenie, czy wybrane choroby przewlekte (cukrzyca, POChP, astma
oskrzelowa, przebyty zawat serca i udar mézgu ) wptywajg na zmiennos¢
pomiaru CTK.

4. Ocena zaleznosci zmiennosci wyniku pomiaru CTK od stosowanego le-
czenia hipotensyjnego.

Materiat i metody
Badanie wykonano w NZOZ w Wieliczce w okresie od wrzesnia 2016 r. do maja

2017 r. po uzyskaniu pozytywnej opinii Komisji Bioetycznej Krakowskiej Aka-
demii im. A. Frycza Modrzewskiego (nr zgody 19/2016).
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Do badania wigczono 130 chorych, wszyscy podpisali $wiadomg zgode na
udziat w badaniu. Kryteriami wigczenia byto posiadanie dzienniczka ci$nienio-
wego z odnotowanymi, co najmniej dwoma pomiarami CTK dziennie, prowa-
dzonymi przez ostatnie dwa tygodnie przed wizytg. Kryteriami wytgczenia byty
odnotowane wartosci cisnienia tetniczego krwi przekraczajgce 180/100 mmHg
(niedostateczna kontrola farmakologiczna wartosci CTK) w ostatnich czterna-
stu dniach w dzienniczku cisnieniowym, obecnos¢ przewlektych zespotéw bélo-
wych, udokumentowanych choréb psychicznych lub ciezki stan og6lny zdrowia
chorego (wg subiektywnej oceny lekarza prowadzgcego).

W gabinecie trzykrotnie mierzono CTK u kazdej osoby na obu ramionach
za pomocg cisnieniomierza sprezynowego Viso Spencer. Pomiary dokonano
w odstepach czasowych:

1. pierwszy pomiar natychmiast po wejsciu do gabinetu w pozycji siedzacej,
2. drugi pomiar 10 minut pdzniej rdwniez w pozycji siedzacej,
3. trzeci w 15 minut od pierwszego pomiaru w pozycji lezacej.

Dodatkowo mierzono tetno i saturacje hemoglobiny przy pomocy pulsok-
symetru (Beurer PO40). Zebrano wywiad i sprawdzono w dokumentacji lekar-
skiej informacje dotyczace: BMI, chordb wspdtistniejgcych, farmakoterapii i pa-
lenia tytoniu. Efekt ,,biatego fartucha” oceniono, poréwnujac warto$ci pomiarow
CTK ,,gabinetowych” ze $rednimi warto$ciami ci$nienia pochodzacymi z dzien-
niczka samokontroli pacjentow.

Wszystkie zebrane informacje gromadzono w sposéb uniemozliwiajgcy
identyfikacje chorych. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej w pro-
gramie IBM SPSS Statistics 23.0. Rozktad wynikow oszacowano na podstawie
wartosci skosnosci i kurtozy, ktore dla uzyskanych parametrow nie przekroczyty
przedziatu <-1, 1>. Potwierdza to zgodno$¢ rozktadu wynikéw badanych para-
metréw z rozktadem normalnym oraz pozwolito na zastosowanie w dalszych ob-
liczeniach testu t dla préb zaleznych w celu poréwnania réznicy CTK na prawym
i lewym ramieniu oraz procedury parametrycznej, tzn. analizy wariancji ANOVA
z powtarzanym pomiarem, gdzie czynnikiem byt czas pomiaru (pomiar 1vs po-
miar 2 vs pomiar 3). Analize wykonano dla grupy badanej ogdtem, a nastepnie
z podziatem kolejno na pte¢ (kobieta vs mezczyzna), wiek (<50 lat vs 50-65
lat vs >65 lat), obecnos$¢ chorob wspétistniejgcych tj. cukrzycy, astmy, POCHP.
przebytego zawatu serca, przebytego udaru mozgu (tak vs nie), BMI (niedowaga
vs waga prawidtowa vs nadwaga vs otytos¢), insulinoterapie (tak vs nie), farma-
koterapie (monoterapia vs terapia dwulekowa vs terapia wielolekowa), palenie
tytoniu (tak vs nie). Zmienng zalezng byta warto$¢ CTK skurczowego i rozkur-
czowego, usredniona z prawego i lewego ramienia. Poréwnania parami post hoc
wykonano z zastosowaniem poprawki dla poréwnan wielokrotnych Bonferronie-
go. Istotnos¢ statystyczng wynikow przyjeto na poziomie /><0,05.
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Wyniki

Badana grupa sktadata sie z 130 oséb: 60,8% kobieti 39,2% mezczyzn, w wieku
25-87 lat (M = 58,88; SD = 13,86). Charakterystyke grupy przedstawiono w ta-
belach 2 i 3. Wszyscy chorzy stosowali leczenie farmakologiczne NT (tab. 4).

Tabela 2. Dane demograficzne grupy badanej

N %
Kobiety 79 60,8%
Ple¢

Mezczyzni 51 39,2%
Ponizej 50 lat 35 26,9%
Wiek 50-65 lat 49 37,7%
Powyzej 65 lat 46 35,4%
Tak 46 35,4%

Palenie
Nie 84 64,6%
< 185 (niedowaga) 0 0,0%
18,5-24,9 (waga prawidtowa) 22 16,9%
BMI 25-29,9 (nadwaga) 63 48,5%
30-34,9 (otytos¢ | stopnia) 35 26,9%
35-39,9 (otytos¢ 1l stopnia) 7 5,4%
> 40 (otytos¢ 111 stopnia) 3 2,3%

Tabela 3. Czesto$¢ wystepowania wybranych choréb przewlektych w badanej

grupie
Choroby wspotistniejace N %

Tak 7 5,4%

Cukrzycatypu | .
Nie 123 94,6%
Tak 13 10,0%

Cukrzyca typu Il .
Nie 117 90,0%
Tak 6 4,6%

Astma oskrzelowa .
Nie 124 95,4%
Tak 12 9,2%

POChP .
Nie 118 90,8%
e Tak 43 33,1%

Inne choroby wspdtistniejgce .
Nie 87 66,9%
3 Tak 8 6,2%

Udar mozgu .
Nie 122 93,8%
Tak 7 5,4%

Zawat serca .
Nie 123 94,6%
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Tabela 4. Leki stosowane w terapii badanych os6b

N %
Monoterapia 13 10,0%
Rodzaj terapii lekowej Terapia dwulekowa 56 43,1%
Terapia wielolekowa 61 46,9%
Tak 90 69,2%
Beta blokery )
Nie 40 30,8%
. Tak 94 72,3%
Inhibitory ACE-I )
Nie 36 27,7%
i} . . Tak 60 46,2%
Grupy lekéw Diuretyki )
Nie 70 53,8%
Antagonisci kanatéw Tak 44 33,8%
wapniowych Nie 86 66,2%
Tak 30 23,1%
Sartany .
Nie 100 76,9%
. Tak 72 55,4%
Inne leki .
Nie 58 44.,6%
. Tak 13 10,0%
Insulina )
Nie 117 90,0%

Wszystkie ponizsze wyniki przedstawiono w milimetrach stupa rteci.

W analizie pomiaréw CTK, uzyskanych wg danych dzienniczkéw cis$nie-
niowych, badane osoby uzyskaty wynik wysoki prawidtowy w przypadku ci-
$nienia tetniczego skurczowego (M = 130,31) i wynik optymalny w przypadku
ci$nienia tetniczego rozkurczowego (M = 76,81).

W trzykrotnym pomiarze gabinetowym CTK w opisanych wyzej odste-
pach czasowych w przypadku cis$nienia tetniczego skurczowego prawego ramie-
nia uzyskano w pomiarze pierwszym wynik klasyfikujagcy nadcisnienie tetnicze
do Il stopnia (M = 161,35), w pomiarze drugim i trzecim - do | stopnia (pomiar
drugi: M = 150,08; pomiar trzeci: M = 147,31). W przypadku cisnienia tetnicze-
go skurczowego lewego ramienia w kazdym z trzech pomiaréw uzyskano wy-
nik klasyfikujagcy NT do stopnia | (pomiar oierwszy: M = 158,92; pomiar drugi:
M = 146,42; pomiar trzeci: M = 146,42) (ryc. 1). W przypadku $redniego cisnie-
nia tetniczego skurczowego prawego i lewego ramienia w pomiarze pierwszym
uzyskano wynik klasyfikujagcy NT do Il stopnia (M = 160,40), w pomiarze drugim
i trzecim - do | stopnia (pomiar drugi: M = 149,33; pomiar trzeci: M = 146,94)
(tab. 5).
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Tabela 5. Poréwnanie cisnienia tetniczego skurczowego i rozkurczowego
prawego i lewego przedramienia

Prawa konczyna Lewa konczyna
gram goma Poréwnanie

$rednich
Pomiar M SD M SD t Df p

Statystyki testu t

1 161,35 1257 158,92 12,62 P>L 4,27 129 <0,001

CTK
skurczowe 2 150,08 13,06 146,42 21,17 P>L 2,37 129 <0,02
[mm Hg]
3 14731 1225 146,42 12,03 P>L 321 129 <0,001
1 173 7,63 87,31 7,90 P>L 3,68 129 <0,001
CTK
rozkurczowe 2 85,62 7,29 84,27 7,26 P>L 468 129 <0,001
[mm Hg]

3 8385 6,63 83,23 6,61 P>L 301 129 <0,001

Rycina 1 Pordéwnanie skurczowego i rozkurczowego CTK prawego i lewego
ramienia

Wyniki tetna i saturacji Hb byty prawidtowe we wszystkich trzech punk-
tach czasowych.
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Podsumowujac, zaobserwowano istotny statystycznie wplyw czasu po-
miaru i pozycji ciata na warto$¢ CTK. Pordwnania post hoc wykazaty roznice
miedzy pomiarem pierwszym a drugim, pomiarem drugim a trzecim oraz po-
miarem pierwszym a trzecim (wszystkie znamienne statystycznie). W sumie, im
p6zniej wykonano pomiar, tym warto$¢ cisnienia tetniczego skurczowego i roz-
kurczowego byta nizsza (ryc. 2).

Analogiczne zaleznosci obserwowano, gdy osobno analizowano kobiety
i mezczyzn. W obu tych grupach, poréwnania post hoc wykazaty istotne rozni-
ce pomiedzy pomiarem CTK pierwszym a drugim, pomiarem drugim a trzecim
oraz pomiarem pierwszym a trzecim (p6zniej wykonany pomiar przektadat sie
na znamiennie nizszg warto$¢ cisnieniatetniczego skurczowego i rozkurczowego
(ryc. 3).

Stwierdzono istotny statystycznie efekt czasu pomiaru i pozycji ciata na
warto$¢ CTK skurczowego i rozkurczowego we wszystkich trzech grupach wie-
kowych (ryc. 4).

Wykazano istotny statystycznie efekt czasu pomiaru i pozycji ciata na war-
tos¢ CTK wylgcznie u chorych bez cukrzycy, astmy ani POChP. W podgrupie
0séb bez tych choréb towarzyszgcych poréwnania post hoc wykazaty istotne
statystycznie r6znice miedzy pomiarami. Natomiast w grupie oséb, ktora dodat-
kowo chorowata na cukrzyce, astme lub POChP, nie wykazano istotnego staty-
stycznie wplywu czasu pomiaru i pozycji ciata na wartosci CTK skurczowego
i rozkurczowego (ryc. 5-8).

Zaobserwowano istotny statystycznie wptyw czasu pomiaru i pozycji ciata
na warto$¢ CTK, niezaleznie od wartosci BMI (ryc. 9).

Zaobserwowano istotny statystycznie efekt wptyw czasu pomiaru i pozy-
cji ciata na warto$¢ CTK, niezaleznie od liczby przyjmowanych lekdw hipoten-
syjnych (ryc. 10).

Zaobserwowano istotny statystycznie wptyw czasu pomiaru i pozycji ciata
na warto$¢ CTK, zaréwno u chorych palacych papierosy, jak i niepalgcych. Oso-
by niepalace w pierwszym pomiarze miaty nieznacznie wyzsze wartosci skurczo-
wego CTK od 0s6b palacych (ryc. 11).

U chorych z przebytym zawatem serca lub udarem mézgu nie stwierdzono
istotnego statystycznie wptywu czasu pomiaru na wartos¢ cisnienia tetniczego
skurczowego i rozkurczowego. Bez wzgledu na sposéb pomiaru chorzy po prze-
bytym zawale lub udarze uzyskaty podobne wartosci CTK skurczowego i roz-
kurczowego (ryc. 12-13). Te dwie grupy chorych nie byty liczne; uzyskane tu
wyniki wymagajg potwierdzenia w wigkszej liczbie pacjentow.

U 78,4% chorych (102 osoby, w tym 64 kobiety i 38 mezczyzn) $rednia
warto$¢ pomiaréw CTK nr 2 i 3 w gabinecie ,,gabinetowych” byta wyzsza od
$rednich warto$ci ci$nienia tetniczego pochodzacych z dzienniczka samokon-
troli pacjentow (w obserwacji dwutygodniowej). Dla calej grupy uczestnicza-
cych w badaniu chorych zaleznosc¢ ta byta znamienna statystycznie (p<0,05); ze
wzgledu na rozmiary niniejszej pracy nie prezentowano szczeg6towych danych.
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Pomiar 1 Pomiar 2 Pomiar 3

Rycina 2. Wptyw czasu pomiaru i pozycji ciata na cisnienie tetnicze skurczowe
i rozkurczowe

Rycina 3. Wptyw czasu pomiaru i pozycji ciata na ci$nienie tetnicze skurczowe
i rozkurczowe w zaleznosci od pici
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Rycina 4. Wptyw czasu pomiaru i pozycji ciata na cisnienie tetnicze skurczowe
i rozkurczowe w zaleznos$ci od wieku

Rycina 5. Wptyw czasu pomiaru i pozycji ciata na cisnienie tetnicze skurczowe
i rozkurczowe w zaleznos$ci od wspdtwystepowania cukrzycy typu |
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Rycina 7. Wptyw czasu pomiaru i pozycji ciata na cisnienie tetnicze
skurczowe i rozkurczowe w zaleznosci od wspétwystepowania astmy
oskrzelowej
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Rycina 8. Wptyw czasu pomiaru i pozycji ciata na cisnienie tetnicze skurczowe
i rozkurczowe w zaleznosci od wspotwystepowania POChP

Rycina 9. Wplyw czasu pomiaru na cisnienie tetnicze skurczowe i rozkurczowe
w zaleznosci od wartosci BMI
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Ciénienie skurczowe [m Hg)

cina 10. Wplyw czasu pomiaru i pozycji ciata na cisnienie tetnicze skurczowe
i rozkurczowe w zaleznosci od stosowanej terapii farmakologicznej

Cidnienie skurczowe [imi Hg]

Rycina 11. Wplyw czasu pomiaru i pozycji ciata na ci$nienie tetnicze skurczowe
i rozkurczowe w zalezno$ci od palenia tytoniu
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Pomiar 1 Pomiar 2 Pomiar 3 — «— Brak - CTK.rozkurczowe

Rycina 12. Wptyw czasu pomiaru i pozycji ciata na cisnienie tetnicze
skurczowe i rozkurczowe w zaleznosci od przebytego udaru mozgu

Rycinal3. Wptyw czasu pomiaru i pozycji ciata na cisnienie tetnicze skurczowe
i rozkurczowe w zaleznosci od przebytego zawatu serca
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Dyskusja

Choroba nadci$nieniowa jest rozpowszechnionym czynnikiem ryzyka innych
choréb, w tym powiktan sercowo-naczyniowych. NT przez dtugi czas moze roz-
wijac sie bezobjawowo, dlatego tez czesto bywa rozpoznawana przypadkowo,
podczas kontrolnego pomiaru CTK. Ze wzgledy na fakt zmiennej wartosci ci-
$nieniatetniczego krwi, ktdra zaleznajest od licznych czynnikéw zewnetrznych,
istotne jest Sciste przestrzeganie standardéw pomiaru.

W przeprowadzonym badaniu wykazano, ze w pomiarze CTK w warun-
kach domowych chorzy uzyskiwali przewaznie wyniki prawidtowe - S$rednia
pomiaru, jak wspomniano - wynosita 130,31/76,81 mm Hg. Natomiast podczas
pomiaru gabinetowego badane osoby uzyskaty znamiennie wyzsze wartosci
ci$nienia tetniczego krwi. Wedtug wytycznych Polskiego Towarzystwa Nadci-
$nienia Tetniczego dotyczacych zasad postepowaniaw NT (2015) pomiary CTK
w warunkach domowych zmniejszajg ryzyko btedu zwigzanego z wystgpieniem
efektu biatego fartucha czy tez izolowanego nadci$nienia gabinetowego (ang.
isolated office hypertension) oraz nadci$nienia zamaskowanego (ang. isolated
abmbulatory hypertension). Wysitek fizyczny i stres zwigzany z wizytg lekarska,
starszy wiek, pte¢ zenska i niepalenie tytoniu moga przyczynia¢ sie do wzrostu
ci$nienia tetniczego krwi w gabinecie. W wytycznych autorzy stwierdzajg, ze
problem dotyczy ok. 55% chorych. Zdarza sie rzadziej, gdy pomiar dokonywany
jest przez pielegniarke, a nie lekarza. Wcigz trwa dyskusja, czy te grupe chorych
traktowac jak osoby z prawdziwg normotonig. Wytyczne stwierdzaja, ze u wy-
mienionych chorych CTK nalezy kontrolowaé co sze$¢ miesiecy i poszukiwaé
u nich ewentualnych powiktan narzgdowych zwtaszcza przerostu lewej komory
i wspotistniejacej cukrzycy [4].

Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza wariancji ANOVA z powtarza-
nym pomiarem potwierdza, ze procedura wykonania pomiaru CTK ma wptyw na
warto$¢ wyniku. W traktowanej catosciowo grupie 130 chorych z NT wykazano,
ze badani uzyskali najwyzsze wartosci ciSnienia w pozycji siedzacej zaraz po
wejsciu do gabinetu (pomiar nr 1), natomiast najnizsze - w pomiarze nr 3 w po-
zycji lezacej po 15 minutach od pomiaru nr 1

W badaniu nie wykazano istotnego wptywu pici, wieku, palenia papiero-
sow ani BMI na zmienno$¢ CTK w zaleznosci od procedury wykonania pomiaru.
Tak wiec niezaleznie od wieku, pkci, statusu osoby niepalgcej/palacza tytoniu
i klasyfikacji masy ciata, najwyzsze wartosci CTK skurczowego i rozkurczowe-
go stwierdzono w pomiarze pierwszym w pozycji siedzgcej, natomiast najniz-
sze w pomiarze trzecim w pozycji lezacej. Rowniez niezaleznie od prowadzo-
nej u danego chorego typu farmakoterapii hipotensyjnej (monoterapia, terapia
dwulekowa, terapia wielolekowa) zmienno$¢ wyniku CTK byta typowa, czyli
warto$¢ cisnienia spadata od pomiaru nr 1 do pomiaru nr 3; zalezno$¢ byta zna-
mienna statystycznie.
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Okazuje sie jednak, ze ta charakterystyczna zaleznos$¢ wynikéw CTK od
procedury pomiaru przestaje mie¢ znaczenie w niektérych czestych chorobach
towarzyszacych nadcisnieniu. W niniejszej pracy wykazano po pierwsze, iz
w przypadku os6b chorych z cukrzycg nie wystapity roznice w zakresie wartosci
ci$nienia tetniczego skurczowego i rozkurczowego w zaleznosci od procedury
wykonania pomiaru. Pacjenci z cukrzycg mieli stabiej kontrolowane CTK i za-
zywali wigcej lekéw hipotensyjnych. Byto to zgodne z wynikami Shelley i wsp.,
w mysl ktérych wspétistnienie cukrzycy, niezaleznie od jej typu, pogarsza kon-
trole NT i wymaga zastosowania wiekszej liczby lekow [19]. Potwierdzono tym
samym posrednio teze Niedziatka i wsp., ze wspotistnienie NT i cukrzycy wigze
sie z okoto dwukrotnie wyzszym ryzykiem niewyréwnanego NT w poréwnaniu
do os6b niechorujacych na cukrzyce i z koniecznoscig wdrozenia wielolekowej
terapii hipotensyjnej dla osiagniecia docelowych wartosci CTK [17]. Z drugiej
strony badania przeprowadzone przez Mete i wsp. u chorych z cukrzycg wy-
kazaly istotny wptyw niewtasciwej kontroli CTK na czas powstawania blaszek
miazdzycowych w tetnicach szyjnych, ale nie na stopien kontroli glikemii [18].

W niniejszej pracy potwierdzono istotny wptyw insulinoterapii na warto$¢
wyniku CTK, co przejawito sie nieoczekiwanie brakiem réznic wyniku ci$nienia
tetniczego skurczowego i rozkurczowego w zaleznosci od procedury wykonania
pomiaru. Poniewaz jednak insulinge stosowano w oczywisty sposob tylko u pod-
grupy chorych z cukrzycg, wiec obecnosci - lub nie - insulinoterapii u danego
chorego prawdopodobnie nie mozna potraktowac jak zmiennej niezaleznej.

Takze analiza grup chorych z astmg oskrzelowg i POChP wykazata brak
réznic w zakresie warto$ci CTK skurczowego i rozkurczowego w zaleznos$ci od
procedury wykonania pomiaru (pozycji ciata i czasu wykonania badania) (ryc.
12-15). Brak znamiennego wptywu pozycji ciata i czasu pomiaru na wynik CTK
w astmie oskrzelowej i POChP jest kolejnym cennym i oryginalnym wynikiem
niniejszej pracy. Wedtug najlepszej naszej wiedzy w pismiennictwie przedmiotu
brak wyjasnienia lub cho¢by odnotowania tej zaleznosci. Jako mozliwg przy-
czyne wskazujemy sktonnos$¢ do hipoksji i wtornej nadmiernej aktywacji uktadu
sympatycznego. Chorzy ci zwykle leczeni sg ponadto sympatykomimetykami.
W sumie przypuszczalnie wysoka wyjsciowo aktywacja adrenergiczna naktada
sie na stres zwigzany z pomiarem CTK gabinetowymi i zaciera réznice miedzy
kolejnymi trzema pomiarami. Problem wydaje sie istotny, gdyz np. wedtug ba-
dania epidemiologicznego grupy z pierwotnym NT, publikowanym w Medical
Outcomes Study, astma i POChP nalezg do najistotniejszych wspdtistniejgcych
z nadci$nieniem choréb uktadu oddechowego [20]. W takich przypadkach wska-
zane jest uzycie selektywnych beta-1 adrenolitykow bez wewnetrznej aktywno-
$ci sympatykomimetycznej w celu zmniejszenia ryzyka zaostrzenia choréb drog
oddechowych w przebiegu leczenia NT [21]. Z tymi danymi korespondujg po-
$rednio wyniki niniejszego badania, wg ktorych wspotwystepowanie astmy lub
POChHP skutkuje znamiennym pogorszeniem kontroli NT. Wydaje sie, ze lekarze
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prowadzacy niepotrzebnie ograniczajg stosowanie terapii beta-adrenolitycznej
w tej grupie chorych.

Typowej zmiennosci wyniku pomiaru CTK nie stwierdzono réwniez w nie-
licznej grupie chorych z przebytym zawatem serca lub udarem moézgu. Interpre-
tacja tej obserwacjijest utrudniona ze wzgledu na matg liczebnos$¢ tych podgrup,
ztozone zaburzenia regulacyjne u chorych po incydencie sercowo-naczyniowym
oraz brak w dostepnym nam pismiennictwie istotnych publikacji dotyczacych
tego zagadnienia.

Whnioski

1. Wykazano istotng zmienno$¢ wyniku pomiaru CTK w zaleznosci od po-
zycji chorego oraz czasu wykonania pomiaru bez wzgledu na pte¢, wiek
i BMI badanych oraz zastosowane leczenie hipotensyjne.

2. Najwyzsze warto$ci CTK stwierdzono w czasie pierwszego pomiaru wy-
konanego w pozycji siedzacej zaraz po wejsciu do gabinetu; nizsze w cza-
sie drugiego pomiaru w pozycji siedzacej po uptywie 10 minut; najnizsze
po uptywie 15 minut w pozycji lezacej. Réznice miedzy poszczegdlnymi
pomiarami byty znamienne statystycznie.

3. Nie stwierdzono wystepowania zmiennosci wynikéw pomiaru CTK u cho-
rych z cukrzycg | ani Il typu, astmg oskrzelowg lub POChP, co moze wy-
nika¢ z powiktan naczyniowych i nerwowych choroby (cukrzyca) lub sto-
sowanego leczenia (POChP, astma oskrzelowa).

4. Pomiar CTK w warunkach lekarskiej porady gabinetowej nie powinien
by¢ wykonywany zaraz po wejsciu chorego do gabinetu, a wynik nalezy
interpretowac ostroznie.
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Variability of the blood pressure results depending on its measurement
procedure in patients with controlled idiopathic hypertension

Abstract

Introduction: Hypertension is a common condition requiring systematic effective treat-
mentto prevent severe complications such as heart attack, stroke, heart failure. The phar-
macotherapy and drug doses depend on the results of blood pressure (BP) measurements
performed by patients themselves, as well as by physicians and other health profession-
als. In order to reach the correct therapeutic decisions, the cabinet BP measurement needs
to be standardized.

The aim of the study was to determine the variability of three subsequent BP measure-
ments in the same patient depending on sex, age, body mass index (BMI), smoking, an-
tihypertensive treatment and concomitant selected chronic diseases, i.e. diabetes mellitus
(DM), chronic obstructive pulmonary disease (COPD), bronchial asthma (BA).

Material and methods: In 130 patients with primary hypertension in the office, three BP
measurements were performed: 1 in a sitting position immediately after entering the
office; 2. after 10 minutes in a sitting position; 3. after 15 minutes in a lying position.
BMI, comorbidities, current medication and smoking status were collected on the basis
of medical records.

Results: A statistically significant variability in BP measurement results was found. It
depended on the position and time of the measurement; this finding was regardless of sex,
age, BMI and type of antihypertensive treatment. There were no variations in measure-
ment results in patients with DM, COPD or BA. The highest BP values were found at the
first measurement, the lower at 2nd and 3rd one.

Conclusions: Body position and time from the visit onset to the BP measurement affect
it’s result, except the groups of patients (DM, COPD, BA) in which the pharmacotherapy
side effects can eliminate the difference. The study results confirm the need for careful
assessment of the results of cabinet BP measurements.

Key words: antihypertensive treatment, blood pressure measurement, primary
hypertension
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Streszczenie

Stozek rogdwki jest chorobg degeneracyjna, polegajaca na postepujgcym Scieficzeniu
i uwypukleniu rogéwki. Chorobata, w postaciach zaawansowanych, prowadzi do znacz-
nych zaburzen ostrosci wzroku - jedynym rozwigzaniem staje sie wowczas przeszczep
rogéwki. Nowoczesna diagnostyka stozka bazuje na analizie powierzchni rogéwki przy
uzyciu topo-tomografii komputerowej, ktéra pozwala na ocene wczesnych zmian cho-
robowych z mozliwoscig wdrozenia odpowiedniego leczenia w stadiach poczatkowych.
Taka procedura jest wprowadzone w ostatnich latach sieciowanie wtokien kolageno-
wych. Zabieg ten, dzieki reakcji fotochemicznej wywotanej oddziatywaniem UVA i ry-
boflawiny, prowadzi do tworzenia nowych wigzar pomiedzy fancuchami kolagenu, z na-
stepujgcym usztywnieniem migzszu rogéwki i zahamowaniem rozwoju stozka. Wczesna
diagnoza, mozliwa dzieki obrazowaniu rogéwki przy uzyciu nowoczesnych systeméw
topo-tomograficznych w pofaczeniu z efektywnym zabiegiem powstrzymujacym rozwdj
stozka, stanowig istotne osiggniecie ostatnich lat.

Stowa kluczowe: stozek rogéwki, rogéwka, topografia rogéwki, pachymetria, sieciowa-
nie wtokien kolagenowych
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Wprowadzenie

Stozek rogdwki jest chorobg degeneracyjng, charakteryzujgcg sie postepujgcym
Scienczeniem i uwypukleniem rogéwki powodujacym obnizenie ostrosci wzroku
na skutek astygmatyzmu nieregularnego [1]. Schorzenie to do niedawna uwa-
zane byto za niezapalne, jednak badania ostatnich lat wykazaty jego zwigzek
z aktywnoscig cytokin i enzymow prozapalnych w rogéwce i na powierzchni
oka [2,3]. W zaawansowanych postaciach choroby dochodzi do znaczacego ob-
nizenia ostrosci wzroku - wowczas jedynym rozwigzaniem terapeutycznym jest
przeszczep rogowki.

Epidemiologia i etiopatogeneza stozka

Opisana w literaturze czestotliwo$¢ wystepowania stozka rogéwki waha sie po-
miedzy 54,5 a 265 przypadkéw na 100 000 os6b, a roczna zapadalnos¢ to 2-23
przypadkéw na 100 000 [2-4]. Stozek rogowki wystepuje z jednakowg czesto-
tliwoscig u kobiet i mezczyzn; postepuje do ok. 40 roku zycia i jest zazwyczaj
obustronny z réznym stopniem zaawansowania.

Etiologia jest do dnia dzisiejszego nieznana. Uwaza sie, iz na powstanie
stozka moga wptywaé drobne urazy, czeste pocieranie oka i alergie, czyli wszyst-
kie stany, w ktérych dochodzi do uwalniania prozapalnych cytokin nabtonko-
wych przyczyniajgcych sie do apoptozy keratocytéw rogéwki, co lezy u podto-
za zmian zaobserwowanych w stozku. Zmniejszeniu liczby keratocytéw wraz
z obnizeniem ilosci blaszek kolagenowych towarzyszy degradacja fibroblastow
migzszu rogdwki. Sciericzenie miazszu, typowe dla tej choroby, spowodowane
jest wzrostem aktywnosci proteaz z jednoczesnym zmniejszeniem aktywnosci
ich inhibitoréw, co powoduje obnizenie stabilno$ci biomechanicznej rogéwki
i jej postepujace uwypuklenie [2,5].

Szczegllne znaczenie w etiopatogenezie stozka przypisywane jest predys-
pozycjom genetycznym, za czym przemawia wystepowanie rodzinne, wysoka
zgodno$¢ u bliznigtjednojajowych i wspétwystepowanie w niektérych chorobach
genetycznych takich jak zesp6t Marfana, Ehlersa-Danlosa czy Downa [1-4].

Opublikowane w ostatnich latach badania naukowe potwierdzajg role
czynnikbdw genetycznych w patogenezie stozka [6-9]; wydaje sie, ze ich
wspotdziatanie z czynnikami Srodowiskowymi ma istotne znaczenie w rozwoju
choroby.

Objawy

Objawy subiektywne stozka rogowki to postepujgce pogorszenie ostrosci wzro-
ku, spowodowane astygmatyzmem i krétkowzrocznos$cia, czeste podraznienia,
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zesp6t suchego oka oraz, nierzadko, nadwrazliwo$é na Swiatto. Typowymi za-
burzeniami widzenia zgtaszanymi przez chorych sg objawy typu ,halo” wokét
zrodta swiatta, rozmycie konturéw, widzenie podwojne.

Objawy kliniczne stozka sa dosyé charakterystyczne. W stopniach za-
awansowanych moze pojawi¢ sie tzw. objaw Munsona, polegajacy na deformacji
brzegu powieki dolnej przy spojrzeniu w dot [1-4].

Diagnostyka

W badaniu przy uzyciu lampy szczelinowej obserwuje sie typowe dla tego scho-
rzenia Scieficzenie migzszu rogowki w jej czesci centralnej i paracentralnej odpo-
wiadajacej szczytowi stozka (rycina 1).
Pozostate zmiany rog6wki to:
e pierScien Fleischera koloru brunatnego, spowodowany odktadaniem he-
mosyderyny pod nabtonkiem u podstawy stozka;
« pekniecia btony Bowmana, a w ich efekcie - blizny podnabtonkowe
« linie Vogta, czyli pionowe linie na szczycie stozka w migzszu rogowki
spowodowane rozstepami w istocie wiasciwej;
» obrzek rogéwki i zaznaczone blizny w stozkach wysoce zaawansowanych

[1-3].

Rycina 1 Stozek rogéwki w stanie zaawansowanym

Wszystkie ryciny pochodza ze zbioréw autora.
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Podstawowym badaniem diagnostycznym w stozku pozostaje komputero-
wa topografia rogéwki, ktora pozwala na pomiar catkowitej krzywizny jej przed-
niej powierzchni. Do czasu pojawienia sie tej techniki obrazowania informacji
0 krzywiznie rogdwki dostarczat keratometr, dokonujacy pomiaru jedynie w jej
czesci centralnej. Jest wiec oczywiste, ze takie pomiary w przypadkach wczesne-
go stozka nie pozwalaty na postawienie diagnozy, ktéra byta mozliwa dopiero
w stadiach zaawansowanych.

Jak juz wspomniano, wspotczesne topografy mierzg przednig krzywizne
rogéwki w kazdym jej punkcie, wykorzystujgc zmodernizowany dysk Placido,
majacy postac tarczy z koncentrycznymi pierscieniami - na przemian biatymi
1 czarnymi. Obraz pierScieni po odbiciu od powierzchni rogéwki jest analizo-
wany komputerowo przy pomocy odpowiednich algorytméw. Otrzymane dane
przetwarzane sg na promienie krzywizny i przedstawiane za pomocg barwnych
map, w ktérych kolory tzw. ciepte (od pomaranczowego po czerwony) odpo-
wiadajg wzrostowi krzywizny, a kolory zimne (jak ciemnozielony, niebieski,
granatowy) charakteryzujg obszary o niskiej krzywiznie. Kolory zielony i z6tty
zarezerwowane sg dla wartosci normalnych, najczesciej wystepujacych w popu-
lacji (rycina 2, 3). Topografia komputerowa pozwala zatem na ocene krzywizny
rogéwki oraz informuje ojej ksztatcie i wiasciwosciach refrakcyjnych [10,11].

Wszystkie topografy sg dotowane programami do screeningu stozka po-
przez analize krzywizny rogowki i symetrii otrzymanego obrazu. Aktualnie sgto
systemy bardzo precyzyjne, ktore podajg wskazniki prawdopodobienstwa wyste-
powania stozka w badanym oku, a w przypadku obecnosci schorzenia informuja
0 stopniu jego zaawansowania [11,12].

Diagnoza stozka w jego stadiach poczgtkowych, tj. przedklinicznych, byta
zawsze problematyczna i pomimo istotnych postepéw naukowych i technolo-
gicznych do dzi$ istniejg przypadki, w ktérych trudno jest jednoznacznie po-
twierdzi¢ istnienie schorzenia.

Najnowsze osiagniecia w dziedzinie diagnostyki instrumentalnej rogow-
ki to topo-tomografy, ktore podajg informacje nie tylko z przedniej, ale row-
niez z tylnej powierzchni rogowki, co pozwala na wykrycie wczesnych zmian
typowych dla stozka. Instrumenty te dziatajg na zasadzie pomiaru wysokosci
w stosunku do punktow odniesienia - np. szczelinowa skaningowa tomografia
(Orbscan®, Bausch & Lomb, USA) - lub na zasadzie kamery Scheimpfluga,
tworzacej trojwymiarowy model matematyczny przedniego odcinka oka (Penta-
cam® Oculus, Niemcy; Sirius® CSO, Wiochy; Gallilei® Ziemer, Szwajcaria).
Mozliwos$¢ pomiaru przedniej i tylnej powierzchni rogoéwki pozwala na obserwa-
cje minimalnych zmian w jej grubosci i krzywiznie, ktére sg charakterystyczne
dla wczesnych stadidw stozka [13-15] (rycina 4).

Pomiar grubosci rogéwki stanowi, obok topografii, istotne badanie dia-
gnostyczne w stozku, poniewaz $ciefczenie migzszu towarzyszgce wzrostowi
krzywizny jest jednym z gtownych objaw6w choroby. Pomiar ten moze by¢ wy-
konywany przy uzyciu pachymetrow ultrasonograficznych, jednak informacje
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dotyczace grubosci rogdwki w kazdym jej punkcie, otrzymywane przy uzyciu
tomografdw, sg bardziej doktadne, powtarzalne i niezalezne od operatora.

Mozna zatem uzna¢, ze mozliwo$¢ jednoczesnego pomiaru krzywizny
i grubosci rogowki w kazdym jej punkcie stanowi bez watpienia istotne osiggnie-
cie we wspotczesnej diagnostyce schorzen rogowki.

Rycina 2. Topografia rogoéwki o normalnym profilu

Rycina 3. Topografia rogoéwki w przypadku stozka rogéwki
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OCULUS - PENTACAM Belin / Ambrésio Enhanced Ectasia

Rycina 4. Przyktad analizy wczesnego stozka rogowki przy pomocy programu
Belin-Ambrosio Display (BAD), ktérym dysponuje tomograf
Pentacam®. U dotu po lewej przedstawiony jest wynik kompleksowej
analizy przedniej i tylnej powierzchni rogéwki, gdzie istotne zmiany
centralnej krzywizny rogéwki sugerujgce obecno$¢ stozka oznaczone
sg kolorem czerwonym

Klasyfikacja

Stozek rogowki mozna sklasyfikowa¢ pod wzgledem szybkos$ci rozwoju, jego
krzywizny i morfologii. Co do stopnia ewolucji rozréznia sie tzw. forme fru-
ste, czyli stozek nierozwijajacy sie, stozek o rozwoju powolnym, pojawiajacy sie
u dorostych, oraz formy o szybkiej progresji manifestujgce sie w okresie pokwi-
tania.

Klasyfikacja oparta na wartosci krzywizny centralnej stozka (K), ktdra de-
terminuje jej moc tamigcg w danym punkcie, rozréznia stozek nieznaczny o war-
toSci K<45 dioptrii, umiarkowany (K: 45-52 dioptrii), zaawansowany (K>52
dioptrii) i bardzo zaawansowany (K>62 dioptrii). Klasyfikacja morfologiczna
rozroznia stozek okragty, owalny i og6lny [2].

Istnieje wiele propozycji podziatu stozka pod wzgledem zaawansowania,
jednak najbardziej rozpowszechniona jest 4-stopniowa klasyfikacja Amslera-
-Krumeicha, biorgca pod uwage $rednig krzywizny z mapy topograficznej, re-
frakcje, grubosé oraz przejrzystosé rogowki [15].
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Leczenie

Leczenie stozka rogéwki mozna podzieli¢ na zachowawcze i chirurgiczne.
Pierwsze polega na optycznej korekcji wady wzroku przy pomocy okularéw czy
odpowiednio dobranych szkiet kontaktowych. W niektdérych przypadkach, po od-
powiedniej kwalifikacji, istnieje mozliwo$¢ wykonania laserowej korekcji wady
wzroku, jednak takie podejScie terapeutyczne nie jest szczegélnie rozpowszech-
nione [16,17].Leczenie chirurgiczne polega przede wszystkim na przeszczepie
rogéwki, ktéry moze by¢ warstwowy lub drazacy - w zaleznosci od stopnia za-
awansowania stozka i przejrzystosci migzszu. Innym zabiegiem majacym na celu
poprawe widzeniajest wszczepienie pierscieni srdédrogowkowych, ktére, regulu-
jac krzywizne centralnej czesci rogéwki, poprawiajg ostros¢ wzroku.

W ostatnim dziesiecioleciu nastgpit istotny postep w leczeniu stozka
rogowki. Zwigzane jest to z zastosowaniem zabiegu sieciowania wtokien ko-
lagenowych, ktory powoduje utwardzenie i zwiekszenie stabilnosci rogowki.
Sieciowanie widkien kolagenowych rogéwki (Corneal Cross-linking) zosta-
to wprowadzone do kliniki przez Theo Seilera i Eberharda Spoerla, badaczy
z Uniwersytetu w Dreznie, w 1998 roku. Zabieg ten, dzieki reakcji fotoche-
micznej wywotanej dziataniem promieniowania UVA o dtugosci fali 370 nm
i ryboflawiny (witaminy B2) na wtokna kolagenowe, doprowadza do powstania
nowych wigzan pomiedzy tancuchami kolagenu, ktére modyfikujg jego struk-
ture i powodujg zwiekszenie sztywnosci tkanki. Wybdr ryboflawiny nie jest
przypadkowy, gdyz ta okazata sie idealnym fotouczulaczem, absorbujgcym
UVA o dtugosci fali 370 nm i wywotujgcym pozadang reakcje fotochemiczna,
doprowadzajaca do powstawania nowych wigzan kolagenowych, co klinicznie
objawia sie wasnie wzrostem sztywnosci tkanki rogéwki. Usztywnienie migz-
szu rogdwki powstrzymuje proces jej uwypuklania zwigzany z zaburzeniem
struktury i nadmierng elastycznos$cig [18-20].

Istniejg rézne techniki sieciowania, réznigce sie sposobem nasgczania
migzszu rogowki ryboflawing i czasem naswietlania. Istotne jest optymalne na-
saczenie i naswietlanie promieniowaniem UVA o mocy 3 mW/cm2przez 30 min.
lub 10 mW/cm2przez 9 min.; taka dawka jest niezbedna do osiagniecia efektu
sieciowania, prowadzgcego do zwiekszenia stabilnosci biomechanicznej rogow-
ki i zahamowania procesu chorobowego, jednocze$nie zabieg taki pozostaje bez-
pieczny dla struktur oka (rycina 5).

Rozpowszechnienie zabiegu sieciowania wokien kolagenowych i efek-
tywno$¢ tej techniki w zahamowaniu procesu chorobowego doprowadzity
w ostatnich latach do istotnego obnizenia ilosci przeszczepow rogéwki z powodu
stozka [21-24].

Nalezy podkresli¢ istotne znaczenie wczesnego wykrycia stozka, gdyz po-
zwala ono na zastosowanie zabiegu sieciowania i zahamowanie rozwoju choroby
w stadiach poczatkowych, w ktorych ostros¢ wzroku jest zachowana lub tylko
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nieznacznie obnizona. Sieciowanie jest zabiegiem o stosunkowo niskiej czesto-
tliwosci powiktan, ktére obserwuje sie gtéwnie w technice przewidujacej usu-
niecie nabtonka. Najczesciej wystepujgcym powiktaniem jest zaburzenie przej-
rzystosci rogowki, ktore wystepuje w 8,6% przypadkdéw, lecz dotyczy gtéwnie
stozk6w bardziej zaawansowanych. Rzadziej obserwuje sie przejSciowy obrzek
rogowki lub zakazenia zwigzane z ubytkiem nabtonka i stosowaniem opatrunko-
wych szkiet kontaktowych [25].

Rycina 5. Zabieg sieciowania wtdkien kolagenowych

Podsumowanie

Postepy w diagnostyce stozka rogéwki zwigzane sg z charakteryzujgcym ostatnie
lata znacznym rozwojem nowoczesnych technologii: zaczynajac od keratometru,
mierzacego jedynie centralng krzywizne rogéwki, poprzez wideokeratoskopy,
az do nowoczesnych systemow topo-tomograficznych, ktére wykonuja pomiar
krzywizny i grubosci rogowki w kazdym jej punkcie.
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Postepy w leczeniu stozka wynikajg bez watpienia z rozpowszechnienia
sieciowania witokien kolagenowych, ktore okazato sie zabiegiem efektywnym,
pozwalajagcym na zahamowanie procesu chorobowego. Rezultatem tego jest
znaczny spadek ilosci przeszczepow rogéwki w krajach, w ktérych procedura ta
zaczeta by¢ stosowana rutynowo.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze stozek rogdwki jest chorobg wyste-
pujacg czesciej niz zwyklo sie uwaza¢, moze mie¢ przebieg powolny lub prze-
ciwnie: szybki i agresywny, zwiaszcza gdy pojawi sie w okresie dojrzewania.
Jezeli nie zostanie zdiagnozowany we wczesnych stadiach, prowadzi do powaz-
nych zaburzen ostrosci wzroku. Istotnym osiggnieciem ostatnich lat jest moz-
liwos¢ wczesnej diagnozy przy uzyciu nowoczesnych tomo-topograféw oraz
nowa technika terapeutyczna zwana sieciowaniem, w ktorej - dzieki reakcji fo-
tochemicznej wywotanej dziataniem promieniowania UVA o dtugosci fali 370
nm i ryboflawiny na wtdkna kolagenowe - dochodzi do powstawania nowych
wigzan pomiedzy tancuchami kolagenu, ktére, modyfikujac jego strukture, po-
wodujg zwigkszenie sztywnosci tkanki. Pozwalato na zatrzymanie choroby w jej
wczesnych stadiach, w ktdrych jeszcze nie doszto do zaburzenia ostrosci wzroku.
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Up to date on diagnosis and treatment of keratoconus

Abstract

Keratoconus is a degenerative disease with progressive thinning and steepening of the
cornea. In the advanced stages with severe reduction of visual acuity, a corneal transplan-
tation is required. Modern diagnostic procedures are based on corneal topography and
tomography that permit early diagnosis and therapy. Corneal Cross-linking is the modern
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therapeutic procedure that allows arrest of disease progression with maintenance of good
visual acuity if performed in early stages. This therapeutic procedure is based on the pho-
tochemical reaction induced by riboflavin and UV A radiation that creates new bonds be-
tween collagen fibers that results in stromal stiffening that arrest keratoconus progression.
It could be stated that significant achievements in keratoconus management are related
to the possibility of early detection due to the modern tomographic systems and possibil-
ity of effective treatment with corneal cross linking procedure that arrests progression of
ectasia.

Key words: keratoconus, cornea, corneal topography, pachymetry, cross-linking
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Streszczenie

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) pomimo licznych dziatan niepozadanych
w dalszym ciggu pozostajg najczesciej stosowang grupg lekéw, ktdre mozna naby¢ bez
recepty. Mechanizm ich dziatania polega na hamowaniu aktywnosci cyklooksygenaz
(COX 1; COX 2), enzymOw uczestniczagcych w jednym ze szlakéw przemian kwasu
arachidonowego, ktérego koncowymi produktami sg prostaglandyny (PGE2 oraz PGI2-
-prostacykliny) oraz tromboksany. Zahamowanie aktywnos$ci cyklooksygenazy (COX)
nieuchronnie prowadzi po wystgpienia dziatan niepozadanych. Do najczesciej wystepu-
jacych skutkéw ubocznych zwiazanych ze stosowaniem niesteroidowych lekéw prze-
ciwzapalnych nalezg objawy ze strony przewodu pokarmowego. Rzadziej z hadmiernym
stosowaniem NLPZ wigze sie oddziatywanie nefrotoksyczne, hepatotoksyczne, nega-
tywny wptyw na dziatanie uktadu oddechowego oraz stosunkowo niedawno potwierdzo-
ne dziatanie kardiotoksyczne. Nalezy wiec wszelkimi mozliwymi sposobami dgzy¢ do
zmniejszenia dostepnosci niesteroidowych lekdw przeciwzapalnych oraz monitorowac
stosowanie tych lekéw gtéwnie u osob szczeg6lnie narazonych na wystapienie skutkéw
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ubocznych (ludzi starszych, z niewydolnos$ciag krazenia, nadci$nieniem tetniczym, choro-
bami nerek i przewodu pokarmowego).

Stowa kluczowe: niesteroidowe leki przeciwzapalne, aspiryna, cyklooksygenza

Wprowadzenie

Samoleczenie w tradycji polskiej jest niezwykle rozpowszechnione. W prawie
kazdym mieszkaniu jest miejsce na apteczke zawierajacg rézne leki: od antybio-
tykow, poprzez suplementy diety, po leki przeciwbd6lowe. Istnieje silne spoteczne
przekonanie, ze $rodek farmaceutyczny nabyty bez recepty lekarskiej jest bez-
pieczny i moze by¢ stosowany bez jakiejkolwiek kontroli. Prawie 1/5 Polakow
spozywa wiecej niz 52 tabletki przeciwbdlowe rocznie [1]. W 2011 r. w Pol-
sce kupiono tgcznie dwa miliardy lekdw zawierajgcych $rodki przeciwbdlowe,
w tym 1mld 437 mln bez recepty [1]. Az 58% Polakéw zazywa leki przeciwbdlo-
we minimum raz w miesigcu, 18% minimum raz w tygodniu a 2% codziennie [1].

Dane ze struktury sprzedazy dowodzg, ze zakup az 1,3 mld tabletek prze-
ciwbolowych odbywa sie bez pomocy eksperta. Prawie potowa Polakow siega po
leki przeciwbolowe juz przy pierwszych objawach bolu lub profilaktycznie, gdy
spodziewa sig, ze bol ten nadejdzie. Niestety, bezrefleksyjne stosowanie lekdw
dotyczy takze dzieci. W badaniu Zdrowie i zachowania zdrowotne mieszkancow
Polski w Swietle Europejskiego Ankietowanego Badania Zdrowia (EHIS) 2014
dowiedziono, ze w ciggu dwdch tygodni poprzedzajgcych badanie leki stosowa-
no u prawie 58% dzieci [2].

Najczesciej stosowang grupa lekéw przeciwbdlowych, pomimo licznych
dziatan niepozadanych, w dalszym ciagu pozostajg niesteroidowe leki przeciw-
zapalne (NLPZ). Do najcze$ciej wystepujacych skutkéw ubocznych nalezg m.in.
nudnosci i wymioty (50-60% przypadkdéw), owrzodzenia przewodu pokarmowe-
go, a takze stosunkowo niedawno potwierdzone dziatanie kardiotoksyczne [3].
Interesujacy pozostaje fakt, ze u ponad 80% pacjentow, u ktérych wystapity po-
wazne dzialania niepozgdane, nie zaistniaty istotne objawy sygnalizujgce.

Mechanizm dziatania NLPZ

Mechanizm dziatania NLPZ, odkryty na poczatku lat 70. XX w., polega na hamo-
waniu aktywnosci cyklooksygenaz (COX 1, COX 2), enzymoOw uczestniczacych
w jednym ze szlakéw przemian kwasu arachidonowego, ktérego koricowymi
produktami sg prostaglandyny (PGE2, PGI2-prostacykliny) oraz tromboksany
(Tx) [4]. Cykliczne nadtlenki PG, jak i same PG majg by¢ nie tylko mediatorami
procesow zapalnych, lecz takze uczestnikami w procesie przekaznictwa bodzcow
bélowych [4]. Wiadomo jednak, ze oprdcz szlaku cyklooksygenaz istnieje takze
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drugi szlak przemian kwasu arachidonowego, tj. szlak lipooksygenazy, ktdrego
koncowym produktem sg leukotrieny (LTB4, LTC4, LTD4, LTE4), réwniez od-
grywajace istotng role w procesach zapalnych, a takze w nocycepcji [3,4].

W 1992 r. DanielSimmonds wykazat, ze istniejg co najmniej dwie izofor-
my cyklooksygenazy: cyklooksygenaza konstytutywna (COX 1) i indukowana
(COX 2). COX-1 wystepuje w warunkach fizjologicznych (ptytki krwi, $luzow-
ka zotgdka, nerki, endotelium). Oddziatywuje wiec cytoprotekcyjnie na przewod
pokarmowy, wptywa korzystnie na przeptyw krwi w nerkach, reguluje funkcje
ptytek krwi [4]. Forma indukowana (COX-2) powstaje natomiast w nastepstwie
dziatania endotoksyn czy cytokin prozapalnych. Niestety, COX-2 petni takze
istotne funkcje konstytutywne - odgrywa wazng role w regulacji przeptywu ner-
kowego i gospodarki sodowej organizmu [4]. Odpowiada wiec za powstawanie
prostaglandyn indukujgcych wzrost przepuszczalnosci naczyn, obrzek i bol [4].
Jej obecnos¢ wykryto takze w komdrkach ptytki miazdzycowej oraz komérkach
nowotworowych pochodzenia nabtonkowego [4].

Na poczatku XX. w. odkryto biatko, ktére nazwano COX-3, bedace od-
miang COX-1 i wystepujace m.in. w strukturach OUN [5].

Wigkszo$¢ NLPZ hamuje obie izoformy COX; za dziatania niepozadane
zwigzane ze stosowaniem NLPZ odpowiedzialne jest przede wszystkim zaha-
mowanie COX-1, natomiast efekt przeciwzapalny jest rezultatem zahamowania
COX-2 [3,4]. W ostatnich latach pojawity sie takze publikacje, z ktérych wyni-
ka, ze mechanizm przeciwzapalnego dziatania NLPZ zwigzany jest prawdopo-
dobnie takze z zahamowaniem ekspresji indukowanej izoformy syntazy tlenku
azotu, enzymu Scisle zwigzanego z rozwojem stanu zapalnego w uszkodzonych
tkankach [5].

Obecnie NLPZ dzielimy na trzy grupy:

* NLPZ I generacji:

- hamujace preferencyjnie gtéwnie COX-1, np. kwas acetylosalicylowy,

indometacyna;

- hamujace gtdwnie COX-2 iw pewnym stopniu COX-1, np. diklofenak;

* NLPZ Il generacji hamujace gtdwnie COX-2, np. meloksykam, nimesulid,
sulindak;
* NLPZ Il generacji wybiorczo hamujgce COX-2 tzw. koksyby, np. cele-

koksyb [3,4,5].

Oddziatywanie na przewdd pokarmowy

Zahamowanie aktywnosci cyklooksygenazy (COX) nieuchronnie prowadzi po
wystgpienia dziatan niepozadanych. Na czoto wszystkich skutkdw ubocznych
zwigzanych ze stosowaniem NLPZ, w tym popularnego kwasu acetylosalicy-
lowego [ASA], wysuwa sie zarbwno miejscowy, jak i ogolnoustrojowy nieko-
rzystny wptyw na przewdd pokarmowy, zalezny w duzej mierze od hamowa-
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nia syntezy prostaglandyn [4,5]. Prostaglandyny odpowiadajg za zwigkszenie
przeptywu krwi w bionie Sluzowej, pobudzanie wytwarzania oraz wydzielania
Sluzu i wodoroweglanow; sprzyjajg tez proliferacji i regeneracji nabtonka [4],
wykazujgc tym samym dziatanie cytoprotekcyjnie dla btony Sluzowej zotgdka
i dwunastnicy. Objawy niepozadane ze strony przewodu pokarmowego mozna
podzieli¢ na kilka grup. Do czestych, ale stosunkowo tagodnych nalezg objawy
dyspeptyczne, takie jak nudnosci, uczucie dyskomfortu w nadbrzuszu, biegunki.
Jednak najbardziej niebezpiecznymi, mogacymi prowadzi¢ nawet do zgonu, sg
ciezkie uszkodzenia gornej czesci przewodu pokarmowego pod postacig krwa-
wien, owrzodzen czy perforacji [4,5]. Dzieki zastosowaniu endoskopii kapsut-
kowej coraz wiekszg uwage zwraca sie réwniez na uszkodzenia jelita ciefkiego,
najczesciej pod postacig nadzerek i owrzodzen [7]. Grupg chorych szczegdlnie
narazonych na ryzyko krwawienia z przewodu pokarmowego sg pacjenci powy-
zej 60-75 roku zycia, z chorobg reumatyczng, przyjmujacy dodatkowo preparaty
kwasu acetylosalicylowego, leki sterydowe, przeciwdepresyjne i przeciwzakrze-
powe oraz z epizodem krwawienia z przewodu pokarmowego w wywiadzie [4,7].
Rowniez duze dawki NLPZ lub przyjmowanie kilku NPLZ jednoczasowo zwigk-
sza ryzyko wystgpienia krwawien [5]. Na podstawie analizy badan endoskopo-
wych wiadomo, ze juz po 1-2 tygodniach stosowania NLPZ u 60-100% chorych
stwierdza sie przekrwienie, wybroczyny, nadzerki, a nawet wrzody zotgdka lub
dwunastnicy [8]. Udowodniono takze, iz dtugotrwate leczenie preparatami ASA
zwieksza ryzyko krwawienia z przewodu pokarmowego niezaleznie od dawki
i rodzaju preparatu [9].

Ryzyko wystgpienia wspomnianych uszkodzen jest najwieksze w po-
czatkowym okresie przyjmowania NLPZ, u chorych stosujacych je przewlekle
zmiany w obrebie btony $luzowej zotgdka i dwunastnicy opisywane sgw 5-30%
przypadkéw [8]. Wedlug Jaya Goldsteina najwieksze ryzyko ciezkich uszkodzen
przewodu pokarmowego wystepuje w trakcie stosowania Ketoprofenu (23,7%),
Piroksykamu (13,7%) i Naproksenu (9,1%), najmniejsze za$ przy Nimesuli-
dzie (2,6%) i lbuprofenie (2,0%) [10]. W Swietle opublikowanych badan mozna
przyjac, ze stosowanie wybiorczych inhibitorow COX-2 niesie ze sobg mniejsze
ryzyko choroby wrzodowej zotgdka i dwunastnicy czy krwawienia z przewodu
pokarmowego w poréwnaniu do inhibitorow COX-1 [7]. Wytyczne American
College of Rheumatology zalecajg, aby u chorych z objawowym lub powikta-
nym owrzodzeniem gdrnego odcinka przewodu pokarmowego, ale bez krwawie-
nia z tegoz odcinka w ostatnim roku, u ktérych lekarz zadecydowat o wiacze-
niu NLPZ przyjmowanych doustnie, wybiera¢ wybi6rcze inhibitory COX-2 lub
niewybidrcze w potgczeniu z inhibitorem pompy protonowej (IPP) [11]. Pan-
toprazol, nalezacy do grupy IPP, w dawce 20 mg, zgodnie ze swoim wskaza-
niem rejestracyjnym, zapobiega powstawaniu owrzodzer zotgdka i dwunastnicy,
zmniejsza ryzyko zabiegu chirurgicznego oraz $miertelnosci, wywotanymi przez
przyjmowanie NLPZ u o0séb z grupy zwiekszonego ryzyka, wymagajacych diu-
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gotrwatego stosowania tych lekéw, tj. pacjenci >65. r.z., z dodatnim wywiadem
w kierunku choroby wrzodowej zotgdka i dwunastnicy lub epizodem krwawienia
z przewodu pokarmowego [7,11]. W przypadku wystgpienia choroby wrzodowej
czy krwawienia z gornego odcinka przewodu pokarmowego jako pierwsze zale-
cane jest leczenie endoskopowe [7].

Oddziatywanie nefrotoksyczne

Prostaglandyny wywierajg takze wptyw na nerki i sg odpowiedzialne za ich pra-
widtowe funkcjonowanie [4]. PG obecne w kiebuszkach nerkowych, ramieniu
wstepujgcym petli Henlego, plamce gestej, kanalikach zbiorczych oraz naczy-
niach nerkowych odpowiadajg za prawidtowe przesgczanie kiebuszkowe oraz
wydzielanie sodu i chloru, regulujg takze wydzielanie reniny oraz przeptywy
w tozysku nerkowym, wptywajgc na rozszerzanie tetniczek doprowadzajgcych
oraz antagonizowanie dziatania kurczgcego angiotensyny Il [4]. NLPZ, hamujgc
produkcje PG, powodujg zmniejszenie wydzielania sodu o 30-50%), prowadzac
tym samym do retencji wody z nastepczymi obrzekami i sktonnos$cig do nadci-
$nienia [4,12]. Przeprowadzone randomizowane badanie CRESCENT, ocenia-
jace wptyw niesterydowych lekdw przeciwzapalnych na wartosci cisnienia tet-
niczego u chorych z nadcisnieniem tetniczym, zapaleniem kosci i stawéw oraz
cukrzyca typu 2, wykazato, ze juz po szesciu tygodniach stosowania NLPZ poja-
wit sie u pacjentow istotny wzrost wartosci cisnienia tetniczego [13]. Najwiekszy
wzrost wartosci cisnienia wystapit w grupie chorych przyjmujacych Rofekoksyb
(31,1%), nieco mniejszy (19,3%) w grupie przyjmujacej Naproksen, najmniej-
szy natomiast w grupie przyjmujacej Celekoksyb (16,2%) [13]. Kolejne badanie
porownujace wptyw rofekoksybu i celekoksybu na wartosci ci$nienia tetniczego
ujawnito, iz w grupie chorych przyjmujacych rofekoksyb obserwowano znacz-
nie wiekszy wzrost wartosci skurczowego ci$nienia tetniczego (> 20 mmHg)
w poréwnaniu do grupy pacjentéw przyjmujacych celekoksyb [14]. Rofekok-
syb odpowiadat za najwiekszy wzrost wartosci skurczowego cisnienia tetniczego
u chorych przyjmujacych leki hipotensyjne z grupy inhibitoréw enzyméw kon-
wertazy i beta-adrenolitykow, podczas gdy u pacjentéw leczonych antagonistami
kanatu wapniowego lub lekami diuretycznymi stosowanymi w monoterapii nie
obserwowano znacznego wzrostu wartosci cisnienia tetniczego zaréwno w gru-
pie przyjmujacej rofekoksyb, jak i celekoksyb [14]. Przeprowadzone badania do-
wiodly, iz w przypadku inhibitordw COX-2 nie istnieje efekt klasy; nalezace do
tej samej grupy rofekoksyb i celekoksyb w r6znym stopniu wptywaty na wartosci
ci$nienia tetniczego u stosujacych je chorych [6].

Po opublikowaniu wnioskéw ptynacych z przeprowadzonego badania V-
GOR, z uwagi na wzrost ryzyka zgondéw i zdarzehA sercowo-naczyniowych oraz
szereg innych dziatan niepozadanych, rofekoksyb zostat wycofany z rynku [15].



86 J. CHRONOWSKA, A. MADEJ, S. LEKS, R. CHROBOT

NLPZ mogg takze prowadzi¢ zarbwno do ostrego, jak i przewlekiego
uszkodzenia nerek [17]. NajczeSciej spotykana ostra niewydolnos¢ nerek z to-
warzyszgcg martwicg brodawek nerkowych czy ostrym $rédmigzszowym zapa-
leniem nerek przebiega z hiperkalemig i kwasicg metaboliczng [17]. ROwniez
tutaj nie bez znaczenia pozostaje fakt rGwnoczesnego stosowania lekow hipo-
tensyjnych. Wykazano, ze jednoczesne przyjmowanie NLPZ i lekow hipoten-
syjnych z grupy inhibitorébw konwertazy angiotensyny, beta-adrenolitykéw czy
diuretykow zwieksza ryzyko ostrej niewydolnosci nerek [17]. Zjawisko to jest
jednak najczesciej odwracalne po odstawieniu NLPZ i zapewnieniu rownowagi
wodno-elektrolitowej. Znacznie rzadziej opisywane sg przypadki przewlekiego
uszkodzenia nerek, bedgcego nastepstwem przyjmowania NLPZ. Najczesciej
wystepuje ono u chorych przyjmujgcych NLPZ przez diugi czas, w bardzo du-
zych dawkach [17].

Skutki uboczne wptywu NPLZ na funkcjonowanie nerek sg szczegélnie
widoczne u chorych zjuz uposledzong czynnos$cig nerek, nadcisnieniem i niewy-
dolnoscig krazenia.

Zgodnie ze wskazaniami American College of Rheumatology nie powinno
sie stosowac doustnie NLPZ u chorych z przewlektg chorobg nerek w stadium
IV iV (eGFR < 30 ml/min), natomiast decyzje o doustnym zastosowaniu NLPZ
u pacjentéw w stadium 1ll niewydolnosci nerek (eGFR 30-59 ml/min) powinno
sie opiera¢ na indywidualnej ocenie korzysci i ryzyka [11]

Oddziatywanie hepatotoksyczne

Uszkodzenie watroby w stosunku do opisywanych powyzej skutkow ubocznych
przyjmowania NLPZ nie wigze sie z podstawowym mechanizmem dziatania
tych lekow [4]. Niemniej jednak, przypuszczalnie ze wzgledu na przemiany me-
taboliczne, ktorym te leki podlegaja, wystepuje dos¢ czesto [4,17]. Szacowana
czesto$¢ wystepowania uszkodzen watroby indukowanych przez NLPZ miesci
sie w zakresie 1-9 przypadkéw na 100 000 osob [17]. Do najczesciej opisywa-
nych objawow, bedgcych skutkiem uszkodzenia tego narzadu, nalezg nudnosci
(73%), z6taczka (67%) czy oddawanie ciemnego moczu (67%) [17]. Znacznie
wczesniej przed pojawieniem sie tych symptoméw mozna obserwowaé powazny
wzrost wartosci enzymow watrobowych (transaminazy alaninowej i asparagino-
wej, bilirubiny, fosfatazy alkalicznej) [17]. Przeprowadzone badania wskazuja,
ze najczesciej za uszkodzenie watroby odpowiedzialne sa: sulindak, diklofenak
oraz nimesulid [4,16,17]. Biorgc pod uwage mnogos¢ dostepnych alternatyw-
nych NLPZ, wydaje sie rozsgdnym unikanie stosowania tych konkretnych lekow
lub uznania ich za leki drugiego lub trzeciego rzutu [17].

Idealnym lekiem o dziataniu przeciwbolowym wydaje sie by¢ zatem para-
cetamol, dziatajacy przeciwbolowo i przeciwgorgczkowo, nie wywierajacy jed-
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nak efektu przeciwzapalnego. ldealnym, gdyby nie znaczne zwiekszenie ryzyka
uszkodzenia watroby [4,17]. Do czynnikow zwiekszajgcych ryzyko uszkodzenia
watroby podczas stosowania paracetamolu nalezy zaliczy¢ niedozywienie lub
anoreksje, jednoczasowe spozywanie alkoholu czy genetycznie uwarunkowany
polimorfizm CYP2E1 [16,17]. Nalezy podkresli¢ fakt, iz paracetamol jest po-
wszechnie dostepnym lekiem bez recepty, co wigze sie z duzym ryzykiem nad-
uzycia. Jest to jeden z najczesciej stosowanych srodkéw farmakologicznych
w celach samobojczych: 10 g paracetamolu przyjetych jednorazowo moze spra-
wié, ze pr6ba samobdjcza okaze sie skuteczna, jesli pomoc nie przyjdzie na czas
[4,16].

Oddziatywanie na uktad oddechowy

Dziatania niepozadane ze strony uktadu oddechowego jako efekt przyjmowania
NLPZ wystepujg stosunkowo rzadko [4]. Najczesciej manifestujg sie jako skurcz
oskrzeli, bedacy elementem reakcji nadwrazliwosci, do ktorej dochodzi w wy-
niku zablokowania szlaku COX-1, co powoduje wzrost aktywnosci szlaku li-
pooksygenazowego i zwiekszong produkcje leukotrienéw, jednego ze zwigzkow
endogennych najsilniej kurczgcego oskrzela [18].

Lekiem w gtdwnej mierze odpowiedzialnym zatego rodzaju skutki ubocz-
ne jest popularna aspiryna, mogaca wywota¢ nawet tzw. astme aspirynopochod-
na [20]. Zaréwno aspiryna, jak i inne NLPZ moga zaostrzy¢ przebieg przewle-
kiego zapalenia zatok i nosa, a takze wywotaé eozynofilowe zapalenie gérnych
i dolnych drég oddechowych, objawiajgce sie dusznoscig, gorgczka i kaszlem
[18,19,20].

Podsumowanie

Dziatania niepozgdane po niesterydowych lekach przeciwzapalnych sg najczest-
szymi wsrod wszystkich grup terapeutycznych [4]. Szkodliwe dziatania dotyczg-
ce przewodu pokarmowego sg do$¢ znane, niemniej czesto pacjenci zgtaszajacy
objawy nie wigzg ich wystgpienia z zazywanym lekiem. Ws$réd dominujacych
powiktan na pierwszym miejscu nalezy wymieni¢ nudnosci i wymioty (50-60%
populacji) oraz owrzodzenia przewodu pokarmowego (15-30% pacjentow zazy-
wajgcych regularnie NLPZ) [6]. Znacznie rzadziej z lekami przeciwhdélowymi
wigzg sie inne czeste powikiania, takie jak: wzrost ciSnienia tetniczego, obrzeki
obwodowe, uszkodzenie nerek i watroby czy skurcz oskrzeli. Co wiecej, wpro-
wadzenie do leczenia i intensywne reklamowanie form lekéw o przedtuzonym
dziataniu dodatkowo zwieksza czestotliwos¢ powiktan. Odwotujgc sie w ramach
podsumowania do Paracelsusa, twierdzacego, ze ,,wszystko jest trucizng, decy-
duje tylko dawka”, nalezatoby - poprzez kampanie spoteczne i regulacje usta-
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wowe - przede wszystkim zmniejszy¢ dostepnos$¢ niesterydowych lekéw prze-
ciwzapalnych oraz monitorowaé stosowanie tych lekéw u wybranych pacjentéw
(osoby starsze, z niewydolnoscig krazenia, nadcisnieniem tetniczym, chorobami
nerek i przewodu pokarmowego).
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Safety of taking non-steroidal anti-inflammatory drugs, part |

Abstract

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), despite numerous adverse effects,
still remain the most commonly used group of medicines that can be obtained without
a prescription. The mechanism of their action consists in inhibiting the activity of cy-
clooxygenases (COX 1; COX 2); these are enzymes that participate in one of the routes
of transformation of arachidonic acid, whose end products are prostaglandins (PGE2 and
PGI2-prostacyclins) and thromboxanes. Inhibition of cyclooxygenase (COX) activity in-
evitably leads to adverse reactions. The most common side effects associated with the use
of non-steroidal anti-inflammatory drugs include gastrointestinal symptoms. More rarely
associated with the excessive use of NSAIDs are nephrotoxic, hepatotoxic, and nega-
tive effects on the respiratory system and the relatively recently confirmed cardiotoxicity.
Therefore, all possible ways should be tried to reduce the availability of non-steroidal
anti-inflammatory drugs and to monitor their use, mainly in people who are particularly
exposed to side effects (the elderly, people with heart failure, hypertension, kidney and
gastrointestinal diseases).

Key words: non-steroidal anti-inflammatory drugs, aspirin, cyclooxygenase
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Streszczenie

Od ponad czterdziestu lat witamina C wzbudza nadzieje na skuteczna, tanig i bezpieczng
terapie przeciwnowotworowga. Wyniki badan in vitro i w modelach zwierzecych z zasto-
sowaniem bardzo wysokich dawek (tzw. mega-dawek) witaminy C w leczeniu nowotwo-
réw sg obiecujace, jednak wnioski ptyngce z badarn klinicznych pozostajg niejednoznacz-
ne. Nie udowodniono skutecznos$ci bardzo wysokich dawek witaminy C podawanych
dozylnie w leczeniu nowotwor6w, ale przypuszczalnie, jako uzupetnienie terapii kon-
wencjonalnej, moze ona poprawi¢ jako$¢ zycia chorych, gdyz tagodzi niepozadane obja-
wy uboczne, spowodowane np. chemioterapig. Wystepujgjednak pewne przeciwwskaza-
niaw stosowaniu witaminy C, a ponadto istniejg typy nowotworéw, w ktérych nie nalezy
jej podawa¢, ze wzgledu na ryzyko pogorszenia stanu klinicznego chorego.

W niniejszej pracy oméwiono takze najnowsze opracowania kwestionujace zasadnos$¢
stosowania witaminy C w prewencji choréb niezakaznych takich jak schorzenia uktadu
krazenia i choroby neurodegeneracyjne, jak rowniez w przeziebieniach.

Stowa kluczowe: kwas askorbinowy, mega dawki witaminy C, nowotwory, choroby cy-
wilizacyjne
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Wprowadzenie
Witamina C - informacje ogdlne

2,3-didehydro-L-treo-heksono-1,4-lakton, czyli kwas askorbowy (popularnie:
kwas askorbinowy, C8H806) to dobrze rozpuszczalny w wodzie organiczny zwig-
zek chemiczny z grupy nienasyconych alkoholi polihydroksylowych o masie
molowej 176,12 g/mol i temperaturze topnienia 190°C. Zwigzek ten w organi-
zmach zywych peini funkcje antyoksydacyjne oraz stuzy jako kofaktor dla kilku
enzymow [1].

Ze wzgledu na strukture czasteczki, tj. w zwigzku z wystepowaniem
dwdéch atoméw wegla stanowiacych centra chiralnosci, teoretycznie jest mozliwe
wystepowanie czterech izomeréw kwasu askorbinowego: kwas L-askorbinowy,
kwas D-askorbinowy, kwas L-izoaskorbinowy i kwas D-izoaskorbinowy, jednak
tylko kwas L-askorbinowy petni funkcje w organizmach zywych. Pod wzgledem
aktywnosci optycznej witamina C skreca ptaszczyzne Swiatta spolaryzowanego
w prawo, czyli jest to kwas L(+)-askorbinowy.

Zrodta i wehtanianie kwasu askorbinowego

Rosliny jako substratu do syntezy kwasu askorbinowego uzywajg mannozy i ga-
laktozy. Dla wiekszoSci zwierzat kwas askrobinowy jest substancjg endogenna,
ktora syntetyzowana jest z glukozy. Szacowana produkcja witaminy C u kozy
wazgcej 60 kg wynosi ok. 13 g dziennie [54]. Natomiast u $winek morskich, ka-
pibar, wiekszoS$ci nietoperzy, szaranczy i ssakdw naczelnych, w tym cztowieka,
wystepuje defekt genu kodujacego oksydaze L-gulonolaktonu, ostatniego enzy-
mu ze szlaku syntezy kwasu askorbinowego, ktoéry powoduje, ze nie jesteSmy
zdolni do syntezy tego zwigzku. Stad wynika konieczno$¢ dostarczania kwasu
askorbinowego z pozywieniem. Gtownym dietetycznym zrédtem witaminy C sg
Swieze warzywa i owoce [tabela 1], natomiast pokarmy pochodzenia zwierzece-
go sa w te witamine ubogie [41,42]. Kwas askorbinowy jest wrazliwy na $wiatto,
powietrze i wysoka temperature [46,53].

Zalecane dzienne spozycie witaminy C przez doroste osoby nie powinno
by¢ nizsze niz 90 mg [43,46]. Zapotrzebowanie na te witamine ro$nie podczas
laktacji, u palaczy, przy ciezkim wysitku fizycznym, u oséb starszych oraz cho-
rych na nadcisnienie i cukrzyce - w tych przypadkach zalecane dzienne spozy-
cie powinno przekracza¢ 120 mg. Obecnie sugeruje sie, ze sg to dawki wystar-
czajgce dla zapobiegania szkorbutowi, jednak daleko zanizone w stosunku do
optymalnego funkcjonowania organizmu. Jednakze spozycie ponad 3 g witaminy
C dziennie uznawane jest za problematyczne ze wzgledu na wystepowanie nie-
pozadanych objawéw ubocznych: nudnosci, dyskomfortu jelitowego, biegunek,
bélow glowy, kiopotdw ze snem, zaczerwienienia skory, dziatania prooksyda-
cyjnego [44]. Nadmiar witaminy C moze spowodowaé nadmierne wchianianie
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Tabela 1. Srednia zawarto$¢ witaminy C w wybranych warzywach i owocach.
Wartos$ci mogag sie rozni¢ w zaleznosci od odmiany rosliny, warunkdéw
klimatycznych, w ktorych rosta, rodzaju gleby, stopnia dojrzatosci
owocu, warunkéw przechowywania oraz sposobu obrobki [41,42]

Produkt Zawarto$¢ witaminy C [mg/100 g]
Acerola (Malpigia granatolistna) 160-02500
Owoce dzikiej rézy surowe 1460-2500
Rokitnik 200-700
Dzem z dzikiej rézy 300-450
Zielona papryka 260
Igly sosny 200
Owoce glogu 190
Czarna porzeczka 180
Tymianek 160
Kiwi 90-160
Czerwona papryka 140
Skoérka z pomaranczy 136
Natka pietruszki 130
Jarmuz 120
Chrzan 114
Kalafior surowy 88
Koperek 85
Brukselka 85
Liczi 70
Rzezucha 69
Truskawki 63
Pomelo 60
Papaja 60
Zielony groszek 60
Poziomki 60
Szczypiorek 60
Brokuty surowe 54
Szpinak 54
Cytryny 53
Pomarancze bez skarki 53
Kiszona kapusta 12

Ziemniaki gotowane
Kiszone ogorki 4
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zelaza, a takze upos$ledzenie wchtaniania witaminy B12 oraz miedzi [53]. Dawke
$miertelng LD50 dla witaminy C na podstawie badar na szczurach szacuje sie na
11,9 g/kg masy ciata, co dla osoby o wadze 70 kg wynosi ponad 800 g, lecz nigdy
nie stwierdzono przypadku zgonu po spozyciu witaminy C. Przy bezpos$rednim
kontakcie kwas askorbinowy moze powodowac swedzenie skdry, tzawienie oczu
i podraznienie uktadu oddechowego [1].

Witamina C jest absorbowana z pozywienia w jelitach w 70-95%, w zalez-
nosci od dawki, przy czym wysokie stezenie cukréw zmniejsza jej wchianianie
[2], za$ wydalana jest wraz z moczem w formie utlenionej. Stezenie w osoczu
ulega fluktuacjom pod wptywem roznych czynnikow i positkow, osiggajac po-
ziom ok. 1,5 mg/dl. Wyzsze wartosci przekraczajg prog nerkowy i witamina C
jest wydalana do moczu. Kwas askorbinowy gromadzi sie w limfocytach, mé-
zgu, Sledzionie, ptucach, weztach chtonnych, watrobie, tarczycy, trzustce i in-
nych narzadach. Najwyzszy stopien koncentracji, okoto stukrotnie przewyzsza-
jacy jego stezenie w osoczu, osiggany jest w nadnerczach, przysadce méozgowej,
grasicy, ciatku zoktym i siatkdwce. Witamina C dostarczana jest do komérek
gtéwnie na drodze transportu aktywnego poprzez kotransportery sodowo-askor-
binowe (SVCTs - Solute Carrier Family), ktore przenoszg forme zredukowana,
oraz transportery glukozowe (GLUTSs - glucose transporters), przenoszace for-
me utleniong (kwas dehudroaskorbinowy), ktdra wewnatrz komorek jest szybko
konwertowana do formy zredukowanej, czyli kwasu askorbinowego [3].

Funkcje witaminy C

W organizmie witamina C peini przede wszystkim role przeciwutleniacza
i zmiatacza wolnych rodnikéw. Po oddaniu dwoch elektronéw kwas askorbino-
wy przechodzi w forme utleniong: kwas dehydroaskorbinowy (rycina 1) ((5R)-
-5-[(1S)-1,2-dihydroksyetylo]furan-2,3,4(5H)-trion), natomiast po jednoelektro-
dowym utlenieniu witamina C ulega przeksztatceniu w forme rodnikowa: kwas
semihydroksyaskorbinowy, czyli rodnik askorbylowy.

kw. askorbinowy anion askrobinowy rodnik askorbylowy kw. dehydroaskorbinowy

Rycina 1. Reakcje witaminy C. Kwas askorbinowy (forma zredukowana
witaminy C), formajonowa, rodnik askorbylowy i kwas
dehydroaskorbinowy (forma utleniona) [56]
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Kwas dehydroaksorbinowy jest zwigzkiem nietoksycznym, stosunkowo
stabilnym, jednak moze on reagowac z wolnymi jonami metali (zelaza, miedzi,
kobaltu, niklu, manganu, chromu), redukujac je i zwiekszajac przez to ryzyko
generowania wolnych rodnikow w wyniku reakcji Fentona (aby wyeliminowaé
ryzyko tych reakcji, wszystkie jony metali w organizmie transportowane i ma-
gazynowane sg w postaci zwigzanej przez biatka). Jednocze$nie witamina C,
poprzez redukcje jonéw zelaza Fe3+ do Fe2+, utatwia ich wchianianie w ukita-
dzie pokarmowym [46]. Kwas dehydroaskorbinowy moze ulega¢ nieodwracal-
nej hydrolizie do kwasu 2,3-diokso-L-gulonowego, ktory moze ulegaé dalszemu
utlenianiu do kwasu szczawiowego i L -treonowego [56].

Kwas askorbinowy jako reduktor dostarcza elektrony do reakcji zachodza-
cych spontanicznie, jak i katalizowanych enzymatycznie. Tworzy uktady oksyda-
cyjno-redukcyjne z glutationem, witaming E oraz flawonoidami. Forma utleniona
witaminy C moze zosta¢ zredukowana przez glutation lub NADPH-zalezne en-
zymy (np. tioredoksyne). Za charakter kwasowy czasteczki odpowiadajg grupy
hydroksylowe w pozycji 2 oraz 3.

Witamina C jako koenzym odpowiada za utrzymanie aktywnosci katali-
tycznej enzymdw poprzez redukcje jonow metali znajdujacych sie w centrach
aktywnych tych enzyméw. Witamina C uczestniczy w syntezie kolagenu jako
kofaktor hydroksylazy prolinowej i hydroksylazy lizynowej, odpowiedzialnych
posrednio za tworzenie wigzan poprzecznych miedzy wtoknami tropokolagenu.
Stad niedobory witaminy C skutkujg zaburzeniami syntezy kolagenu i objawiaja
sie uposledzeniem czynnosci tkanki tgcznej, w tym $cian naczyn krwionosnych,
spontanicznymi krwawieniami i rozwojem szkorbutu, zaburzone sg tez funkcje
nabtonkdow.

Kwas L-askorbinowy bierze udziat w syntezie karnityny jako kofaktor hy-
droksylazy s-N-trimetylo-L-lizyny i hydroksylazy betainy y-mastowej, dlatego
tez niedobory dietetyczne mogg skutkowac obnizeniem efektywnos$ci utlenienia
kwasow ttuszczowych. Witamina C wptywa réwniez na gospodarke hormonal-
ng. Stuzac za kofaktor beta-hydroksylazy dopaminowej, bierze udziat w synte-
zie adrenaliny. Ma takze swoj udziat w metabolizmie tyrozyny, gdyz dostarcza
elektrony niezbedne do dziatania dioksygenazy p-hydroksyfenylopirogronianiu,
odpowiedzialnej za synteze kwasu homogentyzynowego (alkaptonu). Kwas
askorbinowy bierze udziat w stabilizacji hormonow peptydowych jako kofaktor
monooksygenazy alfa-amidujacej peptydyloglyciny, ktéra odpowiada za dekar-
boksylacje C-terminalnej glicyny danego peptydu. Witamina C reguluje réwniez
dziatanie uktadu odpornosciowego poprzez wpltyw na aktywnos$¢ fagocytoéw
i limfocytéw oraz na produkcje cytokin [4,46,53]. Witamina C wplywa na eks-
presje licznych gendw, gdyz degraduje czynnik aktywowany hipoksjg (HIF-1,
ang. hypoxia inducible factor), tj. czynnik transkrypcyjny wzbudzany przez hi-
poksje wewnatrzkomorkowa; HIF-1 aktywuje ekspresje gendéw dostosowujacych
procesy metaboliczne komarki do zmniejszonego stezenia tlenu [63]. Wskazuje
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sie réwniez, ze kwas askorbinowy wptywa na procesy demetylacji DNA i histo-
néw prawdopodobnie jako kofaktor enzymdw uczestniczagcych w procesie TET
(ang. ten-eleven translocation) poprzez redukcje jonéw zelaza obecnych w ich
centrach katalitycznych [63]. Tym samym uczestniczytby w epigenetycznej re-
gulacji ekspresji genomu.

Zastosowanie witaminy C

Wptyw Swiezych owocOw na zapobieganie szkorbutowi bytjuz znany za czasow
Vasco da Gamy podczas jego wyprawy w 1497 r. Historia badan nad witaming C
siega potowy XVIII w., kiedy to w 1747 r. szkocki lekarz James Lind potwierdzit
w wyniku badan klinicznych, ze sok z cytryny i limonki zapobiega wystepowa-
niu szkorbutu u marynarzy. Po wprowadzeniu nowych zalecen dietetycznych dla
Brytyjskiej Krélewskiej Marynarki Wojennej, jej marynarzy pogardliwie prze-
zywano limeys - ,limeciarzami”. Jednak dzieki tej dyrektywie marynarze Royal
Navy nie byli nekani objawami szkorbutu: krwawieniem z dzigset, wypadaniem
zebow, bdélami miesniowymi i trudno gojacymi sie ranami [5].

W 1907 r. dwaj norwescy lekarze, Axel Holst i Theodor Fralich, odkry-
li czynnik przeciwszkorbutowy podczas modelowych badan nad niedoborami
dietetycznymi u $winek morskich, jednych z nielicznych zwierzat podatnych na
szkorbut. Sugeruje sig, ze réwnolegle hipoteze czynnika przeciwszkorbutowe-
go wysungt w 1912 r. Kazimierz Funk i nazwat go witaming C. Wegier Albert
Szent-Gyorgyi w 1932 r. wyizolowat zwigzek nazwany éwczesnie kwasem hek-
suronowym - najpierw z tkanek zwierzecych, potem z papryki. Natomiast Walter
Haworth, brytyjski chemik, opisat strukture i izomerie optyczng tego zwigzku,
aw 1934 r. dokonat chemicznej syntezy kwasu askorbinowego [5].

Standardowo zalecana suplementacja witaming C to dawka od 100 do
1000 mg/dzierr w postaci tabletek powlekanych [6,49]. Przy zaawansowanych
postaciach szkorbutu polecana jest forma liposomalna, charakteryzujaca sie
zwiekszong wchtanialnos$cig [48]. Przy stanach zapalnych pochwy zaleca sie su-
plementacje dopochwowg w dawce 250 mg/dzien [49]. W terapii nowotworowej
stosowane sg wlewy dozylne od 10 g do 1,5 g/kg masy ciata [9] dziennie; w li-
teraturze anglojezycznej dawki powyzej 3 g dziennie okreslane sg czesto jako
mega-dawki.

Witamina C moze wchodzi¢ w interakcje z innymi $rodkami farmaceu-
tycznymi. Miedzy innymi inhibitory pompy protonowej, stosowane przy nad-
kwasocie zotadka, uposledzajg jej wchianianie, a aspiryna zwieksza wydalanie.
Kwas askorbinowy przyspiesza eliminacje tréjpierscieniowych lekéw przeciw-
depresyjnych i przeciwpsychotycznych oraz zmniejsza dziatanie antybiotykéw
z grupy aminoglikozydoéw (streptomycyna, neomycyna, gentamycyna) [6].
Stwierdzono réwniez wystepowanie dodatniej korelacji pomiedzy poziomem wi-
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taminy C i zefiskich hormonoéw piciowych u kobiet w wieku rozrodczym [37,39].
Zaobserwowano takze, iz kwas askorbinowy powoduje zwiekszenie produkcji
estradiolu in vitro [40] oraz wzrost stezenia estrogendw po doustnej suplementa-
cji u kobiet stosujgcych hormonalng terapie zastepczg [38].

Wysokie dawki witaminy C w leczeniu nowotworéw

Od lat 70. XX w. sugerowane jest lecznicze dziatanie witaminy C przeciwko cho-
robom nowotworowym [7,8], jednakze 6wczesne prace obarczone byty licznymi
btedami, réwniez na etapie samego projektu badania, a przez to ich wyniki sg
mato wiarygodne. Jednak zapoczgtkowaly one zainteresowanie wysokimi daw-
kami witaminy C i stanowity punkt wyjscia do podjecia szeregu prac badaw-
czych i préb klinicznych. Praktyka dozylnych wlewow wysokich dawek witami-
ny C zostata podchwycona rowniez przez zwolennikéw medycyny alternatywnej
i gtownie z nimi jest kojarzona [9].

Liczne badania in vitro wykazaty, ze farmakologiczne dawki kwasu
askorbinowego (0,1-100 mM) zmniejszajg proliferacje komorek roznych linii
nowotworowych. Miedzy innymi podatne na dziatanie witaminy C okazaty sie
komorki nowotworowe gruczotu krokowego, trzustki, watroby, okreznicy i neu-
roblastomy [10-13, 58-59].

Rowniez wyniki eksperymentéw na modelach zwierzecych wzbudzity na-
dzieje dotyczace skutecznosci witaminy C w leczeniu nowotwordw, poniewaz po
podaniu kwasu askorbinowego w licznych badaniach zaobserwowano zahamo-
wanie wzrostu niektérych nowotworow [10, 14, 15, 64-68].

Chociaz nie ma wiarygodnych doniesiei 0o zadowalajacej skutecznosci
leczenia witaming C nowotworéw u ludzi, jednak wiele badan niektorych ty-
péw raka jajnika i trzustki potwierdzito poprawe efektéw leczenia konwencjo-
nalnego [16]. Stwierdzono takze, po wlewach z witaminy C, poprawe jakosci
zycia u chorych leczonych paliatywnie: polepszenie funkcji fizycznych, umy-
stowych i stanu emocjonalnego, zniesienie objawow zmeczenia, utraty apetytu,
nudnosci, wymiotéw, a nawet dolegliwosci bolowych [17,18]. Niestety, do tej
pory nie okre$lono jednoznacznie zalecanego dawkowania witaminy C w takich
przypadkach, a farmakokinetyka kwasu askorbinowego wskazuje, ze po wlewie
dozylnym wigksza jej cze$¢ jest usuwana z organizmu w ciaggu dwoch godzin
[69]. W licznych badaniach wykazano, ze witamina C nie wywiera negatywnego
wptywu na efektywnos$¢ dziatania standardowej terapii; badania takie dotyczyty
raka trzustki, skory, jajnika i nowotworéw hematologicznych [20,67,70-71,73].
Jednakze wyniki niektérych innych badan klinicznych nie wykazaty jakiegokol-
wiek efektu witaminy C na skuteczno$¢ leczenia [72,74,75]. Najnowsze analizy
wskazuja, ze brak jest wystarczajgcych dowodéw potwierdzajacych skutecznosé
dozylnych wlewéw wysokich dawek witaminy C w zwiekszeniu dziatania prze-
ciwnowotworowego chemioterapii i zmniejszeniu jej toksycznosci [19].
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Ponadto stwierdzono, ze wlewow z witaming C nie mozna stosowac ruty-
nowo w terapii nowotwor6ow, poniewaz w niektdrych przypadkach moga przy-
spiesza¢ rozwdj choroby [52]. Po wlewach dozylnych mega-dawek witaminy C
zaobserwowano pogorszenie stanu chorych z ostrg biataczkg szpikowa, rakiem
jelita grubego i czerniakiem [20-22]. By¢ moze przyczyng takiego stanu rzeczy
jest odmienna rola reaktywnych form tlenu i przeciwutleniaczy na réznych sta-
diach rozwoju komorek nowotworowych. W stadium preinicjacyjnym reaktywne
formy tlenu indukujg uszkodzenia oksydacyjne DNA i zwiekszajg ryzyko mu-
tacji w proto-onkogenach i genach supresorowych (np. RAS, TP53), jednak na
etapie progresji komaorki nowotworowe modulujg swéj metabolizm, intensywnie
produkujac reduktory, w zwigzku z tym dostarczanie im dodatkowej porcji prze-
ciwutleniaczy moze utatwiac¢ ich rozwoj [57].

Ustalono tez wstepne przeciwwskazania do stosowania wlewow z wita-
ming C. Mianowicie u oséb z niedoborem dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu
(G6PD) tego typu dziatanie moze spowodowac wystgpienie anemii hemolitycz-
nej [23]. Przedawkowanie witaminy C moze doprowadzi¢ do hiperoksalurii,
atakze do rozwoju kamicy nerkowej [23]. W skrajnych przypadkach moze dojsé
do wytracania sie krysztatéw szczawianow w tkankach obwodowych [55]. Wy-
sokie dawki witaminy C sa niewskazane rowniez przy dysfunkcjach nerek [24];
a takze moga by¢ niebezpieczne w przypadku hemochromatoz [23].

Witamina C w prewencji chordb niezakaznych

Intensywnie prowadzone w ostatnich latach meta-analizy wskazujg, ze brak jest
przekonujgcych dowodow, aby suplementacja witaming C zmniejszata ryzyko
wystepowania choréb uktadu krazenia takich jak zawat serca, choroba wieficowa
czy udar [25].

W przypadku choréb neurodegeneracyjnych stwierdzono, ze suplementa-
cja witaming C nie przynosi zadnych rezultatdw lub uzyskiwane wyniki sg roz-
biezne [26].

Jezeli chodzi o najpopularniejsze zastosowanie witaminy C, tzn. jako
srodka zmniejszajacego podatno$¢ na przeziebienia, jej rola wcigz nie zostata
wyjasniona. Nie potwierdzono jednoznacznie, aby suplementacja kwasem askor-
binowym samodzielnie lub z dodatkiem rutyny wptywata na zmniejszenie zacho-
rowalnosci na przezigbienie w badanych populacjach. Podawanie witaminy C
nie skraca rowniez znaczgco czasu trwania przeziebienia u dorostych - zaled-
wie 0 8%, natomiast u dzieci o okoto 15% [27]. Wyjatkiem, potwierdzajgcym
bezsprzecznie skuteczno$¢ suplementacji witaming C, byty wyniki uzyskane dla
grupy zotnierzy poddanych ciezkiemu i dtugotrwatemu wysitkowi fizycznemu
na silnym mrozie. Podanie 2 g kwasu askorbinowego dziennie pomogto zredu-
kowac ryzyko przeziebienia o potowe. Zatem wnioskowaé¢ mozna, iz podatnos¢
na przeziebienie zwigzana z niewystarczajgcym poziomem witaminy C moze sie
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ujawni¢ w bardzo okreslonych, raczej ekstremalnych warunkach [27]. Jednak-
ze, uwzgledniajgc niski koszt i nietoksycznos$¢ standardowych dawek witaminy
C, warto utrzymac zalecenia jej podawania przy przezigbieniu, nawet jezeli dla
wiekszosci populacji zysk zdrowotny jest niewielki.

Dieta, nie tabletki

Niezaleznie od rozterek, jakie towarzyszg suplementacji witaminami, nie ulega
watpliwosci, ze dieta bogata w warzywa i owoce wyraznie zmniejsza ryzyko za-
chorowania na nowotwory [28,29,60-62]. Podobnie okazuje sie, ze pozywienie
naturalnie bogate w witamine C redukuje ryzyko chorob uktadu krazenia [30,51],
a takze innych chor6b niezakaznych, takich jak cukrzyca, osteoporoza, reuma-
toidalne zapalenie stawow, astma oskrzelowa [31,32]. Podobnie potwierdzono,
ze dieta oparta na warzywach i owocach, sktadnikach zasobnych miedzy innymi
w witamine C, redukuje ryzyko Alzheimera i innych chorob neurodegeneracyj-
nych [33-36].

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) wyznaczyta poziom minimalnego
spozycia sumarycznego roznych warzyw i owocow na 400 g dziennie [28], co,
analizujgc zawarto$¢ kwasu askorbinowego w tych produktach, powinno zapew-
ni¢ przyjecie dawki przynajmniej 200 mg witaminy C (tabela 1). Niestety, stan-
dardowa dieta w krajach rozwinietych nie zawiera odpowiedniej ilosci warzyw
i owocOw, co skutkuje niedoborami dietetycznymi, réwniez witaminy C, a takze
zwigkszonym ryzykiem chor6b cywilizacyjnych [50,51]. Brak jednak medycz-
nego uzasadnienia, by niedobory te niwelowaé przy pomocy suplementéw, a nie
poprzez zmiane sposobu odzywiania [45,52].

Podsumowanie

Witamina C nie wykazuje dziatania leczniczego w terapii nowotwordéw, lecz
moze dziata¢ wspomagajagco przy zastosowaniu konwencjonalnego leczenia
okreslonych typ6w nowotworéw. Zarazem podanie witaminy C w niektérych ro-
dzajach choréb nowotworowych moze wywotaé efekt odwrotny i przyspieszy¢
rozwdéj choroby. Konieczne jest takze przeprowadzenie doktadnego wywiadu
w celu okreslenia mozliwych przeciwwskazan. Nie potwierdzono réwniez pre-
wencyjnego dziatania suplementéw witaminy C w zapobieganiu innych choréb
niezakaznych. Natomiast dieta bogata w warzywa i owoce, jako zrédta natu-
ralnego kwasu askorbinowego i innych skiadnikéw aktywnych jak: witaminy,
mikroelementy, flawonoidy czy izoprenoidy ma udokumentowane dziatanie pre-
wencyjne w chorobach niezakaznych, tgcznie z nowotworami. Warzywa i owo-
ce, jako dietetyczne zrddta witamin i zwigzkow aktywnych, majg przewage nad
suplementami, poniewaz sg ztozonymi i zrbwnowazonymi uktadami oksydacyj-
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no-redukcyjnymi o szerokim spektrum dziatania. Liczne zwigzki roslinne dzia-
taja poprzez r6znorodne mechanizmy i ze zréznicowang sitg na poszczeg6lne
tkanki i narzady, czym wykazujg kompleksowy i synergistyczny efekt ochronny,
ktérego nie zapewni zaden pojedynczy wyizolowany zwigzek. Dlatego tez klu-
czowym elementem profilaktyki choréb cywilizacyjnych powinna byé edukacja
zywieniowa spoteczeristwa i podkreslanie znaczenia naturalnych zrédet sktadni-
kéw odzywczych, a nie suplementow.
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Vitamin C for the treatment of cancer
and the prevention of non-infectious diseases

Abstract

For more than 40 years, vitamin C has offered the hope of cancer treatment that is effec-
tive, cheap, and gentle for patients. In vitro studies and research using animal models of
high doses of vitamin C for the treatment of cancer have promising results, but the con-
clusions of clinical trials are unclear.

Mega-doses of vitamin C administrated intravenously do not produce positive results in
the treatment of cancers; however, in combination with conventional therapies they can
improve the quality of patients’ lives by reducing the undesirable side effects of chemo-
therapy.

Yet, there are some contraindications and types of cancer for which ascorbic acid should
not be given due to the risk of clinical deterioration.

The article also discusses the latest findings that question the validity of vitamin C in
the prevention of non-infectious diseases such as cardiovascular and neurodegenerative
diseases and the common cold.

Key words: ascorbate, vitamin C mega-doses, cancer, civilization diseases
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Streszczenie

W ciggu ostatnich szesciu dekad poprawa warunkoéw zycia oraz rozw6j medycyny wy-
dtuzyty przewidywany w dniu urodzenia czas zycia ludzkiego o prawie 25 lat. Dtuzszy
czasu zycia nie idzie jednak w parze z utrzymaniem dobrego stanu zdrowia w wieku
podesztym. Starzenie jest nieuniknionym procesem dotykajagcym kazdego cztowieka.
Z medycznego punktu widzenia opdznienie procesu starzenia moze przynie$¢ wymierne
korzysci. Szczegdlnie istotne wydaje sie utrzymanie dobrego stanu zdrowia w wieku po-
desztym. Ze wzgledu na ogrom opublikowanych ostatnio informacji dotyczacych tematu
pracy, skupiono sie w niej na podfozu genetycznym opisywanych zjawisk - starzenia
ijego op6znionego przebiegu.

Zaréwno badania nad dtugowiecznymi gatunkami zwierzat, jak i doswiadczenia prowa-
dzone w typowych modelach zwierzecych wskazuja, ze istotng role w starzeniu i diu-
gowieczno$ci odgrywaja geny odpowiedzialne za naprawe DNA, stabilno$¢ genomu,
odpowiedz organizmu na stres, a takze kodujace biatka uczestniczace w regulacji meta-
bolizmu komorki. Obserwacje te znajdujg czesciowo potwierdzenie w analizie genomu
ludzi zyjacych 100 lat i dtuzej, z drugiej za$ strony w badaniach zespotow przedwczesne-
go starzenia, czyli progerii.

Stowa kluczowe: starzenie, dtugowiecznos¢, podtoze genetyczne


mailto:jligeza@afm.edu.pl

106 JANUSZ LIGEZA
Wprowadzenie

Poprawa warunkéw zycia oraz rozw6j medycyny wydtuzyty przewidywany czas
zycia ludzi z 46,8 lat w potowie XX w. do ponad 70 lat obecnie. Szacuje sie,
ze liczba os6b w wieku powyzej 60 lat wzrosnie na Swiecie z 901 milionéw
w roku 2015 do okoto 1,4 miliarda w 2030 roku i ponad 2 miliardow w roku
2050. W badaniach populacyjnych wiek jest najsilniejszym wskaznikiem stanu
zdrowia cztowieka [1]. Uznawany jest rowniez za gtéwny czynnik ryzyka chorob
przewlektych, w tym uktadu sercowo-naczyniowego [2], choréb neurodegenera-
cyjnych [3,4] i nowotworow [5].

Postep cywilizacyjny znacznie poprawit stan zdrowia ludzi, zwilaszcza
w krajach rozwinietych. Przyczynifa sie do tego poprawa warunkéw zycia, do-
step do czystej wody i pozywienia, profilaktyka chordb zakaznych, a takze postep
w ich leczeniu. Wzrost $redniej dtugosci zycia wynika tez ze znacznego zmniej-
szenia $miertelnosci u noworodkow i matych dzieci.

Postep w poprawie stanu zdrowia 0s6b w wieku podesztym nie nadgza nie-
stety za wzrostem dtugosci zycia cztowieka, stad znaczne zainteresowania pro-
cesami starzenia w ostatnich latach. Wcigz poszukuje sie czynnikéw odpowie-
dzialnych za dtugowiecznos¢ i za utrzymanie dobrego stanu zdrowia do pdznej
starosci. Przek}ada sie to na bardzo liczne publikacje - z tego wzgledu w niniej-
szym artykule ograniczono sie tylko do wybranych aspektow procesu starzenia,
koncentrujgc sie na mechanizmach genetycznych.

Starzenie

Starzenia nie mozna rozpatrywaé jako choroby. Jest to proces, w wyniku kté-
rego organizm traci integralno$¢ proceséw fizjologicznych. Skutkiem starzenia
jest upoS$ledzenie podstawowych czynnosci organizmu, funkcji reproduktywnych
(spadek ptodnosci) oraz wzrost ryzyka choréb i $mierci. W roku 2013 Lopez-
-Otin i wsp. opublikowali prace, w ktérej podjeli sie usystematyzowania wie-
dzy na temat procesu starzenia. Wyréznili oni dziewie¢ zjawisk molekularnych/
komoérkowych charakteryzujgcych starzenie badZ stanowiacych jego podioze, sg
to: niestabilno$¢ genomowa, skracanie telomeréw, zmiany epigenetyczne, zabu-
rzenia struktury biatek, zmiana w szlakach sygnalizacyjnych regulujgcych me-
tabolizm, dysfunkcja mitochondriéw, starzenie komérkowe, wyczerpanie puli
komdrek macierzystych oraz zaburzenia komunikacji miedzykomdrkowej [6].
Starzenie dotyczy wszystkich organizméw wielokomoérkowych, cho¢ zda-
rzaja sie pewne wyjatki. Badania Caleba Fincha nad karmazynami (rybami z ro-
dziny Sebastidae) i zétwiami olbrzymimi pokazaty, ze starzenie moze przebiegac
u zwierzat z rdzng szybkoscig w zaleznosci od gatunku [7]. Ponadto przyjmuje
sie, ze w wyniku starzenia spada ptodnos$¢, a rosnie Smiertelnos¢, istniejgjednak
intrygujace gatunki, u ktorych trend zmian Smiertelno$ci i ptodnos$ci z wiekiem
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wymyka sie tej regule lub wrecz jej przeczy. | tak w przypadku zétwia pustynne-
go (Gopherus agassizii) Smiertelno$¢ spada wraz z wiekiem, ptodnos$é natomiast
wykazuje trend wzrostowy [8]. Caleb Finch nazwat to zjawisko zaniedbywalnym
starzeniem (ang. negligible senescence).

Rekordzista w krélestwie zwierzat pod wzgledem diugosci zycia jest
stodkowodna stutbia. Wedtug czesci badaczy, jesli nie dopusci¢ do rozmnazania
piciowego, jamochton ten moze zy¢ wiecznie [9]. Organizm stutbi ma bardzo
prostg budowe. Wiasciwie mozna go rozpatrywac jako skupisko trzech typéw
komadrek macierzystych wykazujgcych tylko czesciowe zrédznicowanie [10]. Su-
geruje sie, ze wiasnie dzieki duzej zawartosci komdérek macierzystych, ciggtym
podziatom komoérkowym oraz wysoce sprawnym mechanizmom selekcji komo-
rek uszkodzonych, stutbia moze unika¢ procesu starzenia [11].

Zaniedbywalne starzenie, objawiajgce sie spadkiem S$miertelnosci oraz
wzrostem ptodnosci, dos¢ czesto obserwuje sie w krolestwie roslin, jednak wia-
domosci te wykraczajg poza ramy tematyczne niniejszej pracy [8].

Zwierzeta dtugowieczne

Trudno przenies¢ obserwacje poczynione na jamochtonach, rybach czy gadach
na organizm cztowieka. Istniejg na nasze szczescie blizsze filogenetycznie nam
organizmy, wykazujace wyjasnione wyzej zjawisko zaniedbywalnego starzenia.
Przyktadem jest golec piaskowy (Heterocephalus glaber), gryzon zblizony wiel-
koscig do myszy, zamieszkujacy tereny pustynne Etiopii, Kenii i Somalii. Golec
piaskowy jest najdtuzej zyjagcym znanym cztowiekowi gryzoniem. W niewoli
dozywa okoto 30 lat, co przekracza ponad 5-krotnie maksymalny wiek przewi-
dywany na podstawie rozmiar6w ciata tego zwierzecia. Ponadto golce utrzymu-
ja dobry stan zdrowia przez okoto 85% dtugosci zycia i nie wykazujg wzrostu
Smiertelnosci wraz z wiekiem.

Dtugowieczno$¢ golca moze wynikac z przystosowania do trudnych wa-
runkéw Srodowiskowych, zwierze to wykazuje miedzy innymi zdolno$¢ do hi-
bernacji, z czasowym spowolnieniem tempa metabolizmu i obnizeniem tempera-
tury ciata (do okoto 32 °C) [12].

Interesujacy jest rowniez fakt, ze na ponad tysigc udokumentowanych sek-
cji zwtok golcow pustynnych tylko w dwdch przypadkach zaobserwowano zmia-
ny nowotworowe [13]. Badania in vitro wykazaly, ze fibroblasty golcéw, mimo
transdukcji wektorami retrowirusowymi, kodujacymi antygen T wirusa SV40
i protoonkogen Ras, nie ulegaty transformacji nowotworowej. Wszczepione my-
szom o upos$ledzonej odpornosci, nie formowaty nowotworow, przeciwnie niz
identycznie modyfikowane fibroblasty mysie [14].

Niezwykle niskg zapadalnos¢ na nowotwory wsrod tych zwierzat mozna
przypisa¢ miedzy innymi mutacji w genie HAS2, ktérego produkt biatkowy bie-
rze udziat w produkcji wielkoczasteczkowego kwasu hialuronowego (ang. High
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Molecular Weight Hyaluronic Acid, HMW-HA) [15]. Zwiekszona zawarto$¢
kwasu hialuronowego w tkankach chroni komorki przed dziataniem wolnych
rodnikéw, atakze moduluje sygnalizacje komdrkowa. U golcow zaobserwowano
réwniez wczesny mechanizm zahamowania kontaktowego (ang. early contact in-
hibition, ECI) zalezny od biatek supresoréw cyklu (i onkogenezy), p53 i Rb. Wy-
pada wspomnie¢, ze uposledzenie zahamowania kontaktowego promuje karcy-
nogeneze. W odroznieniu od innych ssakow, zahamowanie kontaktowe u golcéw
opiera sie na dziataniu dwdéch inhibitoréw cyklu komérkowego p27KPLi p16IN<a
(zaleznych odpowiednio od p53 i Rb), podczas gdy u wiekszosci gatunkéw dzia-
ta tylko p27 [16]. Stanowi to rodzaj podwdjnego zabezpieczenia przed niekon-
trolowang proliferacjg komérek. Ponadto, u golca piaskowego transkrypt locus
genowego INK4a/b kodowat biatko p15/p16, znacznie silniej hamujgce cykl ko-
maérkowy niz pojedynczo dziatajgce biatka p15IN<czy pl16 IN<a[17].

Jednym z molekularnych mechanizméw lezgcych u podstaw dtugowiecz-
nosci golcow moze by¢ réwniez zwiekszona w porownaniu do myszy aktywnos$é
czynnika transkrypcyjnego NRF2. Biatko to inicjuje ekspresje setek genow za-
angazowanych w mechanizmy antyoksydacyjne [18]. Zmiana ekspresji NRF2
moze by¢ wynikiem przystosowania do zycia pod ziemig, w warunkach obnizo-
nej preznosci tlenu (10-15%). Jak wiadomo, hipoksja stymuluje produkcje wol-
nych rodnikow.

Charakterystyczng cechg starzenia na poziomie komdérkowym jest akumu-
lacja uszkodzonych i nieprawidtowo sfatdowanych biatek. W przypadku golcow
piaskowych nie obserwuje sie gromadzenia z wiekiem utlenionych ani uszkodzo-
nych czasteczek biatka, jak mato miejsce u wiekszosci zwierzat. Wykazano réw-
niez wyzszg w poréwnaniu do myszy aktywnos$¢ proteasomu oraz intensywniej
zachodzacy proces autofagii, a zatem nieprawidtowe czgsteczki biatek nie ulega-
ja akumulacji [19]. Ponadto biatka golca piaskowego wykazujg wiekszg stabil-
nos¢, charakteryzujg sie wiekszg opornosciag na denaturujgce dziatanie mocznika
i dtuzej zachowujg swojg funkcjonalnos¢, niz mato miejsce u myszy [20].

W prawidtowych warunkach kazdy podziat komorki powoduje skracanie
telomeréw. Gdy dtugosé telomerdw osiggnie krytyczny poziom, komérka wcho-
dzi ulega starzeniu replikacyjnemu (ang. replicative senescence) i przestaje sie
dzieli¢ lub ginie w mechanizmie apoptozy. Por6éwnanie genomu golca z mysza
i cztowiekiem wykazato zwiekszong liczbe kopii genu CEBPG, kodujacego biat-
ko regulujace naprawe DNA, oraz genu TINF2 chronigcego integralnosc telome-
réw [21]. Liang i wsp. sugerujg rowniez wyzsza aktywnos¢ telomerazy u golca
piaskowego, aczkolwiek jej dziatanie wydaje sie podlegac silniejszej regulacji
w poroéwnaniu do innych ssakéw [14].

Innym zastugujacym na szczegdlng uwage zwierzeciem jest maty nieto-
perz Myotis (polska nazwa rodzajowa - nocek). Je$li wezmiemy pod uwage mase
ciata nockow (3-30 g), to czas zycia tych nietoperzy jest wrecz rekordowy, dla
nocka Brandta (M. brandti) wynosi 47 lat, dla nocka duzego (M. myotis) - 37 lat,
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nocka myszouchego (M. lucifugus) - 34 lata, za$ dla nocka wschodniego (M
blythii) - 33 lata [22,23].

Badania molekularne wykazaty u nocka myszouchego mniejszg produk-
cje wolnych rodnikow w przeliczeniu na ilos¢ zuzytego tlenu w poréwnaniu do
innych matych ssakow [24]. Zaobserwowano réwniez wyzszg aktywno$¢ enzy-
madw antyoksydacyjnych (katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej oraz peroksydazy
glutationowej) i enzymdw zaangazowanych w naprawe DNA. Stwierdzono takze
nizszy poziom niestabilnosci mikrosatelitarnej u dtugozyjacego gatunku nietope-
rza Desmodus rotundus w poréwnaniu z krétkozyjagcym gatunkiem Myotis velifer
[25]. Salmon i wsp. sugeruja, ze dtugowiecznosé niektorych gatunkéw nietope-
rzy moze mie¢ podtoze w niezwykle efektywnych mechanizmach utrzymujacych
homeostaze biatkowg. Badacze wykazali wyzszg stabilnos¢ frakcji biatkowych
izolowanych z dwoch gatunkéw nietoperzy Tadarida brasiliensis oraz Myotis
velifer w poréwnaniu z biatkami pochodzacymi od myszy. Biatka nietoperzy,
w poréwnaniu ze swymi mysimi odpowiednikami, byty mniej wrazliwe na dzia-
fanie mocznika; zaobserwowano réwniez nizszy poziom biatek utlenionych oraz
ubikwitynowanych [26].

Dotychczas dysponujemy ograniczong iloscig danych pochodzacych z ba-
dan nad zwierzetami dtugowiecznymi. Obserwacje poczynione u dtugozyjacych
ssakdw sgjednak niezwykle wazne w badaniach nad procesami starzenia, ponie-
waz dotychczasowa wiedza w tym temacie opiera sie wytacznie na badaniach
nad krotko zyjagcymi zwierzetami laboratoryjnymi.

Zwierzeta laboratoryjne

Doswiadczenia na organizmach modelowych: drozdzach, nicieniach, muszkach
owocowych i myszach wykazaty, ze starzenie i dlugowiecznos$¢ przynajmniej cze-
Sciowo kontrolowane sg przez mechanizmy genetyczne. Badania mutacji w ge-
nomie nicienia Caenorhabditis elegans (C. elegans) pozwolity zidentyfikowaé
dwa geny daf-2 i age-1, ktorych zmniejszona aktywnos$¢ wydtuza czas zyciatych
zwierzgt. Oba geny kodujg biatka zaangazowane w przekaz sygnatu przez kon-
serwatywng ewolucyjnie $ciezke sygnalizacyjng insulina/insulinopodobny czyn-
nik wzrostu [27-30]. Wyniki powyzszych analiz znalazty potwierdzenie rowniez
u ssakow. W przypadku dtugozyjacych kartowatych myszy Snell (PitldvPitldy
i Ames (Propld/Propld), ktore charakteryzujg sie niskim poziomem hormonu
wzrostu, wynikajgcym z mutacji genéw Pit-1 i Prop-1, obserwuje sie réwniez
niski poziom insulinopodobnego czynnika wzrostu | (ang. Insulin-like Growth
Factor, IGF-1) oraz insuliny we krwi. Nie sgto jedyne zmiany w uktadzie hormo-
nalnym. U obu mysich mutantéw wykazano rowniez niedobdr tyreotropiny oraz
prolaktyny. Postuluje sie jednak, ze to wiasnie niski poziom hormonu wzrostu
oraz ostabienie sygnalizacji z udziatem szlaku insulina/insulinopodobny czyn-
nik wzrostu odpowiedzialne sg za wydtuzenia czasu zycia myszy Snell i Ames
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w poréwnaniu do myszy typu dzikiego [31-33]. Dtugo zyjace myszy udato sie
réwniez uzyska¢ w wyniku delecji genéw wptywajacych na dostepnos¢ wolnego
IGF-I [34] lub genéw kodujacych biatka szlakéw sygnatowych, aktywowanych
poprzez receptory insuliny/insulinopodobnych czynnikéw wzrostowych [35,36].

Ws$réd mechanizmow uczestniczacych w procesie starzenia wymienia sie
akumulacje uszkodzer struktur komérkowych spowodowang dziataniem wolnych
rodnikow. W przypadku myszy Ames wykazano obnizone stezenie reaktywnych
form tlenu oraz podwyzszong aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych (katalazy
i dysmutazy ponadtlenkowej) w nerkach, sercu i podwzg6rzu [37-39]. Fibroblasty
pobrane od myszy Ames oraz innych myszy z mutacjami osi somatotropowej wy-
kazuja in vitro wyzszg opornos¢ na czynniki cytotoksyczne, gtodzenie i czynniki
indukujgce uszkodzenia oksydacyjne niz fibroblasty pobrane od myszy kontrol-
nych [40]. Role osi somatotropowej w odpowiedzi na stres komorkowy potwier-
dzito doswiadczenie, w ktorym wykazano, ze podawanie hormonu wzrostu przy-
wraca wrazliwosc¢ fibroblastow myszy Ames na czynniki stresowe [41]. U myszy
Ames i Snell zaobserwowano rowniez wyzszg aktywnos¢ transkrypcyjng genéw
regulowanych przez czynnik transkrypcyjny Nrf2 [42,43]. Zwiekszona odpornos¢
na stres oksydacyjny przektada sie na nizszy poziom uszkodzen lipidow, biatek
i kwasow nukleinowych u myszy Ames [44], jak i prawdopodobnie na wolniejsze
tempo akumulacji mutacji genetycznych [45]. Ponadto wykazano zmiany w eks-
presji wielu typéw mikroRNA oraz gendw kodujgcych enzymy uczestniczace
w metabolizmie puryn [46], a takze biatka szoku cieplnego (HSP) [47].

Ludzie

Naukowcy napotykajg tu na wiele problemdw i ograniczeh. Po pierwsze sama
dtugosé zycia i stosunkowo p6Zne osigganie dojrzatosci ptciowej skutkuje matg
iloScig danych umozliwiajgcych $ledzenie zmian genetycznych w kolejnych po-
koleniach i korelowanie ich z dtugoscig zycia. Po drugie ze wzgledéw etycznych
pewnych eksperymentéw nie mozna wykonywac u ludzi.

Analiza rodzin os6b dozywajacych sedziwego wieku przyniosta potwier-
dzenie wptywu podioza genetycznego na dtugowieczno$¢ i utrzymanie dobrego
stanu zdrowia w podesztym wieku. Porownanie krzywych przezycia oséb z ro-
dzin dtugowiecznych z krzywymi przezycia dla pozostatych osobnikéw zamiesz-
kujgcych dany obszar wykazato wyrazng roznice czasu zycia rodzenstwa osob
dlugowiecznych w poréwnaniu z ogétem populacji, na korzysé tych pierwszych
[48,49]. Wykazano rowniez, ze rodzenstwo stulatkow ma nizsze ryzyko wystg-
pienia chordb zwigzanych z wiekiem, takich jak choroby sercowo-naczyniowe,
cukrzyca czy rak, w poréwnaniu z odpowiednig grupg kontrolng dobrang sposrod
badanej populacji [50]. Ponadto potomstwo oséb dtugowiecznych jest zdrowsze
od 0s6b w tym samym wieku, pochodzacych z tej samej populacji [51]. Wskazuje
to takze na zwigzek miedzy dobrym stanem zdrowia a dtugowiecznoscia.
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Badania bliznigt jednojajowych i dwujajowych wykazaty, ze 25% zmien-
nosci w dlugosci zycia cztowieka moze mie¢ podtoze genetyczne. Ponadto pro-
centwyjasnianej czynnikami genetycznymi zmiennosci moze by¢ wyzszy u 0s6b
starszych i u mezczyzn [52-54]. Pozostata cze$¢ zréznicowania fenotypowego
ma podtoze epigenetyczne i Srodowiskowe. Cechy ilo$ciowe warunkowane sg
jednak wielogenowo, stad duze trudnosci w identyfikacji wariantow genow, ktore
w istotny sposéb mogtyby wptywac na czas zycia cztowieka. Jednak przepro-
wadzone w ostatnich latach metaanalizy, uwzgledniajgce kohorty pochodzace
z réznych grup etnicznych, wskazaty na dwa geny, ktérych polimorfizmy, kazdy
samodzielnie, mogg wptywac na diugowiecznos¢. Pierwszy z polimorfizméw,
rs429358, wystepuje w genie APOE kodujacym apolipoproteine E. Obecnos$¢ al-
lelu s4 istotnie zmniejsza szanse dozycia wieku ponad 100 lat (OR = 0,43; 95%
Cl = 0,36-0,50) [55]. Drugi polimorfizm, rs1799752 (Ins/Del), dotyczy genu
ACE, kodujacego enzym konwertujgcy angiotensyne |. Wykazano, ze delecja
w obydwu allelach genu ACE pozytywnie wptywa na prawdopodobienstwo osig-
gniecia sedziwego wieku (OR: 1,25; 95% CI: 1,02-1,54) [56].

Innym podejsciem do identyfikacji genéw odpowiedzialnych za starzenie
jest analiza genomu 0s6b chorych na progerie - zespoty przedwczesnego sta-
rzenia. Prawdopodobnie jednym z najlepszych przyktadow jest zesp6t Wernera,
poniewaz u 0s0b dotknietych tq chorobg obserwuje sie wiele objawoéw przed-
wczesnego starzenia juz w drugiej i trzeciej dekadzie zycia. Typowe zmiany pa-
tologiczne to atrofia skory z zanikiem podskdrnej tkanki tluszczowej, siwienie
wilosow i tysienie, obustronna za¢ma, hipogonadyzm oraz wiele chorob zwia-
zanych z wiekiem, m.in. cukrzyca typu drugiego, osteoporoza i miazdzyca [57].
ZespOt Wernera jest rzadkg autosomalng, recesywng chorobg wynikajgcg z muta-
cji w locus WRN, kodujgcym biatko zaliczane do rodziny helikaz RecQ [58,59].
Podobne podtoze genetyczne, autosomalng, recesywng mutacje w genie koduja-
cym helikaze RECQL3 (BLM), ma zespét Blooma, a takze zesp6t Rothmunda-
-Thompsona, w ktérym u ponad dwoch trzecich chorych obserwuje sie mutacje
genu RECLQ4, réwniez kodujacym helikaze.

Kolejnym dobrze opisanym przyktadem progerii jest syndrom Hutchinso-
na-Gilforda. Charakteryzuje sie on wybitnie przyspieszonym starzeniem. Nowo-
rodki dotkniete chorobg nie wykazujg widocznych zmian chorobowych. W ciggu
kilku lat pojawiajg sie jednak typowe objawy: opdznienie rozwoju, miazdzyca
i zmiany twardzinowe skory. Podtozem genetycznym jest mutacja w genie LMNA
kodujacym lamine A, jedno z biatek otoczki jadrowej. W jej wyniku powstaje
skrécone o okoto 50 aminokwaséw biatko okreslane jako progeryna [60]. Aku-
mulacja zmutowanej odmiany biatka prowadzi do zaburzenia struktury otoczki
jadrowej oraz zaniku peryferyjnej heterochromatyny. Poza zmianami morfolo-
gicznymi jadra wykazano zaburzenia procesu naprawy DNA oraz kontroli cy-
klu komorkowego, skutkujgce niestabilnoscig genomu. Ponadto wykazano, ze
lamina A u ssakdéw wigze sie z telomerami oraz odgrywa role w utrzymaniu ich
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dtugosci, struktury i funkcji [61]. Interesujacy jest fakt, ze progeryna gromadzi
sie réwniez wraz z wiekiem u os6b zdrowych - w fibroblastach i komérkach
$rodbtonka naczyn wiencowych [62,63]. Chorzy cierpigcy na syndrom Hutchin-
sona-Gilforda umierajg najczesciej w wieku okoto 12 lat, a przyczyng zgonu jest
zwykle zawat serca, udar mézgu lub zastoinowa niewydolnos¢ serca.

Istnieje wiele innych zespotow o podtozu genetycznym, ktére charaktery-
Zuja sie przyspieszonym starzeniem, takich jak zesp6t MDPL (ang. mandibular
hypoplasia, deafness, progeroidfeatures, lipodystrophy), zespét Ruijs-Aalfs czy
tez Aicardi-Goutieres. U o0sob chorych na ataksje-telangiektazje, anemie Fan-
coniego czy zespdt Cockayne’a réwniez mozna zaohserwowaé pewne aspekty
przyspieszonego starzenia. Jednak zespoty Hutchinsona-Gilforda oraz Wernera
wydajg sie najlepszymi przyktadami modelowymi progerii, ze wzgledu na mno-
gos¢ typowych cech charakteryzujgcych przyspieszone starzenie.

Podsumowujac, analiza podtoza znanych zespoldw przebiegajacych
z przedwczesnym starzeniem wskazuje na bezposredni udziat uszkodzeri DNA.
Stanowi réwniez dowdd na znaczenie akumulacji uszkodzen materiatu genetycz-
nego i starzenia komorkowego w rozwoju fenotypu starczego i pojawieniu sie
szeregu chorob zwigzanych z wiekiem.

Podsumowanie

Temat starzenia i dtugowiecznoSci jest pasjonujacy, ale niestety zbyt obszerny,
aby dato sie go szczegdtowo omowi¢ w zwieztym opracowaniu pogladowym.
Dlatego w niniejszej pracy skupiono sie na czynnikach genetycznych, a dla
uproszczenia pominieto praktycznie wptyw $Srodowiska. Postuluje sie, ze czyn-
niki genetyczne wspotdziatajg z czynnikami srodowiskowymi, jednak charakter
i sitatych oddziatywan sgjeszcze trudniejsze do okre$lenia; sam wptyw Srodo-
wiska na dtugowieczno$¢ jest tematem na odrebny artykut. Sposrdd czynnikéw
genetycznych wptywajgcych na starzenie najwazniejszg role odgrywajg mutacje
w genach odpowiedzialnych za reakcje organizmu na warunki stresowe (w tym
reaktywne formy tlenu), naprawe DNA, stabilno$¢ genomu oraz geny zaangazo-
wane w przekaz sygnatu przez konserwatywne ewolucyjnie Sciezki sygnaliza-
cyjne regulujgce metabolizm, przy czym najprawdopodobniej intensywny (przy-
spieszony) metabolizm komorkowy jest skrajnie niekorzystny z punktu widzenia
dtugowiecznosci.
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In search of a fountain of youth - the genetic basis
of longevity and aging processes

Abstract

Over the past six decades the development of medicine and improvements in living con-
ditions have extended the life expectancy by almost 25 years; however, longer life does
not go hand in hand with prolonged health span. Aging is an unavoidable process affect-
ing everyone and from a medical point of view, delaying the aging process can bring no-
ticeable benefits. It is especially important to maintain good health in the elderly. Due to
the vast number of articles published on the topic, this publication focuses on the genetic
background of aging and its delayed course.

Both studies on long-lived animal species and typical animal models have shown an
important role of genes that code for proteins in response to stress, DNA repair, genomic
stability, and nutrient-sensing signalling pathways in aging and longevity. These observa-
tions are partially confirmed by the genetic analysis of people living 100 years and more,
as well as people suffering from human premature aging-like syndromes.

Key words: ageing, longevity, genetic background
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Streszczenie

Od wiekdw zbieranie i spozywanie grzybdw miesci sie w tradycji kulinarnej krajow Eu-
ropy, Azji i obu Ameryk. Dziko rosngce gatunki byty i sg chetnie zbierane i spozywane
takze w Polsce. W ostatnich latach porzucono poglad, iz grzyby to bezwartosciowy po-
karm. Przybywa jednocze$nie coraz wiecej doniesien wskazujgcych na ich pozytywny
wptyw na organizm cztowieka. Jednak dane epidemiologiczne ostatnich lat pokazujg, ze
grzyby jadalne sa odpowiedzialne az za 25-87% wszystkich zatru¢ grzybami. Biorac to
pod uwage, nalezy zastanowi¢ sie, jak skutecznie zapobiega¢ tym zatruciom. W pracy
przedstawiono czynniki, ktére usposabiajg do zatru¢ gatunkami jadalnymi. Dodatkowo
uwzgledniono gatunki, ktérejedynie w pewnych sytuacjach (warunkowo) ujawniajg swoj
szkodliwy wptyw na organizm konsumenta.

Stowa kluczowe: grzyby, zatrucie, grzyby trujace, zatrucia grzybamijadalnymi
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Wprowadzenie

Grzyby od wiekow stanowity element diety cztowieka. W obecnej dobie, pomi-
mo dostepnosci grzybow hodowlanych, zamitowanie do zbierania ich w lesie,
samodzielnego przygotowywania i konserwowania, nie zmniejszyto sie. Trudno
takze poréwna¢ bogactwo grzybow oferowane przez nature do zaledwie kilku
gatunkdw hodowlanych obecnych na potkach sklepowych.

Nalezy takze podkresli¢, ze na przestrzeni ostatnich lat postrzeganie grzy-
boéw ulegto zmianie. Z pokarmu uwazanego za niebezpieczny i przeznaczony dla
os6b niezamoznych, grzyby zaczety by¢ doceniane z racji swoich waloréw sma-
kowych, odzywczych, a takze zdrowotnych. Warto$¢ odzywcza grzybow jadal-
nych zwigzana jest z zawartym w nich biatkiem, btonnikiem, witaminami (B1,
B2, B12, C, D, E) i skfadnikami mineralnymi oraz wielonienasyconymi kwasami
thuszczowymi, ktore przyczyniajg sie do redukcji poziomu cholesterolu, a co za
tym idzie - do prewencji schorzen uktadu sercowo-naczyniowego [1,2]. Sg po-
karmem niskokalorycznym:1 kg suchej masy grzybow jadalnych zawiera prze-
cietnie 200-250 g biatka [2]. Polisacharydy, sposréd ktorych P-glukany stanowig
okoto potowy masy budulca $cian komoérkowych grzybow, wykazujg dziatanie
immunomodulujgce, przeciwnowotworowe, neuroprotekcyjne, hipolipemizuja-
ce i antyoksydacyjne. Ostatni z wymienionych efektéw zalezny jest réwniez od
zwigzkow fenolowych, ktore wykazuja dodatkowo wiasciwosci przeciwalergicz-
ne, przeciwmiazdzycowe, przeciwzakrzepowe, przeciwzapalne, przeciwbakte-
ryjne i naczyniorozszerzajace [2]. Twardziak jadalny, Lentinus edodes (Berk.),
wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne [3]. Z innych korzystnych efektow war-
to chocby wspomnie¢ o dziataniu hepatoprotekcyjnym grzybow, a takze o ich
dobroczynnym wptywie u chorych na cukrzyce [4,5]. Pomijajac wiec wzgledy
kulturowe i ekonomiczne (tzw. pokarm biedoty), spozywanie grzybdw niesie ze
sobg pozytywne skutki zdrowotne.

Wydaje sie wiec, ze w najblizszych latach spozywanie grzybow bedzie
rekomendowane, stajgc sie przy tym elementem prawidtowej i zdrowej diety.
Niestety, w tym przypadku duzym problemem moze okaza¢ sie kwestia bezpie-
czenstwa konsumentow [6].

Warto podkresli¢, ze w skali globalnej zatrucia grzybami stanowig 0,3%
wszystkich zatru¢ [7].

Grzyby trujace

Powszechnie znanym jest fakt, iz spos$rod grzybow wielkoowocnikowych, w ska-
li globalnej, ok.100 gatunkéw to grzyby trujgce [8]. W przypadku niektérych zi-
dentyfikowano swoiste dla nich toksyny, a takze szczegdtowo opisano kliniczny
przebieg zatrué. Przyktadami tego typu grzybdw sa nastepujace gatunki:
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* Muchomor zielonawy, Amanita phalloides (Vaill. ex Fr.) Link 1833, po-
pularnie zwany sromotnikowym. Zawiera on cyklopeptydy (amanityny
i falloidyny), ktére warunkujg przebieg zatrucia. Amanityna hamuje ak-
tywnos$¢ polimerazy RNA typu I, uposledzajgc wydatnie synteze biatka
w hepatocytach. Piorunujaca niewydolnos¢ watroby skutkuje wzglednie
duzg Smiertelnoscig. Nalezy nadmieni¢, iz A. phalloides ijemu pokrewne
(A virosa [Fr.] Bertill. 1866 - muchomor jadowity, A. verna [Bull.] Lam.
1783 - muchomor wiosenny) nie sg jedynymi grzybami zawierajgcymi
amanityny. Zwigzki te spotyka sie rowniez w innych gatunkach, takich
jak np. hetmoéwka rokietowa (Galerina hypnorum [Schrank] Kuhner 1935)
czy czubajeczka brgzowoczerwonawa (Lepiota brunneoincarnata Cho-
dat & C. Martin 1889). Ten ostatni gatunek zawiera najwiecej amanityny
w przeliczeniu na suchg mase grzyba.

» Piestrzenica kasztanowata (Gyromitra esculenta [Pers.] Fr. 1849). Grzyb
jest odnajdywany wiosng i powszechnie mylony ze smardzem (Morchella
spp). Zawiera gyromitryne, ktdrej sktadnikiem jest monometylhydrazyna
(MMH). Zwigzek ten jest odpowiedzialny za hamowanie pirydoksynoza-
leznych szlakéw w syntezie GABA i prowadzi do zaburzenia czynnosci
osrodkowego uktadu nerwowego. Ponadto w obrazie klinicznym zatrucia
mieszczg sie uszkodzenia wielonarzagdowe (w tym przewodu pokarmowe-
go, watroby i nerek).

» Zastonak rudy (Cortinarius orellanus Fr. 1838), ktory zawiera orelanine.
Toksyna ta powoduje uszkodzenie nerek. Zatrucie po raz pierwszy opisat
Stanistaw Grzymata [9]. Nefrotoksycznym grzybem jest réwniez, wyste-
pujacy w Ameryce Potnocnej, Amanita smithiana (Bas. 1969).

» Gatunki zawierajgce kwas ibotenowy i muscimol (A muscaria [L.] Lam.
1783 - muchomor czerwony, A. pantherina [DC.] Krombh. 1846 - mu-
chomor plamisty) lub psylocybine (Psilocybe semilanceata [Fr.] P. Kumm.
1871 - tysiczka lancetowata, Panaeolus sphinctrinus [Fr.] Quel. 1872 -
kotpaczek dzwonkowaty, Stropharia aeruginosa [Curtis] Quel. 1872 -
pierscieniak grynszpanowy) sg zazwyczaj spozywane w celach rekre-
acyjnych, by indukowac ostrg psychoze (dziatanie psychotoniczne) badz
doznania zwigzane ze zmieniong percepcja zmystow (dziatanie psycholep-
tyczne - trzy ostatnie z wymienionych powyzej gatunkow).

» Lejkdwka odbielona (Clitocybe dealbata [Sowerby] Gillet 1874)jest przy-
ktadem gatunku odpowiedzialnego za nadmierng stymulacje wegetatyw-
nego uktadu nerwowego. Czynnikiem sprawczym jest muskaryna.

Wieruszka zatokowata (Entoloma sinuatum [Bull: Fr.] Kumm.), ggska ty-
grysowata (Tricholoma pardalotum Herink et Kotl), borowik szatanski (Bole-
tus satanas Lenz), maslanka wiazkowa (Hypholomafasciculare [Huds. Fr.]) to
przyktady grzybow wykazujgcych dziatanie draznigce na przewo6d pokarmowy.
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Toksyny za to odpowiedzialne nie zostaty zidentyfikowane. Wydaje sie, ze ga-
tunki te moga zawiera¢ biatka czy cukry, ktore nie sg wchtaniane z przewodu
pokarmowego, mogg za to by¢ przyczyna reakcji alergicznych.

Grzyby jadalne

Obecnie na Swiecie istnieje okoto 25 gatunkow grzybéw uznanych za warto-
Sciowe do spozycia, z ktorych jedynie kilka jest hodowanych - najczesciej jest
to Agaricus bisporus, Lentinus edodes, Pleurotus spp. (w tym spotykany i w na-
szych sklepach boczniak ostrygowaty) oraz Flammulina velutipes. Oczywiscie
gatunkow jadalnych jest wiecej, ale, poki co, nie znalazty jeszcze powszechnego
uznania. Polscy autorzy wskazuja, iz liczba jadalnych grzybéw w naszym kraju
przekracza 160 gatunkéw [10]. Polski ustawodawca dopuszcza do obrotu oraz
produkcji przetworéw grzybowych, $rodkéw spozywczych zawierajgcych grzy-
by oraz uprawnien klasyfikatora grzybow i grzyboznawcy tylko 44 gatunki [11].

Badacze z Gornego Slaska przeprowadzili w latach 2003-2007 diagnosty-
ke 349 przypadkoéw zatru¢ grzybami. Najczestszg przyczyng zatru¢ w analizowa-
nym okresie okazaty sie gatunki jadalne. Posrod zidentyfikowanych gatunkéw
dominowaty grzyby z rodzaju borowikowatych (Boletaceae spp.): 172/349 oraz
czubajka kania - Macrolepiotaprocera (Scop.), 64/349 [12].

Podobng analize w latach 2002-2009 przeprowadzili badacze w regionie
Matopolski, identyfikujac gatunki grzybdw, ktérych spozycie byto powodem 457
przypadkéw zatru¢. Analiza sporologiczna materiatu zebranego wsréd osob za-
trutych pozwolita sformutowac twierdzenie, ze za dolegliwosci, jakie wystepuja
po spozyciu grzybow, odpowiedzialne sg czesciej gatunki jadalne niz trujace -
400 przypadkéw powiktan po spozyciu grzybéw jadalnych versus 57 przypad-
koéw zatru¢ grzybami trujgcymi [13]. Posrod grzybow jadalnych gatunkami bedg-
cymi najczestszymi przyczynami zatru¢ byty:

» opiefka miodowa - Armillariella mellea (Vahl.: Fr.) Kumm,
» czubajka kania- M. procera (Scop.),

» maslak zoky - Suillus luteus (L.) Gray 1821,

» pieprznik jadalny - Cantharellus cibarius (L.) Fr

» pieczarkapolna - Agaricus campestris (L.: Fr).

Informacje na temat potencjalnej toksycznosci gatunkéw jadalnych odna-
lez¢ mozna réwniez w doniesieniach z innych krajéw europejskich: m.in. autorzy
szwajcarscy, ktérzy analizowali 5683 przypadki ekspozycji na grzyby, stwierdzi-
li, ze objawy zatrucia mogg wystapi¢ nie tylko po spozyciu gatunkéw trujgcych,
ale réwniez jadalnych [14]. Takze badacze wioscy, ktérzy analizowali przypad-
ki zatru¢ grzybami odnotowane w poinocnych Wtoszech na przestrzeni 21 lat,
uznali gatunki jadalne za przyczyne dolegliwosci u % zatrutych. Borowik szla-
chetny, Boletus edulis (Bull. 1782), byt najczestszg przyczyna dolegliwosci [15].
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Dolegliwosci, jakie wywotywaly gatunki jadalne, z wytgczeniem sytuacji
szczegOlnych, opisanych ponizej, sprowadzaty sie zazwyczaj do przypadtosci zo-
tadkowo-jelitowych, ktdre ustepowaty w przeciggu 1-2 dni [16, 17].

Nie oznaczato to oczywiscie, ze tego typu objawy kliniczne zawsze miaty
charakter tagodny. Istotnym byto réwniez, kogo zatrucie dotyczyto. Jednostki
bardziej wrazliwe na odwodnienie (dzieci, osoby starsze) i zaburzenia jonowe
zwigzane z utratg bogato elektrolitowych ptyndéw badz cierpigce na dodatkowe
schorzenia, odczuwaty wiekszy dyskomfort niz osoby mtode, uprzednio zdrowe.

Dla lepszego zobrazowania przebiegu takich zatru¢ omowione zostang
dwa przyktady. Pierwszy z nich dotyczy matzenstwa, ktore spozyto potrawe
grzybowg przygotowang z pieprznika jadalnego. Grzyby byty zbierane w lesie,
niedaleko miejsca zamieszkania poszkodowanych. Prawidtowg identyfikacje ga-
tunku potwierdzito przeprowadzone p6zniej badanie mykologiczne zarodnikdw
pozyskanych z wymiocin. Grzyby nie byly przygotowywane bezposrednio po
zbiorze, ktory odbyt sie w godzinach wczesnoporannych, ale wieczorem: zostaty
starannie umyte, doprawione i usmazone. Bezposrednio po przygotowaniu po-
trawy oboje matzonkowie zjedli z chlebem po jednej porcji, ktéra odpowiadata
okoto 150g $wiezych grzybow. Niespetna godzine po spozyciu potrawy u ko-
biety wystgpito pobolewanie brzucha i nudnosci. U meza podobne dolegliwosci
wystapity kwadrans pozniej. Przed uptywem 2 godzin od spozycia potrawy chora
zwymiotowata, co przyniosto jej ulge, ale nie ustgpienie dyskomfortu w obrebie
jamy brzusznej. Mezczyzna nie wymiotowat, a nudnosci i pobolewanie brzucha
utrzymywaty sie. Ztagodzenie dolegliwosci pozwolito matzonkom na przespanie
nocy. Rano nie jedli $niadania, a jedynie wypili gorzkg herbate, gdyz w dalszym
ciggu odczuwali niewielki dyskomfort, ktory sam ustgpit w godzinach wczesno-
popotudniowych.

Nie zawsze przebieg tego rodzaju zatrué jest tak tagodny. Przyktadem tego
moze by¢ 72-letnia kobieta, u ktorej po godzinie od spozycia potrawy przygo-
towanej z pieczarek wystgpit bol brzucha, uczucie przelewania, a nastepnie bie-
gunka. Poniewaz dolegliwos$ci nie ustepowaty, chora, za namowa corki, zgto-
sita sie do szpitala. Czas, jaki uptynat od spozycia potrawy do zgtoszenia sie
do szpitala, oszacowano na 7 godzin. Przeprowadzone badania laboratoryjne,
w tym oznaczenie amanityny, nie wskazywaty na spozycie grzybow trujgcych.
Przeprowadzona analiza mykologiczna dostarczonych, a nie spozytych jeszcze
owocnikdw, pozwolita na identyfikacje gatunku, ktorym okazata sie pieczarka
polna. Po dozylnej suplementacji ptynéw chora poczuta sie lepiej i opuscita szpi-
tal. Powrdcita do niego w godzinach wczesnoporannych po nieprzespanej nocy,
a to za przyczyng utrzymujacej sie biegunki i ostabienia. Z uwagi na cechy od-
wodnienia i tendencje do hipotensji chorg przyjeto do szpitala. Suplementacja
ptynow i elektrolitow byta konieczna przez kolejng dobe. Dolegliwosci staty sie
tagodniejsze i w trzeciej dobie ustgpity. Przeprowadzona diagnostyka nie ujawni-
ta innej przyczyny stwierdzanych dolegliwosci.
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Obraz kliniczny zatrucia grzybami jadalnymi u dzieci zasadniczo nie rézni
sie od przebiegu tego rodzaju zatru¢ u dorostych. Zachowana jest tendencja do
samoograniczania sie dolegliwosci, aczkolwiek dziecko zatrute wymaga wiek-
szej atencji ze strony leczgcych, ze wzgledu na sktonno$¢ do odwodnienia i dy-
selektrolitemii. Warto przypomniec, ze grzyby nie sg obligatoryjnym elementem
diety dzieciecej. Mimo to co roku dochodzi w naszym kraju do zatrué¢ grzybami
jadalnymi w tej grupie wiekowej. Zazwyczaj nie sgto zatrucia $miertelne i ponie-
kad z tego powodu bywajg bagatelizowane.

PamietaC nalezy, ze w zatruciach grzybami zawierajgcymi amanityny po
okresie latencji, tzn. braku jakichkolwiek dolegliwosci, pierwszymi objawami
zatrucia sg dolegliwosci zotgdkowo-jelitowe. Cechg kliniczng, ktéra wstepnie
pozwala na roznicowanie tych dwoch sytuacji, jest czas trwania okresu latencji.
W wypadku spozycia grzybéw jadalnych dolegliwos$ci pojawiajg sie relatywnie
szybko, nawet w pierwszej godzinie od spozycia positku - czas pojawienia si¢
objawdéw klinicznych nie przekracza zazwyczaj czterech godzin. Dtuzsze okresy
latencji spotyka sie w zatruciach grzybami trujgcymi z grupy A. phalloides czy C.
orellanus. Poza okres$leniem cech morfologicznych danego gatunku (szczegdlnie
rodzaju hymenoforu - gatunki zwierajgce amanityny majg hymenofor blaszko-
wy), okresleniem czasu, jaki uptynat od spozycia grzyba do wystgpienia dole-
gliwosci, w rozpoznaniu zatrucia grzybami pomocna jest rowniez standardowo
przeprowadzana w takich przypadkach diagnostyka laboratoryjna. Obejmuje ona
ocene zaburzen wodno-elektrolitowych (poziomy potasu, sodu, magnezu i wap-
nia), morfologii krwi, uszkodzenia narzadéw migzszowych (watroby i nerek)
oraz miesni, poziomu glikemii czy rownowagi kwasowo-zasadowej. Burzliwe
zaburzenia zotgdkowo-jelitowe mogg wystapi¢ zaréwno w zatruciach gatunkami
jadalnymi, jak itrujgcymi. Sam fakt wystgpienia dolegliwosci ze strony przewo-
du pokarmowego (nudnosci, wymiotéw czy biegunki) jest istotng cechg klinicz-
ng, ktora przemawia za zatruciem, ale nie pozwala na odrdznienie zatru¢ poten-
cjalnie $miertelnych od zatru¢ lekkich, w tym tych wywotanych przez gatunki
jadalne. Diagnostyka laboratoryjna jest pomocna w rozpoznaniu, a takze moni-
torowaniu postepu uszkodzen narzagdowych w zatruciach grzybami. Charaktery-
styczny wzrost aktywnosci enzymow indykatorowych, transaminazy alaninowej
(AlaT) i asparaginianowej (AspAT), odzwierciedla uszkodzenie watroby wywo-
fane przez gatunki zawierajgce amanityny, za$ wydtuzenie czasu protrombino-
wego (czy tez wzrost wartosci INR) ma znaczenie rokownicze. Obecnie duze
znaczenie przypisuje sie oznaczeniu w moczu chorego amanityn. Ich obecnosé¢
pozwala na pewne i wzglednie szybkie (oznaczone miedzy 6 a 36 godzing od
spozycia grzybow) potwierdzenie spozycia gatunku zawierajgcego cyklopeptydy
i jest milowym krokiem w diagnostyce tych zagrazajacych zyciu zatru¢. Mozli-
wos$¢ detekcji swoistej toksyny innych gatunkdw trujgcych nie weszto jeszcze
do praktyki klinicznej. W wypadku ekspozycji na gatunki jadalne wyniki po-
wyzszych badarn nie wykazujg odchylen od normy ito mimo stwierdzonych do-
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legliwosci zotgdkowo-jelitowych (bdle brzucha, wymioty, biegunka). Poniewaz
gatunki jadalne nie zwierajg swoistych toksyn o okreslonym szkodliwym dziata-
niu narzgdowym, standardowa diagnostyka pozwala na uchwycenie mozliwych
nieprawidtowosci w poziomach elektrolitéw, réwnowagi kwasowo-zasadowej
i wzrostu hematokrytu (wtérnie do odwodnienia). Oznaczenie amanityn w tych
przypadkach moze mie¢ znaczenie diagnostyczne, gdyz pozwala na wyklucze-
nie, na wzglednie wczesnym etapie, zatrucia grzybami z grupy A. phalloides.

Postepowanie terapeutyczne w zatruciach grzybami jadalnymi jest obja-
wowe i polega na uzupetnianiu niedoboréw wodno-elektrolitowych. Jezeli na-
silenie dolegliwosci nie jest duze, ptyny i elektrolity moga by¢ przyjmowane
doustnie. Nie zaleca sie stosowania srodkéw zapierajacych i to nawet gdy bie-
gunka jest uporczywa. Istotne sg rowniez zalecenia dietetyczne polegajace na
powstrzymaniu sie od przyjmowania positkow do czasu ustgpienia badz ztago-
dzenia dolegliwosci, a nastepnie stosowania (przez 1-2 dni) diety lekkostrawne;j.

Otwartym pozostaje pytanie o czynnik sprawczy tych zatrué. Odpowiedz
nie jest prosta, zwazywszy na wzglednie skromng liczbe doniesie dotyczacych
zatru¢ gatunkami jadalnymi. Prawdg jest, iz grzyby traktowane sg jako pokarm
ciezkostrawny, a tym samym nieprzeznaczony dla kazdego. Moze to wynika¢
z czynnikow zaleznych od konsumenta, jak i zwigzanych z samymi grzybami.
Pierwszg sytuacjg jest opisany juz powyzej, brak tolerancji trehalozy [18]. Ga-
tunek wiec dla wielu jadalny i niepowodujacy dolegliwosci pozostaje nietole-
rowany przez osoby z brakiem lub niskg aktywnoscig trehalazy, enzymu nie-
zbednego do trawienia tego dwucukru. By¢ moze nietolerancja grzybéw ma
zwigzek ze sktadnikami scian komdérkowych grzybow (np. chityng), ktdre nie sg
trawione, badz duzej ilosci Sluzu [16]. Zagadnienie wydaje sie bardziej ztozone,
gdyz bywa, ze osoby, ktore spozywajg grzyby i dobrze je tolerujg, niespodzie-
wanie ulegajg zatruciu. Mato tego, nawykow zywieniowych nie zmieniajg, do
spozywania grzybow powracajg (mimo przebytego zatrucia) i ponownie dobrze
je tolerujag. W tych sytuacjach musi wiec istnie¢ jaki$ czynnik czy grupa czyn-
nikow, ktdre warunkujg okresowo wiasciwosci toksyczne gatunkéw jadalnych.
Naszym zdaniem za cze$¢ zatru¢ gatunkami jadalnymi odpowiedzialne sg zwigz-
ki chemiczne, ktére powstajg w owocnikach po zbiorze i, najogdlniej ujmujac,
sg wynikiem ich rozktadu. Stad bardzo wazne jest odpowiednie przygotowanie
i przechowywanie grzybow, jak réwniez dbatos¢ o warunki postepowania z nimi
w trakcie zbioru.

Grzyby jadalne, ale nie zawsze (,,warunkowo jadalne”)

Ten roboczy termin pozwoliliSmy sobie uzy¢ w odniesieniu do gatunkdw grzy-
boéw, ktérych spozycie nie zawsze prowadzi do intoksykacji. Moga to by¢ zatru-
cia warunkowane przez cechy osobnicze samego konsumenta, co np. dotyczy
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osob, ktore nie tolerujg trehalozy. Spozycie potrawy z grzybow przez te osoby
wywotuje dolegliwosci zotgdkowo-jelitowe, analogiczne do tych wystepujacych
u 0séb z nietolerancja laktozy [18].

Innym przyktadem moze by¢ zespdt antabusowy, wystepujacy u pacjen-
tow, ktorzy tgczg spozycie czernidtaka pospolitego (Coprinus atramantarius
[Bull.] Fr. 1838) z etanolem. Zawarta w czernidtaku kopryna hamuje aktywnos¢
dehydrogenazy aldehydowej (AIDH), odpowiedzialnej za drugi etap oksydatyw-
nej przemiany alkoholu etylowego, tj. utlenieniu jego metabolitu, aldehydu octo-
wego, do kwasu octowego. Niewydolnos¢ tego uktadu u osoby, ktéra spozyta
etanol, prowadzi do wystgpienia zatrucia acetaldehydem. Efekty takie mogg wy-
stapi¢ do 72 godzin po spozyciu czernidtaka.

Poza wymienionymi przyktadami nalezy wspomnie¢ réwniez o zatruciu
wywotywanym przez krowiaka podwinietego (Paxillus involutus [Batsch] Fr.
1838). Jest to gatunek spozywany bez konsekwencji, cho¢ moze by¢ réwniez
przyczyng dolegliwosci zotgdkowo-jelitowych. Ciekawszym jednak wydaje sie
fakt, iz u niektérych konsumentéw moze on wywota¢ hemolize - zwigzang z im-
munizacja, ktorej efektem jest produkcja autoprzeciwciat, skierowanych przeciw
antygenom krwinek czerwonych [19].

Posréd gatunkéw dziko rosngcych, a powszechnie przez ludzi spozywa-
nych, sg grzyby, ktére mogg doprowadzi¢ do uszkodzenia miesni (rabdomiolizy).
Potencjat miotoksyczny przypisuje sie nastepujacym gatunkom: B. edulis (Bull.
1782), Cantharellus cibarius (L., Fr.), Leccinium versipelle (Fr. & Hok, Snell
1944,) Albatrellus ovinus (Schaeff., Kotl. & Pouzar 1957) oraz gatunkom z rodza-
ju gotabkéw (Russula spp). W warunkach eksperymentalnych gatunki te powo-
dowaly uszkodzenia miesni u myszy. llosci grzybéw, na ktore zwierzeta w tych
badaniach eksponowano, byty znaczne [20]. Odnoszac wielko$¢ takiego - poten-
cjalnie miotoksycznego - narazenia do ludzi, osoba zagrozona musiataby spozy-
wacé 4 kg Swiezego borowika szlachetnego (B. edulis) przez pie¢ kolejnych dni.

W konteks$cie miotoksycznego dziatania grzybow warta wspomnienia jest
gaska zielonka - Tricholoma equestre (L., Fr., Kumm.), gdyz moze by¢ onaprzy-
czyng rabdomiolizy. Nalezy podkresli¢, ze jest to gatunek powszechnie wyste-
pujacy w Europie i regularnie spozywany, w wielu krajach uznawany wiec za
jadalny. Do zatru¢ tym gatunkiem dochodzi sporadycznie, ale w doniesieniach
dokumentujgcych miotoksyczne wiasciwosci T. equestre wspomina sie rowniez
o przypadkach $miertelnych [21]. Wydaje sie, ze ryzyko rabdomiolizy wigze sie
z regularnym, dzien po dniu, spozywaniem tego gatunku w znacznych ilosciach:
szacowana sumaryczna ilos¢ gaski zielonki, ktdra jest zdolna do uszkodzenia
miesni, odpowiada spozyciu okoto 1kg, odnoszac to do masy $wiezych grzybdw.
Do tej pory, poza czynnikami predysponujacymi do rabdomiolizy, nie udato sie
zidentyfikowaé czynnika odpowiedzialnego za miotoksyczno$¢ T. equestre.

Najlepiej udokumentowane $miertelne przypadki zatru¢ T. equestre przed-
stawit w 2001 roku Regis Bedry. W latach 1992-2000 w Bordeaux (Francja)
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hospitalizowano 7 kobiet i 5 mezczyzn, identyfikujgc T. equestre jako przyczyne
rabdomiolizy. Dolegliwosci pojawiaty sie miedzy pierwszym a trzecim dniem
od spozycia ostatniego positku zawierajacego T. equestre. Ostabieniu sity mie-
Sniowej towarzyszyta tkliwos¢ miesni przy ich obmacywaniu, poty, nudnosci,
rumien twarzy i ciemne zabarwienie moczu. Ostabienie narastato przez kolejne
3-4 dni, potem nastepowata stopniowa poprawa stanu somatycznego, ale u troj-
ga z chorych rozwineta sie hypertermia (do 42°C) oraz cechy zapalenia miesnia
sercowego. Mimo intensywnego leczenia chorzy ci zmarli [21]. W Polsce do tej
pory odnotowano jeden przypadek $miertelny zatrucia T. equestre [22].

Poniewaz grzyby wymienione w tym rozdziale swa toksyczno$¢ ujawnia-
ja w okreslonych sytuacjach, uprawnionym wydaje sie okreslenie ich mianem
»grzybéw warunkowo jadalnych”.

Jak unikng¢ zatrucia grzybami?

W przypadku grzybow trujagcych odpowiedz wydaje sie jedna - nie spozywac
tych gatunkow. Cho¢ odpowiedz wydaje sie prosta, codzienno$¢ jest inna - lu-
dzie spozywajg grzyby trujgce, gdyz nie potrafig ich prawidtowo zidentyfikowac.
Analizujgc dane kliniczne i majac wiedze o spozytym gatunku, zidentyfikowa-
nym na podstawie analizy sporologicznej, atlasow i cech morfologicznych, usta-
lalismy, ze 2/3 zatrutych osdb deklarowato spozycie innego gatunku niz ten, ktory
zostat zidentyfikowany w toku procesu diagnostycznego. Wydaje sig, ze umiejet-
nos$¢ prawidtowego oznaczenia gatunku grzyba, czyniona nierzadko w oparciu
0 wiedze przekazywang z pokolenia na pokolenie, jest daleko niewystarczajaca.
Dodac¢ do tego nalezy réwniez fakt, ze niektérzy zbierajg mtode owocniki, z nie-
wyksztatconymi w petni cechami morfologicznymi, typowymi dla form dojrza-
tych. Dla mitosnikéw grzybdéw dziko rosngcych sam fakt niesiegania po grzyby
z hymenoforem blaszkowym pozwala na unikniecie wielu niezwykle groznych
zatru¢. Alternatywajest oczywiscie spozywanie grzyboéw hodowlanych, ale licz-
ba dostepnych gatunkéw, cho¢ asortyment sukcesywnie rosnie, nie moze konku-
rowac z bogactwem, jakie oferuje las.

Z uwagi na fakt, iz spozycie gatunkéw jadalnych takze moze by¢ przyczy-
na dolegliwosci, najistotniejszg wydaje sie edukacja. Mitosnicy grzybéw dziko
rosngcych, poza umiejetnosciami prawidtowego rozpoznawania gatunkéw, mu-
szg mie¢ Swiadomos¢, iz grzyby jadalne moga by¢ takze przyczyng zatrug.

Edukacja

Elementarna wiedza na temat gatunkéw grzybéw i ich zbioru powinna by¢ znana
kazdemu, a wiec skierowana do wszystkich grup wiekowych. W sytuacji, gdy
nie ma pewnosci co do gatunku, grzyb taki nie powinien by¢ spozywany. Osoby,
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ktdre nie czujg sie zbyt pewnie w rozpoznawaniu gatunku grzybow na podstawie
cech morfologicznych, celem prewencji zatru¢ potencjalnie $miertelnych powin-
ny odrzucaé ze zbioru grzyby z hymenoforem blaszkowym.

W dalszym ciggu niektérzy mitosnicy grzybow przywigzujg zbyt duzg
wage do smaku grzyba, utrzymujac, ze owocniki, ktore sg piekace, nalezg do ga-
tunkdéw trujgcych. Nie mozna odrézni¢ gatunku jadalnego od trujgcego, Kierujac
sie jedynie smakiem grzybow. Liczba czterdziestu przypadkéw zatruc¢ A. phallo-
ides w naszym materiale dobitnie potwierdzate teze [13].

Nie nalezy réwniez poktada¢ nadziei w réznych technikach czy sposo-
bach przyrzadzania potrawy grzybowej, ktore miatyby warunkowac niszczenie
toksyn. W$rdd tych dziatan niektdrzy konsumenci bronig takich procedur jak
smazenie, dlugie duszenie czy gotowanie; niestety, nie jest to skuteczna droga
eliminacji toksyn.

W przypadku spozywania grzybdéw jadalnych nalezy dodatkowo unikac:

* niewlasciwego postepowania przy zbiorze, ktore prowadzi do mechanicz-
nego uszkodzenia owocnikéw;zbierania grzybéw do plastikowych tore-
b;przechowywania juz zebranych grzybéw w nieprzewiewnych torbach
i naczyniach;zbierania starych i uszkodzonych owocnikéw, w tym grzy-
béw robaczywych;wielogodzinnego transportowania czy przechowywania
grzybow przed witasciwym przygotowaniem (suszeniem, marynowaniem,
itp.);

. ztgy)t dtugiego (ponad dwie doby) przechowywania potraw przygotowa-
nych z grzybdw, ktorych sie nie zamraza;

» wielokrotnego odgrzewania przygotowanych juz potraw grzybowych.

Stosowanie sie do przedstawionych wskazéwek minimalizuje ryzyko wy-
stgpienia niekorzystnych zmian zachodzgcych w owocnikach grzyboéw po zbio-
rze, a przed ich przygotowaniem do spozycia czy przetworzenia.

Pamietajmy:

» grzyby nie powinny stanowi¢ gtdwnego elementu spozywanego positku,
a raczej dodatek i urozmaicenie diety;

» w kontekscie miotoksycznego dziatania niektérych gatunkéw winno sie
unika¢ spozywania (zwkaszcza obfitych) positkéw grzybowych dziehd po
dniu;

» nalezy pamieta¢ o mozliwosci hamujgcego wptywu niektérych gatunkéw
na utlenianie etanolu, a co zatym idzie - generowania reakcji disulfiramo-
podobnej; przy braku stosownej wiedzy lepiej wiec nie tgczy¢ spozywania
grzyboéw z alkoholem.
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Uwagi koncowe

Niepokéj powinny zawsze budzi¢ sytuacje, gdy dolegliwosci po spozyciu grzy-
béw czy potrawy grzybowej pojawiaja sie po kilku godzinach od czasu ich spo-
zycia (> 4h). Roéwniez wystepowanie objawdéw zatrucia u wszystkich czy tez
wiekszosci spozywajgcych dang potrawe winno zwrdci¢ naszg uwage na grzyby
jako przyczyne dolegliwosci. Nie nalezy bagatelizowaé¢ biegunki, nudnosci czy
wymiotéw, zwlaszcza gdy stajg sie uporczywe i nie ustepujg. Warto zachowywac
niewykorzystane do przygotowania potrawy owocniki i resztki potrawy oraz za-
bezpieczy¢ probke wymiocin, gdyz moze to utatwié, w razie potrzeby, identyfi-
kacje spozytego gatunku. Informacje te wydajg sie oczywiste, ale praktyka lekar-
ska pokazuje, ze wiekszo$¢ chorych w wypadku zatrué potencjalnie Smiertelnych
(mowa tu gtéwnie o zatruciach grzybami z grupy A. phalloides) jest przyjmowa-
na do Osrodkow Ostrych Zatru¢ w drugiej dobie. W$réd oséb przyjmowanych do
szpitala byty itakie, u ktérych stwierdzono juz cechy odwodnienia i hipotensje.
W Polsce wszystkie Osrodki Ostrych Zatru¢ stuzg catodobowa telefoniczng in-
formacja toksykologiczng. W Matopolsce pomoc w tym zakresie oferuje Oddziat
Toksykologii i Chorob Wewnetrznych Szpitala Specjalistycznego im. Ludwika
Rydygiera w Krakowie - catodobowy numer telefoniczny informacji toksykolo-
gicznej to (12) 646 85 50. Podobne ustugi $wiadczone sg i w innych wojewo6dz-
twach, a aktualne numery telefonéw dostepne sq w Internecie.

Podsumowanie

Grzyby jadalne moga by¢ przyczyng zatru¢. Dochodzi do nich gtéwnie z powodu
niewtasciwego przechowywania i/lub przygotowania grzybéw. W obrazie zatru-
cia dominujg dolegliwos$ci zotgdkowo-jelitowe, ktére ustepujg w przeciggu 1-2
dni. Z uwagi, iz w zatruciach zagrazajacych zyciu (wywotanych np. przez gatun-
ki zawierajgce amanityny) poczatkowo w obrazie klinicznym dominujg objawy
zotadkowo-jelitowe, nalezy ze szczegdlng uwagg uscisli¢, jakie grzyby zostaty
spozyte (a przynajmniej ustali¢ rodzaj hymenoforu ich kapeluszy) i po jakim
czasie od spozycia grzybéw wystapity dolegliwosci. W razie watpliwosci, poza
standardowg diagnostyka laboratoryjng, konieczne sg dodatkowe badania spe-
cjalistyczne (analiza mykologiczna czy oznaczenie amanityn w moczu chorego).
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Edible Mushroom Poisonings

Abstract

Collecting and consuming mushrooms has been a culinary tradition in Europe, Asia and
both Americas for centuries. As such, wild mushrooms are eagerly collected and con-
sumed in Poland. The idea that mushrooms are worthless food has been revised. Re-
cently, there has been more discussion about their positive influence on humans. Recent
epidemiological data indicate that probably edible species are responsible for 25-87% of
mushroom poisonings. In view of these facts, we need to consider how to prevent these
poisonings effectively. The paper presents the factors that contribute to poisoning by ed-
ible species. Moreover, species that only conditionally have a harmful effect on consum-
ers are included.

Key words: mushrooms, poisoning, toxic mushrooms, edible mushroom poisonings
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Streszczenie

Wprowadzenie: Przerwanie ciggtosci rdzenia kregowego pozostaje chorobg nieuleczal-
na, prowadzacg do utraty czynnos$ci neurologicznych i mechanicznych ponizej poziomu
uszkodzenia. Wciaz brakuje skutecznego sposobu leczenia tego typu urazéw. Terapie
komoérkowe sa rozwijajagcym sie intensywnie nowym sposobem leczenia, ktéry moze
prowadzi¢ do regeneracji uszkodzonego rdzenia kregowego. Celem niniejszej pracy
jest ocena bezpieczenstwa i potencjalnej skutecznos$ci podania macierzystych komérek
mezenchymalnych z galarety Whartona (Wharton § Jelly Mesenchymal Stem Cells -
WJMSC) u pacjenta z niekompletnym przerwaniem ciggtosci rdzenia kregowego.
Materiat i metody: Pacjent z niecatkowitym przerwaniem ciggtosci rdzenia kregowego
na poziomie Th11-12, oceniony w skali ASIA (American Spinal Injury Association Im-
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pairment Scale), zostat zakwalifikowany do eksperymentalnej terapii z wykorzystaniem
komorek WIMSC. U pacjenta przeprowadzono terapie polegajaca na pieciokrotnym po-
daniu komérek WIMSC, co trzy miesigce kolejna dawka.

Wyniki: W trakcie terapii nie odnotowano skutkéw ubocznych bezposrednio zwigzanych
z leczeniem eksperymentalnym. Po kazdym podaniu WIMSC zaobserwowano statg po-
prawe neurologiczng, a co zatym idzie - poprawe jakosci zycia. Wynik skali ASIA pacjen-
ta zmienit sie z A/B na C/D. Poziom czucia obnizyt sie istotnie, z Th12 do L3-4. Pacjent
odzyskat umiejetno$¢ poruszania nogami w podporze, wykorzystujac czynng ruchomosc
miesni czworogtowych obustronnie z przewagg konczyny dolnej lewej. EMG, ENG i SEP
(Somatosensory Evoked Potentials - SEP) obiektywnie potwierdzity poprawe.

Wnioski: Wyniki leczenia WIMSC wskazujg na obiektywng poprawe, uzyskang u pa-
cjenta z przewlektym, niekompletnym uszkodzeniem rdzenia kregowego.

Stowa kluczowe: mezenchymalne komoérki macierzyste (MSC), galareta Whartona, nie-
petne uszkodzenie rdzenia kregowego, medycyna regeneracyjna

Wprowadzenie

Pomimo postepu w dziedzinie leczenia urazéw rdzenia kregowego oraz wzrasta-
jacej znajomos$ci mechanizmow biologicznych odpowiedzialnych zajego uszko-
dzenie i pozniejsza regeneracje [1], skuteczne leczenie tego typu uszkodzen po-
zostaje nadal nierozwigzanym wyzwaniem nowoczesnej medycyny. Pacjenci po
urazie kregostupa czesto stajg sie catkowicie niesamodzielni i zalezni od o0séb
trzecich. Zjawisko to generuje bardzo wysokie koszty ekonomiczne i spoteczne.

Rozw6j medycyny regeneracyjnej jest nadziejg dla chorych z uszkodze-
niami rdzenia kregowego. Jednym z rozwigzan terapeutycznych, proponowanych
przez medycyne regeneracyjna, jest zastosowanie leczenia komdrkami macierzy-
stymi. Komorki te majg unikalne mozliwosci tworzenia ztozonych tkanek i na-
rzagdow oraz utrzymywania ich funkcji przez cale zycie osobnicze [2]. Komdrki
macierzyste mogg by¢ uzyskiwane z wielu zrodet, w tym z tkanek dojrzatych,
ptodowych i okotoporodowych [3]. W ostatnim czasie wiele badan klinicznych
przeprowadza sie z wykorzystaniem mezenchymalnych komdrek macierzystych
(MSC) [4].

MSC zostaty po raz pierwszy odkryte przez Alexandra Fridensteina jako
komorki przylegajace, przypominajace fibroblasty [5]. Ich najwazniejszymi wia-
Sciwosciami sg: zdolno$¢ réznicowania sie w odmienne komorki efektorowe,
zdolno$¢ do immunomodulacji oraz do wydzielania czynnikow wzrostu i cytokin
[6]. Co istotne, MSC wydzielajg szereg cytokin i czynnikow wzrostu stymuluja-
cych procesy zwigzane z neurogenezg [7].

Badania przeprowadzone na modelach zwierzecych wykazaty, ze - dzieki
oddziatywaniom plejotropowym z neuronami i komérkami immunologicznymi -
MSC sa w stanie wywotac regeneracje uszkodzonej tkanki nerwowej [8]. Pilo-
tazowe badania kliniczne z wykorzystaniem MSC wykazaty réwniez ich pozy-
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tywny potencjat i bezpieczeristwo u pacjentéw z zaburzeniami neurologicznymi
[9,10] i innymi [11,12].

MSC uzyskiwane ze szpiku kostnego i tkanki ttuszczowej sg stosowane
w uktadach autologicznych i allogenicznych, natomiast MSC uzyskiwane z tka-
nek pochodzacych z pepowiny sg stosowane jako komérki allogeniczne. Poda-
wanie tych komérek u os6b niespokrewnionych wynika z faktu, ze MSC nie sg
rozpoznawane przez uktad odpornosciowy i nie aktywujg go [6,13].

Dotychczasowe badania wykazaty, ze komorki te majg potencjat immuno-
modulacyjny i wytwarzajg wiele czynnikéw, w tym stymulujgcych neurogeneze
[14,15]. Badania nad wykorzystaniem tych komdrek w modelach zwierzecych,
jak réwniez w badaniach klinicznych, wykazaty ich catkowite bezpieczenstwo
i brak dziatan niepozadanych zwigzanych z ich podawaniem [16]. Wykorzystanie
tych komérek w leczeniu choréb uktadu krazenia miato natomiast pozytywny
wptyw na stan kliniczny pacjentéw w badaniach I i Il fazy [17,18].

Opublikowane do tej pory badania z wykorzystaniem terapii komdrko-
wych u chorych po urazie rdzenia kregowego obejmujg wykorzystanie komarek
szpiku kostnego (Bone Marrow - BM), MSC, komérek $luzéwki wechowej i ko-
mérek Schwanna [19-24]. Ocena bezpieczenstwa wykazata jedynie pojedyncze
przypadki nieistotnych zdarzen niepozgdanych [21,25,26]. We wspomnianych
badaniach odnotowano natomiast rézny zakres poprawy neurologicznej. Bardziej
znaczacg poprawe zaobserwowano zwykle u pacjentoéw cierpigcych na ostre
(od 1do 6 miesiecy) uszkodzenie rdzenia kregowego niz u pacjentéw z urazem
o charakterze przewlektym (powyzej 6 miesiecy) [25,27].

W ponizszej pracy przedstawiono przypadek pacjenta z niekompletnym
uszkodzeniem rdzenia kregowego, leczonego komérkami MSC, pozyskanymi
z galarety Whartona.

Opis przypadku

27-letni mezczyzna z niecatkowitym przerwaniem ciggtosci rdzenia kregowe-
go przeszedt eksperymentalng probe leczenia komorkami macierzystymi gala-
rety Whartona (WJMSC). Badanie zostato przeprowadzone w Szpitalu Jednego
Dnia spotki Regenmed i uzyskato aprobate Komisji Bioetycznej (zgoda wydana
3.07.2015 r.). Pacjent wyrazit pisemng $wiadomg zgode na przeprowadzone le-
czenie. Mezczyzna w czasie pracy ulegt upadkowi z dachu, co spowodowato
ztamanie kregostupa na poziomie Th11-Th12. Standardowajednoroczna terapia,
obejmujaca stabilizacje zniszczonego poziomu rdzenia, leczenie przeciwzapal-
ne i neurorehabilitacyjne, przyniosty tylko nieznaczng poprawe neurologiczna.
Przed terapig eksperymentalng z wykorzystaniem komdrek macierzystych, tj.
12 miesiecy po urazie rdzenia kregowego (Spinal Cord Injury - SCI), mezczy-
zna prezentowat gteboki niedowtad (1 w skali Lovetta), z poziomem czucia na
wysokosci Th12. Pacjent w wyniku prowadzonej terapii usprawniajacej uzyskat



138 O. MILCZAREK, S. KWIATKOWSKI, M. MAJKA, P. SWADZBA, J. SWADZBA

zdolnos$¢ kontrolowania tutowia. Jednym z gtéwnych problemow zdrowotnych
pozostawat wciagz brak zdolnosci do kontrolowania funkcji zwieraczy i utrata
funkcji seksualnych.

W badaniu MRI (Magnetic Resonance Imaging), wykonanym przed le-
czeniem, uwidoczniono klinowate obnizenie wysokosci trzonu Th12 do przodu
i strony lewej oraz niewielkie obnizenie wysokosci trzonu Th11 od strony prawej.
Stan po laminektomii Th11-L1 i stabilizacji transpedikularnej Th10-L2, obnize-
nie wysokosci krgzkow Th11-Th12. Na poziomie Th11-Th12 ognisko mieloma-
lacji o wym. 17x24xAP8 mm. Do wysokosci Thll rdzen kregowy prawidiowy,
ponizej wydaje sie by¢ Scienczaty (ryc. 1a).

Sznury pepowinowe, z ktorych izoluje sie komorki WIMSC, pozyskiwane
sgw trakcie porodu od niespokrewnionego dawcy po uzyskaniu zgody pacjentek,
a nastepnie transportowane do laboratorium Polskiego Banku Komorek Macie-
rzystych S.A. (PBKM), akredytowanego przez Ministerstwo Zdrowia oraz reko-
mendowanego przez Krajowe Centrum Bankowania Tkanek i Komorek (KCB-
TiK).

Komorki do aplikacji zostaty przygotowane wg procedur zatwierdzonych
przez Gtéwny Inspektorat Farmaceutyczny (GIF). Hodowla, krioprezerwacja
i przygotowanie mezenchymalnych komorek macierzystych do wykorzystania
w RegenMed przeprowadzone byto zgodnie z zasadami dobrej praktyki labora-
toryjnej (Good Laboratory Practice - GLP) oraz dobrej praktyki wytwarzania
(Good Manufacturing Practice - GMP), w pomieszczeniach ze statusem klasy
czystosci mikrobiologicznej B, z wydzielonymi strefami o klasie czystosci A.
W ten sposéb uzyskano produkt leczniczy terapii zaawansowanej wyjatkéw (wy-
faczen) szpitalnych PLTZ (Advanced Therapy Medical Product Hospital Exemp-
tion - ATMP-HE).

WJMSC podawano dokanatowo do ptynu mézgowo-rdzeniowego (PMR)
droga naklucia ledzwiowego. Leczenie zaplanowano na pie¢ podan komdrek
WJIMSC w ilosci 3x107, w odstepach 3-miesiecznych. Po kazdym etapie leczenia
WJIMSC pacjent poddawany byt intensywnej neurorehabilitacji.

Wstepng ocene pacjenta i dalsze badania neurologiczne przeprowadzono
w oparciu o skale ASIA i system klasyfikacji Frankla. Za pomocg rozktadu der-
matoméw oceniono rowniez niedobory w zakresie czucia powierzchniowego.
Do oceny nasilenia spastycznosci pourazowej wykorzystano wage Ashwortha.
Do oceny sity miesni uzyto skali Lovetta (0-5 punktéw). Ocena funkcji zwiera-
cza opierata sie na deklaracji pacjenta. Po zakonczeniu catego leczenia do oceny
wykorzystano dodatkowe, obiektywne testy celowe. Elektromiografia (EMG)
i elektroneurografia (ENG) zostaty wykorzystane do badania przewodzenia
w nerwach obwodowych. Do oceny przewodzenia rdzeniowego z kory moto-
rycznej do miesni efektorowych wykorzystano motoryczne potencjaty wywotane
(Motor Evoked Potencials - MEP). Do oceny zmian w obrazie rdzenia kregowe-
go wykorzystano metode magnetycznego rezonansu jagdrowego.
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Rycina la. Ocena MRI struktury rdzenia kregowego; obraz T1

Oceniono takze bezpieczenstwo leczenia oraz zebrano informacje na temat
ewentualnych powiktan i dziatan niepozadanych, ktére obejmowaty: infekcje,
goraczke, boéle, béle gtowy, podwyzszony poziom biatka reaktywnego C, zwigk-
szong leukocytoze, reakcje alergiczng - wstrzas, powiktania okotooperacyjne,
a takze rozw6j nowotwordw, pogorszenie stanu neurologicznego, pojawienie sie
bélu neuropatycznego, wtdrne zakazenia, infekcje drég moczowych.

Mezczyzna otrzymat - zgodnie z protokotem - pie¢ podan WIMSC o tacz-
nej ilosci 15x107. Co ok. trzy miesigce podawano 3x107 komorek WIMSC do
ptynu mdzgowo-rdzeniowego poprzez naktucie ledzwiowe, ktére wykonywano
w warunkach szpitalnych w znieczuleniu miejscowym. Kazdorazowo zabieg
zwigzany byt z jednodniowg hospitalizacja.
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Wyniki

W okresie 1,5 roku obserwacji nie wystapity zadne zdarzenia niepozadane zwig-
zane z przeprowadzang terapia eksperymentalng. Po kazdej implantacji komorek
WJIMSC obserwowano jedynie niewielki wzrost podstawowej temperatury ciata,
nie wyzszy jednak niz 38°C, ale oprocz tego nie odnotowano klinicznie nawet
epizoddw bolu gtowy. W ciagu 1,5 roku od zakoriczenia leczenia nie zaobserwo-
wano réwniez zadnych p6znych powikitan.

W ciggu 2 lat obserwacji pacjent wykazywat statg poprawg neurologicz-
na. Pierwsza poprawa nastgpita po podaniu inicjalnej dawki preparatu WIJMSC,
a polegata na obnizeniu poziomu czucia z TH12 do poziomu L1 i przywr6ceniu
funkcji motorycznych z poziomu Th12. Po obu stronach nieznacznie wzrosta sita
mie$niowa w zakresie lewego uda (1 do 1+) oraz pojawita sie niewielka czynnosé
w zakresie miesni lewego podudzia. Mezczyzna zyskat mozliwo$¢ poruszania
konczynami dolnymi, zwaszcza lewa - w pozycji siedzacej, pod kontrolg bioder.
Pierwsza implantacja WIJMSC zaowocowata rowniez czeSciowym przywrdcenia
kontroli nad pecherzem moczowym (tab. 1i 2).

Dalsza poprawa, po drugim podaniu WIJMSC, objeta obnizenie poziomu
czucia do poziomu L2. Pacjent rozwingt umiejetno$¢ stania w pionizatorze i przy
wysokim balkoniku. Dodatkowo zwiekszyta sie sita migSniowa, zwtaszcza w za-
kresie obu ud i w miesniu brzuchatym tydki po stronie lewej (1+ do 2). Pacjent
zaczat przemieszczac sie na krotkich dystansach, postugujac sie wysokimi or-
tezami i przy pelnym wsparciu drugiej osoby. Mezczyzna zaczat kontrolowaé
funkcje zwieracza pecherza moczowego i zaprzestat uzywania cewnika Foleya.
W wyniku drugiej implantacji punktacja ASIA zmienita sie z A na B.

Trzecia implantacja WIMSC przyniosta dalszg poprawe stanu neurolo-
gicznego mezczyzny, szczegblnie w sferze percepcji. Poziom czucia powierzch-
niowego obnizyt sie o kolejny segment do wysokosci L1-L2. Czucie gtebokie
1czucie trzewne ulegato stopniowej poprawie. Odnotowano dalszy wzrost sity
miesni bioder i podudzi (sita wzrosta z 2 do 3), a mezczyzna zyskat umiejetnosé
przemieszczania sie w asekuracji osoby drugiej lub w ortezie biodrowej na kroét-
kich dystansach. Gleboki niedowtad zmienit sie w niedowtad koriczyn dolnych:
2 stopnia w skali Lovetta w kofczynie dolnej lewej i 1/2 stopnia w skali Lovetta
w konczynie dolnej prawej. Wynik skali ASIA zmienit sie na poziom C.

Czwarte podanie WIJMSC przyniosto dalszg poprawe czucia powierzch-
niowego, ktore obnizyto sie do poziomu L2/3. Catkowicie przywrocono kontro-
le nad zwieraczem pecherza moczowego, a takze stwierdzono obecnos$¢ czucia
okolicy urogenitalnej i analnej. Dodatkowo zaobserwowano dalszg poprawe sity
miesniowej obu ndg, zwtaszcza w zakresie sity miesni czworogtowych ud obu-
stronnie (z 3 do 3+) oraz sity mies$ni podudzi obustronnie, z przewagg strony le-
wej. Mezczyzna przemieszczat sie samodzielnie na krétkich odlegtosciach (3-4
m) w wysokich ortezach lub z wysokim balkonikiem.
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Tabela 1. Zmiana ASIA, Frankel, poziomu czucia, poprawy funkcjonalnosci
i przewodnosci po implantacji WIMSC. Ocene wykonano trzy
miesigce po kazdej implantacji

OCENA

Skala ASIA
Skala Frankla

POZIOM
CZUCIA

CZUCIE

POWIERZCH-

NIOWE

POPRAWA
SPRAWNO-
SCl

FUNKCJA

ZWIERACZY

PRZED
LECZE-
NIEM

A
A

Th12

Brak czucia
powierzch-
niowego
od poziomu
Th12

Gleboki
obustronny
niedowtad -
LKD - 1wg

Lovetta,

Catkowite
porazenie

WIMSC 11

B
A/B

L2

Czucie
gtebokie,
czucie
trzewne,
czucie od
poziomu
L2

Zdolnos¢
pionizacji
W pioniza-
torze, staty
poziom
niedowta-
du

Czesciowa
kontrola
Zwieracza,
pacjent
kontroluje
oddawanie
moczu bez
cewnika
Foleya

WJIMSC I1I

B
B

L2/L3

Czucie
gtebokie,
czucie
trzewne,

czucie od  poziomu L3

poziomu L2

Zmniej-
szenie
niedowtadu
LKD 2 wg.
Lovetta,
w PKD - 12
wg Lovetta

Czesciowa
kontrola
funkcji
zwieracza -
oddawanie
moczu

zadanie”

WIMSC IV WIMSC V

B/C
B

L3/L4

Czucie
po-
wierzch-
niowo
od pozio-
mu L3/L4

Bez zmian

Catkowita
kontrola
oddawania
moczu,
objawy
wegeta-
tywne
Zwia-
stujgce
oddawanie
stolca
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Tabela 2. Zmiany sity miesni po implantacji WIJMSC. Ocene przeprowadzono
trzy miesigce po kazdej implantacji

PRZED WJIMSC  WJIMSC WIMSC WIMSC WIMSC

LECZENIEM | ] 1 v \%
P L P L P L P L P L
°
BIODRO
Zginacze 0 1 0 1+ O 2 1 3 1 3 1 3

Prostowniki 0 0 0 1 0 1+ 1 2 1 3 13

Przywodziciele 0 0 0 O 0 1 0 1+ 1 2 1 2
KOLANO

Zginacz 0 0 0 1+ 0 2 0 3 1 3 13

Prostownik 0 0 0 1 0 1+ 0 2 1 3 13

Pigta dawka komorek WIMSC pozwolita zaobserwowac dalszg poprawe
stanu neurologicznego pod postacig obnizenia poziomu czucia do wysokosci
L3/4. Nie stwierdzono zadnych zmian w zakresie poprawy sity miesni koriczyn
dolnych. Intensywna neurorehabilitacja, szczeg6lnie ptywanie i hydroterapia,
wspomagaty proces nauki chodzenia z wykorzystaniem ortez i wysokiego balko-
nika. Mezczyzna magt przejs¢ do 10 m wykorzystujgc ortezy kolanowe lub wy-
soki balkonik oraz 2 m samodzielnie. Pacjent odzyskat funkcje zwieraczy, mogac
po leczeniu w peini kontrolowa¢ oddawanie moczu. Nie zaobserwowano zmian
w zakresie napiecia miesni w stosunku do czwartego podania preparatu WIJMSC,
ktére w skali Ashwortha oceniono na 1+.

Po 1,5-rocznej terapii MRI nie wykazywat istotnych zmian w zakresie
sygnatu (ryc. 1b). Badania elektrofizjologiczne, przeprowadzone po pieciu po-
daniach komoérek WIMSC, wykazaty nieznaczng poprawe neurofizjologiczna.
Ocena SEP wykazata przywrocenie wtasciwego przewodzenia do poziomu L3.
W ocenie wykazano obecno$¢ prawidtowego potencjatu jednostek ruchowych
w zakresie migs$nia brzuchatego tydki i piszczelowego przedniego po stronie
lewej, prawidtowg aktywno$¢ w zakresie mie$nia czworogtowego uda i przy-
wodziciela obustronnie, prawidtowg aktywno$¢ migénia prostego brzucha.
W koniczynach dolnych zaobserwowano réwniez przywrdcenie prawidtowego
przewodzenia w zakresie nerwdw obwodowych w obu korficzynach dolnych.
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Przewodzenie korowe do miesni efektorowych w konczynach dolnych nie ulegto
zmianie i byto prawidtowe.

Rycina 1b. Ocena MRI struktury rdzenia kregowego; obraz T2

Wnioski

W ciggu ostatnich dwdch dekad powstato szereg doniesien o bezpieczenstwie
i potencjalnej skutecznosci terapii komorkowej z wykorzystaniem komdrek po-
chodzacych z roznych tkanek dorostych pacjentéw z SCI, w tym z komorek BM,
MSC, komorek Sluzowki wechowej i komérek Schwanna lub ich kombinacji
[19-24]. Bardziej znaczaca poprawe zaobserwowano w przypadku pacjentow
w fazie ostrej, u ktérych wykonano podania wielokrotne lub zastosowano strate-
gie tgczenia rdznych typéw komorek [25,27].
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Niniejsze badanie obejmowato pie¢ implantacji WIMSC. W ich efekcie
uzyskano znaczng, ciggta poprawe neurologiczng i jakos$ci zycia, potwierdzong
obiektywnymi ocenami MRI, SEP, MEP, EMG i ENG. Odzyskanie kontroli nad
pecherzem moczowym, a takze czucia okolic analnych oraz ich kontrola wska-
zuja na sekwencyjng regeneracje przewodnosci orto- i antydromowej pecherza
moczowego. Najpierw obserwowano antydromowa, a nastepnie, trzy miesiace
pOzniej, regeneracje ortodromowa.

W literaturze znaczng poprawe (z ASIA A do D) wykazano, stosujac kom-
binowane wielokrotne implantacje komérek CD34+ z krwi pepowinowej oraz
komorek WIMSC [28]. Opisane w niniejszej pracy wyniki sg zgodne z poprzed-
nimi doniesieniami.

Co ciekawe, opublikowane doniesienia wykazaty najlepsze postepy w le-
czeniu pacjentéw z uszkodzeniem rdzenia kregowego, u ktorych wykonano in-
tensywng rehabilitacje/neurorehabilitacje w potgczeniu z terapig komodrkowa.
Ponadto wiekszo$¢ sprawozdan wykorzystuje strategie implantacji mnogiej
[21,23,25,29,30,31]. Dostepne dane wydajg sie wiec wskazywac na przydatnosé
metody wielokrotnego wszczepiania WIJMSC w potgczeniu z intensywng rehabi-
litacjg/neurorehabilitacjg w celu maksymalizacji skutecznosci terapii komorko-
wej u pacjentéw z urazami rdzenia kregowego.

Oprécz leczenia operacyjnego rehabilitacja ruchowa jest gtéwnym spo-
sobem terapii pacjentéw po niepetnym uszkodzeniu rdzenia kregowego [32].
Celem neurorehabilitacji jest przywrdcenie utraconych w czasie urazu funkcji
ponizej miejsca uszkodzenia. Zabiegi rehabilitacyjne powinny sie rozpocza¢ jak
najwczesniej, aby wykorzysta¢ plastycznos¢ centralnego uktadu nerwowego.
Proces rehabilitacji jest jednak zwykle bardzo dtugi, trudny i nie zawsze przynosi
oczekiwane wyniki. Dlatego zastosowanie komdérek macierzystych, ktére maja
za zadanie aktywacje procesOw neuroregeneracyjnych réwnolegle z neuroreha-
bilitacjg ruchows, okazuje sie bardziej efektywne niz stosowanie samej rehabili-
tacji. Jednoczesnie nalezy zaznaczyé¢, iz zastosowanie samej terapii komadrkami
macierzystymi, bez nastepujacej po niej terapii usprawniajgcej, nie pozwoli uzy-
ska¢ wymiernych efektow klinicznych terapii eksperymentalnej.

Zdajemy sobie sprawe, ze to studium przypadku wymaga potwierdzenia
na wiekszej grupie pacjentow, ale uwazamy, ze warto je wzig¢ pod uwage przy
projektowaniu réznych protokotow leczenia terapig komdrkowa dla pacjentow
z SCI. Przedstawiamy bezpieczenstwo i wykonalnos$¢ wielu podan WIJMSC u pa-
cjenta z niekompletnym uszkodzeniem rdzenia kregowego. Wyniki badan wska-
zujg na mozliwos$¢ uzyskania znacznej poprawy neurologicznej ijakosci zycia
u tychze pacjentow.

Autorzy deklarujg brak konfliktu intereséw. Praca zrealizowana z fundu-
szy wiasnych.
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Multiple applications of mesenchymal stem cells derived from Wharton’s
jelly in the treatment of incomplete spinal cord injury - case report

Abstract

Introduction: Interruption of the spinal cord’s continuity remains an incurable disease,
leading to loss of neurological and mechanical functions below the level of damage. Until
now, there are no effective ways to treat patients with this type of injury. Cellular thera-
pies are an intensively developing new method of treatment that can lead to the regenera-
tion of a damaged spinal cord. The aim of this study was to assess the safety and potential
efficacy of Wharton’s Jelly Mesenchymal Stem Cells (WJMSC) in a patient with an in-
complete disruption of the spinal cord’s continuity.

Material and methods: A patient with incomplete discontinuation of the spinal cord at
Th11-12 level was qualified for experimental therapy using WIJMSCs. The patient was
rated according to American Spinal Injury Association Impairment Scale (ASIA). The
patient underwent a five-time administration of WIJMSCs every 3 months.

Results: During the therapy there were no side effects directly related to the experimen-
tal treatment. After each administration of WIJMSC, permanent neurological improve-
ment was observed, followed by improvement in quality of life. The patient’s ASIA score
changed from A/B to C/D. The level of sensation decreased significantly from Th12 to
L3-4. The patient regained the ability to move his legs in the support, using the active
mobility of the quadriceps muscles on both sides with the advantage of the left lower
limb. EMG, ENG and SEP objectively confirmed the improvement.

Conclusions: The results of WIMSCs treatment indicate an objective improvement in the
patient with chronic incomplete spinal cord injury.

Key words: mesenchymal stem cells (MSC), Wharton’sjelly, incomplete spinal cord in-
jury, regenerative medicine
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GOSPODARKA. SPOLECZENSTWO". SPRAWOZDANIE

W dniach 11-12 czerwca 2018 r. w kampusie Krakowskiej Akademii im. Andrze-
ja Frycza Modrzewskiego przy ul. Gustawa Herlinga-Grudzinskiego 1w Krako-
wie odbyta sie XVI1II Konferencja Naukowa ,,Panstwo. Gospodarka. Spoteczen-
stwo”.W konferencji wzieto udziat ponad dwustu czynnych uczestnikow, a takze
pracownicy i studenci KAAFM.

Uczestnikdw konferencji przywitat Jego Magnificencja Rektor KAAFM
prof. dr hab. Jerzy Malec. Nastepnie uczestnicy obradowali w sekcjach tematycz-
nych organizowanych przez poszczegélne wydziaty Akademii.

Wydziat Prawa, Administracji i Stosunkow Miedzynarodowych obradowat
w kolejnych sesjach: ,,Wyzwania wspdtpracy i rywalizacji panstw jako przestan-
ki ksztattowania sie nowego uktadu sit miedzynarodowych w wymiarze global-
nym i regionalnym w drugiej dekadzie XXI w.”, ,,Propozycje reformy wymiaru
sprawiedliwosci” oraz ,,Prawo wobec nowych technologii”. Wydziat Psycholo-
gii i Nauk Humanistycznych dyskutowat z kolei na inne tematy: ,,Teoretyczne
i praktyczne problemy psychologii. Ujecia antropologiczne”, ,,Wychowanie do
i przez sztuke we wspoétczesnych procesach dydaktycznych i wychowawczych”
oraz, w anglojezycznej sesji, ,,Art in foreign language education”. Wydziat Za-
rzadzania i Komunikacji Spotecznej podjat refleksje nad zréwnowazonym roz-
wojem organizacji, zas Wydziat Nauk o Bezpieczenstwie obradowat na temat
»~Edukacja dla bezpieczefistwa - doswiadczenia, stan obecny i perspektywy”;
Wydziat Architektury i Sztuk Pieknych podjat dialogi architektoniczne.
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Wydziat Lekarski i Nauk o Zdrowiu podjat oryginalny temat spoza gtow-
nego nurtu: ,Postepowanie w chorobach rzadkich”. Pierwszg sesje rozpoczat
i poprowadzit Dziekan Wydziatu Lekarskiego i Nauk o Zdrowiu prof, dr hab.
med. Filip Gotkowski, ktory przedstawit og6lIng charakterystyke choréb rzadkich,
a nastepnie opisat wspotczesng diagnostyke i leczenie akromegalii. Dr Anna Sa-
dakierska-Chudy zaprezentowata referat nt. rzadkich chorob genetycznych, obej-
mujacy szereg zagadnien - od diagnostyki do leczenia. Nastepnie prof, dr hab.
med. Anna Maria Roszkowska oméwita zwyrodnienia rogéwki, ich diagnostyke
i leczenie. Kolejnym prelegentem byt prof, dr hab. med. Zbigniew Zuber, opi-
sujacy obraz kliniczny, diagnostyke i leczenie mukopolisacharydoz. Pani Lidia
Stopyra, lek. med., omoéwita zagadnienia dotyczgce toksoplazmozy wrodzone;j:
diagnostyke i leczenie w Swietle aktualnych wytycznych.

Moderatorem kolejnej sesji byta dr n. med. Anna Sadakierska-Chudy.
W tym bloku dr Anna Mokrzycka przedstawita szczegdlne zasady dotyczace cho-
réb rzadkich, a takze praw pacjenta w Unii Europejskiej. Jako druga dr n. med.
mgr piel. Irena Milaniak oméwita role pielegniarki w opiece nad pacjentem
z chorobg rzadka na przyktadzie schorzen kardiologicznych. Mgr Kamila Maku-
lec przedstawita studium przypadku zindywidualizowanej fizjoterapii w zespole
Arnolda Chiarego, natomiast kolejny referat przygotowata dr n. med. mgr piel.
Agnieszka Skorupska-Krol (wspétautorzy: mgr piel. Sylwia Gdral, mgr Maria
Krol) na temat: Model opieki nad chorym z rozpoznaniem hemofilii typu A, za-
kwalifikowanym do procedury alloplastyki stawu biodrowego. Prof, dr hab. med.
Dorota Lemanska oraz lic. Barbara Wojciechowska omowity wiedze personelu
medycznego na temat choréb rzadkich i lekéw sierocych, z kolei dr Agata Grzy-
wacz-Kisielewska przygotowata referat pt. Potencjat leczniczy grzybéw wielko-
owocnikowych w wybranych nowotworach rzadkich.

Ostatnia, anglojezyczna sesjaWydziatu Lekarskiego i Nauk o Zdrowiu byta
okazja do wystuchania inspirujacych referatdw przygotowanych przez gosci z Sri-
nakharinwirot University w Bangkoku (Tajlandia). Dr Amarin Narkwichean, MD
omowit diagnostyke i postepowanie w przebiegu talasemii (Thalassemia scre-
ening; pre- andpost-conceptionalperspectives), prof. Manaphol Kulpraneet, MD
dat przeglad tropikalnych choréb ptuc (An overview oftropical lung disease), a dr
Pichaya Petborom, M.D. przestawita opis przypadku rzadkiej choroby ptuc (Tro-
pical lung disease - a rare case study). Catos¢ sesji zakonczyt referat wygtoszony
przez prowadzacego sesje prof, dr hab. Piotra Kopiniskiego (wspotautorzy: prof,
dr hab. med. Joanna Chorostowska-Wynimko, prof, dr med. Tomasz Senderek,
dr Janusz Ligeza, dr Michat Zgbczyk, mgr Ewelina Wedrowska, mgr inz. Joanna
Golinska): Expression of tumor necrosis factor-related inducer of apoptosis in
broncholavleoalar lavage (BAL) o fpatients with rare interstitial lung diseases.

Petny program konferencji dostepny jest na stronie Krakowskiej Akademii
im. Andrzeja Frycza Modrzewskiego: https://www.ka.edu.pl/aktualnosci/kon-
ferencje-naukowe/art,30,panstwo-gospodarka-spoleczenstwo-11-12-czerwca-
2018-r-.html.
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IV MIEDZYNARODOWY KONGRES POLSKIEGO
TOWARZYSTWA UROGINEKOLOGICZNEGO.
SPRAWOZDANIE

W dniach 20 i 21 kwietnia 2018 r. w kampusie Krakowskiej Akademii im. An-
drzeja Frycza Modrzewskiego przy ul. Gustawa Herlinga-Grudzinskiego 1
w Krakowie odbyt sie¢ 1V Miedzynarodowy Kongres Polskiego Towarzystwa
Uroginekologicznego.

Kongres miat charakter interdyscyplinarny, gromadzac specjalistow z roz-
nych dziedzin - lekarze, potozni, fizjoterapeuci, a takze psychoterapeuci spotkali
sie, zeby porozmawiac o aktualnych trendach w uroginekologii. Jednym z gtow-
nych tematéw poruszanych podczas kongresu byta sprawno$¢ miesni dna mied-
nicy, temat istotny dla codziennego funkcjonowania znacznej czesci populacji
zaréwno kobiet, jak i mezczyzn. Do istotnych celéw kongresu - poza wymiang
doswiadczen - nalezato takze propagowanie wiedzy w tym niezwykle waznym,
a czesto trudnym i wstydliwym dla pacjentéw obszarze zdrowia. Zwrécono réw-
niez uwage, jak istotna jest prewencja choréb uroginekologicznych, i wielokrot-
nie podkreslono, ze powinna ona odgrywac coraz to wiekszg role w pracy urogi-
nekologa.

W kongresie wzieto udziatl okoto 500 uczestnikéw: gosci, prelegentow,
a takze pracownikéw i studentéw Akademii.

Jeszcze 19 kwietnia w Klinice Ginekologii i Uroginekologii Szpitala
$w. Rafata w Krakowie odbyty sie warsztaty przedkongresowe ,,Laparoskopowa
naprawa dna miednicy”, ktére poprowadzili dr n. med. Pawet Szymanowski, Pre-
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zes PTUG, oraz prof. dr hab. Marcin J6zwik, Prezes Elekt PTUG. Warsztaty od-
byty sie na dwoch salach operacyjnych z transmisjg obrazu, a w czasie ich trwania
ok. dwudziestu uczestnikéw mogto doskonali¢ swoje umiejetnosci oraz dzieli¢ si¢
wiedzg i doswiadczeniem w przeprowadzaniu zabiegéw laparoskopowych.

Pierwszy dzien kongresu rozpoczat sie intensywnie - od kolejnych warsz-
tatow praktycznych. Tematyka warsztatow dotyczyta m.in. doskonalenia technik
szycia laparoskopowego z wykorzystaniem nowoczesnych trenarzy, natomiast
kolejne warsztaty poSwiecono zagadnieniu przebiegu badania urodynamicznego
zaréwno od strony teoretycznej, jak i praktycznej (na zywo) oraz przebiegu ba-
dania uroginekologicznego, w tym z wykorzystaniem technik pelvicfloor sono-
graphy. Tematem ostatnich zaje¢ byty podstawy pessaroterapii.

Po konferencji prasowej uczestnikéw zaproszono do strefy wystawcow,
gdzie mieli szanse zapozna¢ sie z nowoczesnymi produktami i rozwigzaniami
technicznymi w dziedzinie uroginekologii oraz porozmawia¢ z przedstawiciela-
mi zaproszonych firm.

Podczas uroczystego rozpoczecia kongresu w imieniu Polskiego Towarzy-
stwa Uroginekologicznego uczestnikéw powitat dr n. med. Pawet Szymanowski,
Prezes PTUG.

Pierwszg sesje rozpoczat wyktad prof. Eckharda Petri, ktdry wprowadzit
uczestnikow w tematyke powiktan w uroginekologii. Nastepnie dr med. Michael
Anapolski oméwit zagadnienie rekonstrukcji dna miednicy z wyszczeg6Inieniem
rodzajow pektopeksji. Dr n. med. Magdalena Ptak przedstawita istotne zagadnie-
nie wspotpracy miedzy lekarzem i fizjoterapeutg w fizjoterapii uroginekologicz-
nej. Kolejny referat wygtosit Dziekan Wydziatu Lekarskiego i Nauk o Zdrowiu
prof. dr hab. med. Filip Gotkowski, ktéry omdwit zagadnienie specyfiki proble-
moéw uroginekologicznych u pacjentek z zaburzeniami uktadu endokrynnego.
Nastepny referat - mgr potoznictwa Elzbiety Kaden - dotyczyt istotnej roli oko-
toporodowej profilaktyki chordb uroginekologicznych, a referat dr. Burgharda
Abendsteina dotyczyt nowosci w leczeniu tylnego kompartymentu. Sesje zakon-
czyt referat prof. dr hab. med. Kazimierza Pityriskiego, omawiajacy anatomie dna
miednicy z punktu widzenia operatora uroginekologicznego.

Po przerwie dalsze obrady podzielono na dwie sesje tematyczne: lekarska
oraz przeznaczong dla fizjoterapeutdw i potoznych.

Podczas sesji lekarskiej obradowano w blokach tematycznych. Pierwszy
z nich dotyczyt nowoczesnych standardow w diagnostyce uroginekologicznej -
skupiono sie na technikach diagnostyki obrazowej i przestrzennej w obnizeniu
narzgdow miednicy mniejszej i nietrzymaniu moczu. Kolejny blok tematyczny
poruszat tematy zwigzane z uropotoznictwem. Prelegenci szeroko przedstawi-
li aspekty poporodowych schorzeri uroginekologicznych, takich jak zaburze-
nia statyki narzadu rodnego oraz poporodowe wypadanie macicy i odbytnicy.
Podkreslono réwniez wage odpowiedniego planowania i prowadzenia porodu
w aspekcie uroginekologii oraz kluczowag role relacji pacjent-lekarz. Po przerwie
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kawowej zaprezentowano referaty w ostatnim bloku tematycznym pierwsze-
go dnia kongresu, dotyczagcym wysitkowego nietrzymania moczu. Problem ten
moze dotyczy¢ nawet 1/3 populacji kobiet w Polsce, ktore czesto nie wiedzg, ze
moga otrzymac skuteczng pomoc lekarskg. Jednym z rozwigzan tego problemu
moze by¢ mozliwo$¢ wykorzystania telemedycyny w skoordynowanym modelu
opieki nad pacjentkg. Omowiono takze metody leczenia nietrzymania moczu,
m.in. operacje Burcha czy mini-endoskopie przez pecherzowsa; zaprezentowano
przy tym cenne wskazéwki dotyczace wyboru wiasciwych tasm podcewkowych
w konkretnych przypadkach oraz sposoby postepowania w przypadku mozli-
wych powikian.

W toczacej sie rownolegle sesji dla fizjoterapeutow i potoznych tematyka
referatdw dotyczyta m.in. zastosowania metod treningu miesni dna miednicy jako
pierwszoplanowej metody leczenia problemu nietrzymania moczu. Omoéwiono
szeroko role wiasciwego przygotowania kobiety do porodu sitami natury w za-
pobieganiu i minimalizowaniu poporodowych uszkodzen dna miednicy, a takze
skutki i terapie juz powstatych uszkodzen. Poruszono réwniez wazny temat roli
treningu w nietrzymaniu moczu u mezczyzn po usunieciu gruczotu krokowe-
go. Po przerwie kawowej tematyka referatéw skupita sie wokot zagadnien zwig-
zanych ze skuteczng rehabilitacjg miesni dna miednicy, w tym wykorzystaniu
réznorodnych technik, takich jak wibroterapia i wizualizacja. Poruszono takze
problem roli rehabilitacji w dysfunkcjach seksualnych.

Drugiego dnia kongresu w sesji lekarskiej obradowano w blokach tema-
tycznych. W pierwszym bloku, ,,Neurourologia i leczenie pecherza nadaktyw-
nego”, oméwiono m.in. mozliwosci leczenia z wykorzystaniem toksyny botuli-
nowej. Tematyka kolejnego bloku, ,,Obnizenie narzadéw miednicy mniejszej”,
w pierwszej czesci dotyczyta poréwnania metod leczenia oraz rekonstrukcji dna
miednicy, m.in. technik pochwowych i laparoskopowych oraz technik lasero-
wych, przedstawiono tu takze nowe kierunki rozwoju operatywy uroginekolo-
gicznej. Nastepny blok tematyczny, ,,Leczenie zachowawcze w uroginekologii”,
zawierat szeroki przekréj tematéw, poczagwszy od problemow nietrzymania mo-
czu u mtodych pacjentek, przez genetyczne uwarunkowania obnizenia narzagdow
w miednicy mniejszej i wptyw przypadkow guzéw w obrebie miednicy mniejszej
na schorzenia uroginekologiczne, na roli miejscowego zastosowania estrogenow
w leczeniu choréb uroginekologicznych kornczagc. W ostatnim z blokow tema-
tycznych - ,,Seksualno$¢ w chorobach dna miednicy” omowiono wptyw choréb
uroginekologicznych na seksualno$¢, w tym istotng role psychosomatyki, a takze
poruszono zagadnienia zwigzane ze specyfikg leczenia pacjentéw z dystrofig ge-
nitalng i pacjentow transseksualnych. Po oficjalnym zakoriczeniu kongresu odby-
o sie sympozjum dla pacjentow.

Dla fizjoterapeutow drugi dzieA kongresu wigzat sie gtownie z zajeciami
praktycznymi. Uczestnicy mieli do dyspozycji szeroki wybor ciekawych warsz-
tatow, gdzie w niewielkich grupach mogli szczegétowo poznawaé wybrane za-
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gadnienia. Pierwsza grupa dotyczyta technik rehabilitacyjnych w réznych scho-
rzeniach: ,, Trening dna miednicy wg koncepcji BeBo®”, ,,Cwiczenia stabilizacji
centralnej a miesnie dna miednicy”, ,, Terapia w bolesnych miesigczkowaniach”,
»Rehabilitacja w dysfunkcjach seksualnych”, ,,RozejScie migé$nia prostego brzu-
cha a dysfunkcje miednicy ijamy brzusznej w praktyce fizjoterapeuty”. Kolejng
grupe tematyczng zaje¢ stanowito wykorzystanie nowoczesnych metod obra-
zowania: ,,Diagnostyka czynnosciowa i terapia miesni miednicy z wykorzysta-
niem EMG”, a takze ,,Ultrasonografia jako metoda biofeedback w fizjoterapii
uroginekologicznej”. Poniewaz planowanie i przebieg porodu ma istotny wptyw
na rozwdj choréb uroginekologicznych w przysztosci, ostatni blok warsztatow
dotyczyt wiasnie tego zagadnienia: ,,Osteopatyczne przygotowanie do porodu si-
tami natury”, ,,Cigza a choroby uroginekologiczne. Adaptacja treningu w okresie
cigzy pod katem przygotowania kobiety do porodu sitami natury”, wreszcie -
»Koncepcja profilaktyki okotoporodowej w zapobieganiu choréb uroginekolo-
gicznych”.

W trakcie kongresu prelegenci ktadli duzy nacisk na role profilaktyki,
diagnostyke, leczenie zachowawcze, farmakoterapie oraz nowoczesne metody
leczenia operacyjnego i nowatorskie podejscie do rehabilitacji.

Petny program konferencji dostepny jest na stronie Polskiego Towarzy-
stwa Uroginekologicznego: https://ptug2018.pl/lekarze/program.
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winno by¢ umieszczone po stronie tytutowej w tekscie kazdego rodzaju artyku-
tu i zawiera¢ nie wiecej niz 1100 znakéw ze spacjami (okoto 150 stéw). Tekst
streszczenia nalezy podzieli¢ na czeSci: Wprowadzenie, Materiat i metody, Wy-
niki oraz Whnioski. Streszczenie w jezyku angielskim wraz z angielskg wersja
tytutu w jezyku angielskim i stowami kluczowymi nalezy umiesci¢ na koncu tek-
stu, po bibliografii. Streszczenie w jezyku angielskim musi by¢ w petni zgodne
z wersjg w jezyku polskim.

Tekst prac oryginalnych nalezy podzieli¢ na czesci: Wprowadzenie, Materiat
i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski. Nalezy ograniczy¢ objetos¢ Wprowadze-
nia do informacji niezbednych dla uzasadnienia celowosci przeprowadzonych
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badar oraz analizy przedstawionych wynikéw. Uzywane w pracy skrdty nalezy
wymieni¢ przed wprowadzeniem lub podac ich wyjasnienie przy pierwszym uzy-
ciu w tekscie.

Prace poglagdowe powinny zawiera¢: Wprowadzenie, tytuty rozdziatéw wyni-
kajagce z omawianej problematyki, Podsumowanie.

Opisy przypadkdw powinny zawiera¢: Wprowadzenie, Opis przypadku, Pod-
sumowanie.

Recenzje - tytut stanowi informacja bibliograficzna o recenzowanej pracy,
pozatym struktura tekstu jak w pracach pogladowych.

Podsumowanie powinno zawiera¢ wysoce syntetyczne ujecie poruszanego
w pracy tematu i nie przekracza¢ 500 znakow ze spacjami.

Prace moga by¢ przygotowane w jezyku angielskim. Zasady identyczne jak dla
artykutow w jezyku polskim, w miejsce streszczenia w jezyku angielskim nale-
zy umiesci¢ streszczenie w jezyku polskim (dotyczy autorow polskich). W przy-
padku gdy korektajezykowa okaze sie wykracza¢ poza rutynowy native speaker
proofreading z powodu niezadowalajgcego poziomu jezyka angielskiego, artykut
bedzie odestany do autora celem istotnej poprawy w warstwie jezykowej.

Krdj i rozmiar pisma

Tekst artykutu powinien by¢ ztozony pismem Times New Roman o wielkosci
12 punktéw z interlinig 1,5. Terminy i wyrazenia obcojezyczne nalezy pisa¢ kur-
sywg (italic). W tekscie gtdéwnym nie nalezy stosowaé wyttuszczen (bold) oraz
podkreslen.

Zalecana objeto$¢ prac wedtug liczby znakéw ze spacjami (z wytgczeniem
streszczen, uwzgledniajgc tabele i ryciny):

Praca oryginalna: 20 000 - 24 000

Artykut pogladowy: 20 000 - 24 000

Opis przypadku: 20 000 - 22 000

Recenzja: 1000 - 8000

Sprawozdanie z wydarzen naukowych: 1000 - 8000

Ryciny i tabele

Ryciny i tabele powinny by¢ dostarczone w pliku zawierajgcym manuskrypt,
umieszczone po streszczeniu w jezyku angielskim. W przypadku przyjecia ar-
tykutu do druku, redakcja moze zwrdci¢ sie o przestanie oryginalnych plikéw
graficznych w formacie jpg lub TIFF w rozdzielczosci 300 dpi. Kazda z rycin
i tabel musi by¢ umieszczona na osobnej stronie z podaniem jej numeru oraz
tytutu. Opis rycin i tabel powinien wystarcza¢ do zrozumienia ich zawartosci bez
odnoszenia sie do tekstu gtéwnego.
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Przykiady:

Tabela 1. Czesto$¢ zaburzen gospodarki weglowodanowej w badanej grupie. A -
grupa kontrolna; B - osoby chore; * oznacza wynik istotny statystycznie.
Rycina 1 Srednie stezenie glukozy w surowicy krwi dorostych mezczyzn w za-
leznosSci od BMI.

Jednostki danych liczbowych nalezy podawa¢ w nawiasach kwadratowych. Ry-
ciny zawierajgce wykresy powinny by¢ przedstawione w formie dwuwymiaro-
wej. Preferowanajest forma tabeli bez linii pionowych oddzielajacych kolumny,
zawierajaca linie poziome ograniczajagce od gory i dotu, linie pozioma oddziela-
jaca tytuty kolumn od danych oraz opcjonalnie poziome linie oddzielajace wier-
sze prezentowanych danych lub ztozonych tytutéw kolumn (przyktad ponizej).

Stezenie jondw w surowicy krwi

GrupaA (x+SD) Grupa B (x+SD)
Na+ [mmol/l] 148,3 + 6,5 1372+ 58 0.02*
K+ [mmol/l] 34%03 45+04 0.01*
Ca2+[mmol/l] 24+01 22%01 0.08
Mg2+ [mmol/I] 09+01 1,0+0,2 0.20

Akceptowane sg materiaty w odcieniach szaro$ci, publikacja materiatdw kolo-
rowych wymaga wczesniejszych ustalen z wydawca. Ponadto w odpowiednim
miejscu w tek$cie nalezy wprowadzi¢ odnosnik w nawiasie zwyklym (Tab. 1,
Ryc. 1). llustracje zaczerpniete z innych prac i podlegajgce ochronie prawa au-
torskiego wymagajg pisemnej zgody wiasciciela praw autorskich i powinny by¢
opatrzone informacja bibliograficzng w postaci odsytacza do literatury, umiesz-
czonego w podpisie rysunku.

Bibliografia

Odwotania do literatury w tekScie nalezy umieszcza¢ w nawiasie kwadrato-
wym z podaniem numeru cytowanej pozycji piSmiennictwa, zgodnie ze spisem
umieszczonym na koncu pracy. W przypadku Kilku pozycji nalezy poda¢ wszyst-
kie numery przedzielone przecinkami bez spacji lub zakres - jezeli sgto pozycje
kolejne - na przyktad: [5,8,12] lub [6-9,14]. Numerowanie cytowanych materia-
téw zgodne z kolejnoScig pojawiania sie w tekscie. Nazwiska wszystkich auto-
row nalezy podac z pierwszg literg imienia. W przypadku rozdziatow w ksigz-
kach nalezy podac na koncu zakres stron cytowanego rozdziatu. Nie zamieszcza
sie przypiséw dolnych, pod tekstem gtéwnym. Tytut pozycji nalezy wyrdznic
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czcionka pochyty (italic). Wzory sposobu przedstawienia danych bibliograficz-
nych, w zaleznos$ci od rodzaju zrodta, podano ponizej.

» Czasopismo naukowe:

Buchanan JG, Scott PJ, McLachlan EM. A chromosome translocation in asso-
ciation with periarteritis nodosa and macroglobulinemia. Am J Med. 1967; 42:
1003-1010.

» Ksigzka:
Davies N. Europa. Rozprawa historyka z historig. Znak, Krakéw 1998.

e Rozdziat w ksigzce:
Grodziski S. Habsburgowie [w:] Maczak A (red.). Dynastie Europy. Zaktad Na-
rodowy im. Ossolifskich, Wroctaw 1997; 102-136.

Uwaga

Do pliku zawierajgcego manuskrypt nalezy dotgczy¢ oswiadczenie podpisane

przez autora korespondencyjnego, z podaniem autordw i tytutu pracy, zawierajg-

ce stwierdzenia:

» praca nie byta wczesniej publikowana ani nie jest ztozona w innej redakcji,

* manuskrypt zostat zaaprobowany przez wszystkich wspotautoréw,

» w przypadku zakwalifikowania pracy do druku autorzy zgadzajg sie na nieod-
ptatne przeniesienie praw autorskich na Oficyne Wydawniczg AFM,

» w manuskrypcie zawarto informacje co do ewentualnych zrodet finansowania
i konfliktow interesow.

Autoréw prosimy o podanie numeru ORCID.

Plik manuskryptu oraz plik pdf z wyzej opisanym o$wiadczeniem, nalezy prze-
sta¢ na adres e-mail redakcji: medycynazp@afm.edu.pl Oswiadczenie mozna
réwniez przestaé na nr fax: 12 2524666.

Po zgtoszeniu manuskryptu powinni Panstwo dosta¢ wiadomos$¢ potwierdzajaca
przyjecie artykutu i nadanie mu numeru ewidencji redakcyjnej. W przypadku
braku otrzymania potwierdzenia w ciggu kilku dni roboczych, uprzejmie prosimy
0 ponowny kontakt z redakcja.
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ZASADY RECENZOWANIA
PUBLIKACJI W CZASOPISMACH1

. Do oceny kazdej publikacji powotuje sie co najmniej dwdéch niezaleznych re-

cenzentéw spozajednostki.

. W przypadku tekstow powstatych w jezyku obcym, co najmniej jeden z recen-

zentow jest afiliowany w instytucji zagranicznej innej niz narodowos$¢ autora

pracy.

. Rekomendowanym rozwigzaniem jest model, w ktorym autor(zy) i recen-

zenci nie znajg swoich tozsamosci (tzw. double-blind review proces).

. W innych rozwigzaniach recenzent musi podpisac¢ deklaracje o niewystepo-

waniu konfliktu interesdw; za konflikt interesow uznaje si¢ zachodzace mie-

dzy recenzentem a autorem:

» bezposrednie relacje osobiste (pokrewienstwo, zwigzki prawne, konflikt),

 relacje podlegtosci zawodowej,

» bezposrednia wspdtpraca naukowa w ciggu ostatnich dwoch lat poprzedza-
jacych przygotowanie recenzji.

. Recenzja musi mie¢ forme pisemng i koriczy¢ sie jednoznacznym wnioskiem

co do dopuszczenia artykutu do publikacji lub jego odrzucenia.

. Zasady kwalifikowania lub odrzucenia publikacji i ewentualny formularz re-

cenzencki sg podane do publicznej wiadomosci na stronie internetowej czaso-

pisma lub w kazdym numerze czasopisma.

. Nazwiska recenzentéw poszczeg6lnych publikacji/numeréw nie sg ujawniane;

raz w roku czasopismo podaje do publicznej wiadomosci liste recenzentéw

wspoétpracujgcych.

1 Zgodnie z wytycznymi Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego obowiazuja od roku 2012.






