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Magdalena Osiak’, Natalia Pajak®, Dorota Choroszynska®

CZY UZALEZNIENIE OD ALKOHOLU MOZE BYC ZAPISANE
W GENACH?

1. Wprowadzenie

Etanol, bedacy produktem beztlenowej fermentacji cukrow przez drozdze,
jest znanym i szeroko stosowanym sktadnikiem wielu napojow [1, 2]. Jest mata
czasteczka, ktora jest szybko absorbowana w jelitach i jest rozprowadzana
w kazda cze$¢ ciata [2]. Powaznym problemem wspodlczesnych spoteczenstw
jest rozpowszechnienie zwyczaju picia alkoholu, nawet w umiarkowanych
ilosciach, oraz uzaleznienie od alkoholu z utratg kontroli picia [1]. Nastgpstwa
zdrowotne, ktore wynikaja z alkoholizmu sa bardzo rdznorodne. Toksyczne
dziatanie alkoholu moze mie¢ wptyw na wigkszo$¢ narzadow w organizmie [2].
Zmiany wynikajace z naduzywania tej substancji stwierdza si¢ praktycznie we
wszystkich uktadach. Powszechnie znane sg przede wszystkim zmiany w OUN,
oraz zapalenie i marsko$¢ watroby w wyniku naduzywania alkoholu [1].

Alkohol etylowy (podobnie jak barbiturany, czy opioidy) wywotuje silna
zaleznos¢ fizyczng i psychiczng. Zalezno$é fizyczna jest zwigzana ze ztozonymi
zmianami neuroadaptacyjnymi. Przyczyniajg si¢ one do rozwoju procesow,
ktore prowadzg do przewagi mechanizméw pobudzajacych (aktywacja
psychoruchowa i emocjonalna, obnizenie progu drgawkowego). Charakterys-
tyczne jest tutaj pojawienie si¢ zespotu abstynencyjnego, w okresie odstawienia
alkoholu. Wynika on z rozwoju zmian neuroadaptacyjnych, ktore polegaja na
zaburzeniu rownowagi pomigdzy réznymi uktadami neuroprzekaznikowymi.
Prowadzi to do ostabienia oddziatywan systeméw hamujacych np.: uktadu
GABA-ergicznego i zwigkszenia wptywu oddziatywan aminokwasow aktywu-
jacych (kwasu glutaminowego poprzez receptor typu NMDA) [3]. Z kolei
uzaleznienie psychiczne polega na utracie kontroli nad natogiem i przymusie
przyjecia $rodka uzalezniajgcego. Zwigzane jest to z zaburzeniem funkcji
tzw. uktadu nagrody (reward system), czyli systemu neuronéw odpowie-
dzialnych za odczucia subiektywne indukowane bodzcami majacymi znaczenie
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"pozytywnie wzmacniajace" (nagradzajace). Szczegolna role odgrywaja tutaj
neurony dopaminergiczne uktadu limbicznego, odpowiedzialne za regulacje
procesow motywacji i emocji [3, 4, 5].

2. Etanol a neurotransmitery

Powszechnie badane sa wlasciwosci etanolu, powodujace wytworzenie
uzaleznienia. Etanol ma wplyw na szereg neurotransmiterow w mozgu,
coprowadzi do rozwoju uzaleznienia. Spozycie alkoholu prowadzi
do spotggowania hamujacego przekaznictwa w kanatach wykorzystywanych przez
GABA (kwas gamma-aminomastowy), wzmozonej czynnosci serotoniny (SHT-3),
uwalniania dopaminy i transmisji w receptorach opioidowych. Powoduje takze
ograniczenie pobudzajacego przekaznictwa w receptorach glutaminowych typu
NMDA. Jednym z najsilniejszych skutkow dziatania alkoholu jest zmniejszenie
ogoblnego poziomu aktywnosci mozg. Zjawisko to zachodzi w wyniku tacznego
wplywu alkoholu na dwa kluczowe neuroprzekazniki: GABA i glutaminian.
Alkohol wzmacnia aktywno$¢ GABA, ktory jest gldwnym neuroprzekaznikiem
hamujagcym w mozgu, a jednocze$nie redukuje pobudzajacy wplyw kwasu
glutaminowego. Gltownie te oddzialywania powoduja, ze alkohol jest czgsto
uznawany za depresant. Dziatanie alkoholu na GABA jest podobne do dziatania
lekow uspokajajacych takich jak benzodiazepiny i ma wilasciwosci uspokajajace
I anksjolityczne (przeciwlgkowe) [6, 7].

Po przyjeciu jednorazowej dawki alkoholu, uwalniane zostaja B-endorfiny
i enkefaliny, pobudzajac tym samym receptory opioidowe. Wskutek tego pojawia
si¢ euforia, dobre samopoczucie i zmniejszenie leku. Niestety w przypadku
przewlektego spozywania alkoholui jego odstawienia lgk narasta [7].

3. Objawy pojawiajace si¢ po spozyciu alkoholu

Wptyw alkoholu na centralny uklad nerwowy, powoduje zaburzenia

w zachowaniu osoby go spozywajacej. Dochodzi do ostabienia sprawnosci coraz
to nizszych struktur OUN (kora, o$rodki podkorowe), co przejawia si¢ roznymi
symptomami. Objawy te zalezg miedzy innymi od ilo§ci i mocy wypitego
trunku, od ilosci i rodzaju jedzenia spozytego podczas picia alkoholu,
od szybkosci i czgstosci spozywania alkoholu, a takze od czasu jaki uptynat
od zakonczenia spozycia [8,9]. Objawy kliniczne zatrucia etanolem zalezg
od jego stezenia we krwi, na ktorego podstawie wyroznia sie kilka faz:

e Faza trzezwosci (0,1-0,2%0) charakteryzuje si¢ brakiem widocznych
objawow, ale osoba moze wykazywa¢ nadmiernie dobre samopoczucie,
mie¢ rozproszona uwagg i dluzsze spostrzeganie;

o W fazie euforycznej (0,2-1,0%0) wystepujg drobne zaburzenia rownowagi
i koordynacji, gorsze spostrzeganie ksztaltu przedmiotéw w oddali,
nadmierna pewno$¢ siebie. Spowolnienie refleksu, zmniejszenie ostroz-
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nosci i zdolno$ci rozpoznawania sytuacji, niestabilnos¢ emocjonalna,
uposledzenie uwagi i koordynacji wzrokowo-ruchowej, pogorszenie
ostro$ci widzenia, opdznienie czasu reakcji na nowe bodzce wzrokowe,
znaczne obnizenie samokontroli i koncentracji, zmniejszenie zdolnosci
przyswajania oraz zapamietywania szczegotow. Ponadto zostaje utracona
zdolno$¢ doktadnej analizy. Pojawiajg sie zaburzenia czynnosci centralnego
uktadu nerwowego;

e Przy stezeniu alkoholu we krwi w granicach 1,0-2,0%0 wyrdéznia si¢ fazg
pobudzenia. Charakterystyczne tu jest zaburzenie koordynacji mig$niowej
i rownowagi, uposledzajace koordynacje ruchow. Zawroty glowy, ograni-
czenie funkcji wzroku, stuchu. Wzrost ospatosci, ostabienie sprawnoSci
intelektualnej i pamigci, chaos myslowy, brawura, euforia, agresja.
Zaburzenie sfery uczu¢, wrazliwosci na bol, a takze zdolnosci poruszania sie;

o W fazie dezorientacji (2,0-3,0%0) charakterystyczna jest niewyrazna
i belkotliwa mowa. Powyzej 3,0%0 dochodzi do zaniku orientacji
w zachodzacych wydarzeniach. Spada ci$nienie krwi, temperatura ciata
ulega obnizeniu, mozliwy jest powolny zanik funkcji oddechowych, apatia,
bezwtadno$¢, wymioty;

o W fazie porazennej (4%o i powyzej) pojawia si¢ sen narkotyczny, zniesienie
czucia, drgawki, szczeko$cisk, blados¢, zanik odruchéw prostych,
porazenie osrodka oddychania i krazenia, skutkujace §miercig.

4. Metabolizm alkoholu

Wyréznia si¢ trzy fazy dziatania alkoholu: faze resorpcyjng (wchtaniania),
faz¢ wyrownywania stezenia oraz faze spalania i eliminacji alkoholu
w organizmie [8]. W fazie pierwszej ma miejsce najsilniejsze dziatanie alkoholu.
Sredni czas do osiagnigcia szczytu stezenia alkoholu we krwi jest bardzo rozny,
przyjmuje si¢ ze jest osiggany po 30 a nawet 60 minutach od spozycia (u kobiet
wynosi on $rednio 42 minuty, natomiast u me¢zczyzn 57 minut) [8]. Faza
wchlaniania nastepuje okoto 30 minut po zakonczeniu picia, przyjmujac, ze
zotadek nie jest wypeliony pokarmem. W sytuacji wypelnienia zotgdka
pokarmem, faza ta znacznie si¢ wydluza (90-120 minut). Zwigzane jest to ze
zwolnionym transportem alkoholu w przewodzie pokarmowym. Na stopien
wchlaniania wptyw ma nie tylko obecno$¢ badz brak pokarmu w zotadku, ale
takze wielko$¢ pierwszej dawki i stezenie konsumowanego alkoholu. Okazuje
si¢, ze najszybciej wchlaniane sg alkohole 15-30%, a zaréwno te stabsze, jak
i mocniejsze sa znacznie wolniej absorbowane. W przypadku nizszych stezen,
najprawdopodobniej jest to zwigzane ze spowolnieniem procesow dyfuzyjnych
roztwor6w bardziej rozcienczonych. Z kolei przy roztworach alkoholowych
0 wyzszym stezeniu, dochodzi do zmian wlasciwosci §luzowki przewodu
pokarmowego, tym samym zwolniona zostaje perystaltyka, co skutkuje
wolniejszym transportem alkoholu do kolejnych odcinkéw przewodu
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pokarmowego. Okazuje sig¢, ze opdzniajagco na szybko$¢ wchianiania etanolu
wplywaja sole mineralne, weglowodany i alkaloidy, zawarte w rdznych
napojach alkoholowych [8]. Etanol jest bardzo tatwo rozpuszczalny w wodzie
[8, 9]. Po spozyciu, szybko wchiania si¢ przez §luzowke zotadka i jelit, po czym
przechodzi do krwiobiegu. Narzady, ktére sa najsilniej ukrwione, ulegaja
najszybszemu wysyceniu alkoholem. Alkohol etylowy przemieszczajac si¢
z krwia, jest rozmieszczany praktycznie do kazdej czesci ciata i wysyca tkanki,
W sposdb proporcjonalny do stopnia ich uwodnienia [8]. Bardzo tatwo przenika
przez bariere¢ krew — moézg, a takze wnika do innych narzadow. Glownie
dochodzi do uszkodzenia nerek i mozgu [6].

W koncowym okresie wchtaniania stezenie alkoholu w tkankach osiaga stan
rownowagi, przy czym we krwi jego stezenie przestaje wzrasta¢. Po osiagnigciu
maksymalnego stezenia alkoholu we krwi, jego zawarto$¢ zaczyna powoli
spada¢. Faza wyréwnywania stezen zwykle trwa od 5 do 20 minut.
Jest momentem przejSciowym pomiedzy faza wchlaniania a fazg eliminacji.
Moze on przebiega¢ tagodnie, z utrzymujacym si¢ przez jaki§ czas, stalym
stezeniem alkoholu, badz moze by¢ to bardzo krétki czas [8].

Gltéwng metoda eliminacji alkoholu etylowego z ciata (okoto 90-95%), jest
szlak metabolizmu etanolu w cytozolu hepatocytow. Przebiega on z udzialem
enzymow dehydrogenazy alkoholowej (ADH), a nastepnie dehydrogenazy
aldehydowej. Posrednimi produktami przemian sg aldehyd octowy i kwas
octowy, natomiast koncowymi — dwutlenek wegla i woda [1, 6, 9].

dehydrogenaza dehydrogenaza
alkoholowa aldehydowa

etanol — aldehyd octowy = kwas octowy

Rys. 1. Uproszczony schemat metabolizmu etanolu

Enzymy te wystepuja takze w komorkach btony s$luzowej zotadka,
a zachodzacy tu metabolizm alkoholu ma zaré6wno dzialanie ochronne
(zmniejszajace dostgpno$¢ biologiczna zwiazku), jak i przyczynia si¢
do uszkodzenia btony $luzowej zotadka (przede wszystkim przy naduzywaniu
alkoholu i pojawieniu si¢ duzej ilosci posredniego, toksycznego metabolitu —
aldehydu octowego) [1]. Drugim szlakiem metabolicznym jest mikrosomalny
system utleniania alkoholu (MEOS — microsomal ethanol oxidizing system).
Zlokalizowany jest w siateczce endoplazmatycznej hepatocytow, a jego najwaz-
niejszym enzymem jest cytochrom P-450 (CYP2E1). Aktywnos¢ tego szlaku
znacznie zwigksza sie pod wplywem przewleklego spozywania alkoholu.
Trzecim szlakiem metabolizmu etanolu jest uktad katalazy, ktory umiejscowiony
jest w peroksysomach. Katalaza rozktada etanol do aldehydu octowego przy
udziale nadtlenku wodoru (H202). W mniejszym stopniu metabolizm alkoholu
zachodzi takze drogg nieenzymatycznej oksydacji, zaleznej od zelaza i rodnikow
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hydroksylowych, oraz szlakami nieoksydacyjnymi, poprzez estryfikacje
wolnych  kwaséw  tluszczowych, sprzeganie z kwasem siarkowym
i glukuronowym [1]. W niezmienionej postaci, usuwane z ustroju jest tylko
ok. 5% etanolu. Usuwany jest on przez nerki z moczem, uktad oddechowy
z wydychanym powietrzem i poprzez skore z potem [1, 6, 9].

5. Kierunki rozwoju badan nad alkoholizmem

Od lat trwajg badania nad okresleniem czynnikow wywotujacych
uzaleznienie od alkoholu. Z otrzymanych danych wiadomo, ze alkoholizm jest
nie tylko skutkiem wptywu srodowiska, ale po cze¢$ci ma charakter genetyczny
[10]. Gdy poznamy czynnik, ktory podlega dziedziczeniu oraz oddziatywanie
pomigdzy tym co genetyczne i tym, co nabyte, bedzie mozna wyodrebnié grupe
ryzyka podatng na alkoholizm. Stanowi to poczatek do skutecznych strategii
zapobiegania problemom alkoholowym zaréwno na ptaszczyznie farmako-
logicznej jak i behawioralnej.

Podtoze uzaleznien, w tym uzaleznienie od alkoholu, miesci si¢ w mozgu.
Fizyczne efekty dzialania alkoholu sg spowodowane jego wpltywem
na komunikacje¢ miedzyneuronalng. Najwazniejsza role odgrywaja tutaj neuro-
przekazniki oraz ich receptory. Uwolnienie neurotransmitera do przestrzeni
synaptycznej powoduje aktywacje specyficznego receptora w obrebie btony post-
synaptycznej, a tym samym przekaz sygnalu pomiedzy neuronami. Diugotrwate
przyjmowanie alkoholu wywotuje zmiany w obrgbie tych struktur, a przez to
U osob podatnych, skutkuje rozwojem alkoholizmu. Uzaleznienie to zakldcenie
rownowagi pomiedzy dwoma gtéwnymi uktadami neurotransmiterow w mozgu:
uktadu dopaminergicznego (nagrody) oraz ukladu serotoninergicznego (kary).
Osoby uzaleznione od alkoholu posiadaja zaburzong aktywno$¢ tych dwodch
uktadow na korzy$¢ uktadu nagrody, rola uktadu kary u tych osob jest marginalna
[11]. Dlatego gtéwnym przedmiotem badan nad alkoholizmem staty si¢ geny dla
neurotransmiteréw oraz ich receptory [11].

Okreslono, ze 50-60 % ryzyka popadnigcia w alkoholizm jest
zdeterminowana genetycznie [12, 13]. W celu poszukiwania genow
odpowiedzialnych za rozwdj uzaleznienia, badaniom podawano poczatkowo
gryzonie, u ktorych inaktywowano lub catkowicie eliminowano wybrany gen
[14]. Porownujac reakcje na alkoholu zwierzat transgenicznych i zwierzat nie
zmienionych genetycznie, okreslono rolg poszczegélnych gendéw jako
czynnikoéw wptywajacych na specyficzne zachowania wywotane przez alkohol
[15, 16]. Na podstawie takich badan wyodrebniono u myszy dwa geny, ktore
wigza si¢ z podwyzszong preferencjg alkoholu. Pierwszym z nich jest
neuropeptyd Y (NPY), ktory wpltywa na wiele procesow zaleznych od OUN
min. za spozycie etanolu oraz zachowania Igkowe [17]. Gen dla tego
neurotransmitera jest zlokalizowany w chromosomie 7 (7p15.1). U szczurow,
ktorym wyciszono gen dla NPY, zaobserwowano zwigkszong preferencje
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alkoholu, w porownaniu do typu dzikiego. Natomiast w populacji szczurow
zezwickszona ekspresja NPY odnotowano spadek ilosci spozytego alkoholu,
poréwnujac z typem dzikim. NPY wydaje si¢ znaczacym czynnikiem, ktory
nalezy bra¢ pod uwage badajac podlozeuzaleznienia [18]. Kolejnym istotnym
genem jest gen kodujacy receptor p-opioidowy (6g25.2). Receptor p-opioido-
wywystepuje powszechnie w OUN zaréwno na blonach pre- jak i post-
stynaptycznych. Pelni on role w regulacji odczuwania bolu i adaptacji do zmian
srodowiska. Na podstawie badan neurofarmakologicznych wykazano,
7e antagonisci receptora opioidowego przyczyniaja si¢ do zmniejszenia
spozywanej ilosci alkoholu wsrod badanych gryzoni [19]. Te badania pokrywaja
si¢ z wczesniejszymi spostrzezeniami Schuckita [20], ktory stwierdzit, ze niska
wrazliwo$¢ na spozywany alkohol jest oznaka przysztego rozwoju uzaleznienia.

5.1. Geny odpowiedzialne za alkoholizm u ludzi

Opierajac si¢ na wielu badaniach, wywnioskowano, ze geny warunkujace
aktywno$¢ naurotransmiterow takich jak kwas gamma-aminomastowy (GABA)
i serotonina prawdopodobnie sa po czeSci odpowiedzialne, za ryzyko
wystepowania uzaleznienia od alkoholu u ludzi. W zwiazku z tym poddano
badaniom grupe mezczyzn, u ktérych analizowano kilka gendéw zwigzanych
Z tymi neurotransmiterami. Wykrycie specyficznych wariantow genow recepto-
row dla serotoniny (5-HT2A, 5-HT2C) oraz receptora GABAwa6 u grupy
mezczyzn wigzato sie z ich podwyzszong tolerancja na alkohol (juz w wieku 20
lat) co spetiato kryteria uzaleznienia [21]. Kolejne badanie na grupie studentow
posiadajacych wariant genu kodujacego krétszg forme transportera serotoniny
(SHTTLRR), wykazalo, ze osoby te jednorazowo spozywaly wiecej alkoholu.
Dodatkowo u tej grupy studentdw obserwowano czgste zjawisko upijania si¢
z premedytacja, czestsze popadanie w tzw. ,,ciggi” w poréwnaniu do studentow
z innym wariantem tego genu [22]. W innym badaniu badajagcym polimorfizm
w obrebie  katecholo-O-metylotransferazy  (odpowiadajgcej za degradacije
dopaminy i noradrenaliny) odnotowano zwigkszong podatnos¢ na Iek
oraz alkoholizm u kobiet [23].

Podobnie jak na modelu zwierzecym [19] u ludzi godnym uwagi sg receptory
opioidowe (szczegdlnie p-opioidowy) oraz ich antagonista naltrekson.
Podawanie naltreksonu pomaga niektorym uzaleznionym pacjentom ograniczy¢
spozywanie alkoholu. To, Ze nie wszyscy pacjenci reagowali na pozytywny
wplyw naltreksonu, byto zwigzane z wystepowaniem licznych polimorfizméw
W obrebie gendéw dla receptorow p-opioidowych [24]. Wzajemne relacje
pomigdzy genami neuroprzekaznikow a uzaleznieniem od alkoholu sg skomp-
likowane i nie wszystkie badania wykazuja zwigzek pomigdzy tymi genami,
aryzykiem alkoholizmu. Dlatego potrzebne sg dalsze badania w tym temacie,
gdyz moga one wnie$¢ ogromna wiedz¢ w profilaktyke uzaleznien.
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Tolerancja 1 wrazliwo$§¢ na alkohol jest rowniez zalezna od zmian
zwigzanych z enzymami watrobowymi odpowiedzialnymi za metabolizm
etanolu. Mutacje u obrgbie genow dla dehydrogenazy alkoholowej i aldehyd-
dowej powoduja wzrost stgzenia toksycznych metabolitow, w szczegdlnosci
aldehydu octowego, ktéry powoduje zaczerwienienie skory, mdlosci oraz
przyspieszone tetno. Takie mutacje wystepuja czgsciej u Azjatdow w poréwnaniu
z innymi populacjami, a przez to wskazniki spozywania oraz uzaleznienia od
alkoholu sa odpowiednio nizsze w tej grupie etnicznej [25, 26].

5.2. Psychiczne podloze uzaleznien

Amerykanski uczony Robert Cloninger dokonat istotnej analizy poréwnujac
alkoholizm uwarunkowany $rodowiskowo i uwarunkowany rodzinnie, a takze
powigzat cechy osobowosci uzaleznionego =z aktywno$cig ukladow
neuroprzekaznikowych. Alkoholizm zostal podzielony przez tego uczonego
na dwa typy: typ | — charakterystyczny gtownie dla kobiet ok. 25 roku zycia,
nie majacy podtoza genetycznego i typ Il — wystepujacy szczegdlnie
U mezczyzn, zwigzany z czynnikami genetycznymi. W obu typach zaznaczaja
si¢ rowniez cechy osobowosci wystepujace przed uzaleznieniem. Osoby
uzaleznione typu I, sg introwertyczne, podatne na stany lekowe, depresje, a takze
uzalezniaja si¢ od wzorcow spotecznych. Takie kobiety najczesciej wycho-
wywane byly w duzej dyscyplinie i pdzno zaczgly spozywaé alkohol.
Alkoholicy typu II to z kolei ekstrawertycy z tendencja do antyspolecznych
zachowan [27]. Prace amerykanskiego naukowca okazaly si¢ bardzo pomocne
W badaniach nad uzaleznieniem, teorie te taczac z czynnikami genetycznymi
jeszcze doktadniej charakteryzujg podtoze alkoholizmu.

5.3. Markery przewleklego spozywania alkoholu

Uzyskanie od osoby uzaleznionej informacji na temat ilosci spozywanego
alkoholu jest bardzo trudne, gdyz nie podaja one faktycznych ilosci, dlatego
istotne jest wykorzystanie markerow biochemicznych w celu uzyskania
obiektywnych dowodéw na dlugotrwale picie. Markery takie pojawiaja si¢ we
krwi uzaleznionego od kilku tygodni do nawet kilku miesi¢cy (w zaleznosci od
przyjmowanej dawki alkoholu). Ich poziom mozemy oznaczy¢ za pomoca
prostych testow biochemicznych [28].

Najbardziej powszechnym markerem jest enzym gamma-glutamylo transferaza
(GGT), ktora odpowiada za przenoszenie na akceptory peptydowe reszt
y-glutamylowych glutationu. GGT to enzym bton komorkowych wielu tkanek.
Najwigksze stezenie tego enzymu wystepuje w hepatocytach oraz w komorkach
nabtonka przewodow zotciowych. To wlasnie stad jest uwalniana w wyniku
szkodliwego dziatania alkoholu. U o0s6b nieuzaleznionych/zdrowych GGT we
krwi oznaczany jest w S$ladowych ilosciach. W przypadku dlugotrwatej
konsumpcji (ok 5 tygodniowej) w ilosci 50-60g dziennie aktywno§¢ GGT wzrasta
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10 krotnie i utrzymuje si¢ we krwi ok 4-5 tygodni. Nie jest to jednak swoisty
marker, poziom GGT moze réwniez wzrasta¢ pod wplywem lekow, zltej diety,
chordb drog zotciowych, palenia papierosow i innych czynnikow uszkadzajgcych
watrobe [29].

Aminotransferaza asparaginainowa (AST) i alaninowa (ALT) sa kolejnymi
enzymami watrobowymi pomocnymi w diagnozowaniu uszkodzenia watroby na
skutek naduzywania alkoholu. ALT jest zlokalizowana w cytoplazmie
hepatocytow, natomiast AST wystepuje gtéwnie w mitochondriach (80%). Poza
watroba aktywno$§¢ AST mozemy stwierdzi¢ w sercu, nerkach, mig$niach
szkieletowych oraz mézgu. Koenzymem tych enzymoéw jest pochodna witaminy
B6 (fosforan pirydoksalu). Na skutek nadmiernego spozywania alkoholu
wystepuja niedobory fosforanu pirydoksalu prowadzac do zmniejszenia
aktywnosci ALT w stosunku do AST. Zjawisko to zostalo wykorzystane
do okreslenia tzw. wskaznika de Rittisa (AST/ALT), ktorego warto$¢ powyzej
1,5 $wiadczy o uszkodzeniu watroby, a powyzej 2 jest niemal pewnym
potwierdzeniem uszkodzenia watroby na sutek naduzywania alkoholu.
Oznaczajac AST i ALT nalezy rowniez pamigta¢ o wielu innych czynnikach
wptywajacych na wzrost ich aktywnosci. Bardziej specyficznym markerem dla
poalkoholowego uszkodzenia watroby jest oznaczenie mAST czyli frakcji AST
znajdujacej si¢ w mitochondriach. Podwyzszona aktywno$¢ mAST w odnie-
sieniu do catkowitej ilosci AST pozwala z wigksza pewno$cig postawic
diagnozg, ze uszkodzenie watroby powstalo na skutek przyjmowania duzych
dawek alkoholu [30].

Innym markerem jest wzrost Sredniej objetosci krwinek czerwonych (MCV).
Zjawisko to okre§lane mianem anemii makrocytarnej jest charakterystyczne dla
4 % populacji, z czego 65 % przypadkow jest zwigzana z naduzywaniem
alkoholu. Hemetotoksyczne dzialanie na krwinki czerwone okazuje si¢ miec
nie tylko alkohol etylowy, ale rowniez jego metabolity. Zwigkszaja
one przepuszczalno$¢ blony komorkowej erytrocytu, zaburzaja metabolizm
prowadzac do zwigkszonej podatnosci na hemolizg. MCV moze by¢ réwniez
podwyzszone na skutek niedoboru kwasu foliowego, ktory jest czgsty
u alkoholikéw. Do wzrostu MCV dochodzi do$¢ p6zno, bo po ok. miesigcu
wzmozonego spozywania alkoholu (ponad 60g/dzien). Jest to do$¢ specyficzny
marker, ktory moze wskazac stan przewleklego spozywania alkoholu nawet po
kilku miesiacach od zaprzestania jego konsumpc;ji [28].

Ubogowgglowodanowe izoformy transferyny (tzw. transferyna desialowana)
— CDT sa stosunkowo nowym markerem charakteryzujacym si¢ wigksza
czulos$cig i specyficznoscig od pozostatych. W normie odsetek CDT jest bardzo
niski, w przypadku naduzywania alkoholu nastgpuje zwigkszenie ilosci tego
markera we krwi. Zaréwno sam etanol jak i jego metabolity powoduja
przylaczanie si¢ mniejszej ilosci czasteczek kwasu sialowego do transferyny,
poprzez modyfikacje enzymoéw katalizujgcych ten proces. Zaburzona zostaje
rowniez funkcja receptoréw eliminujacych czasteczki transferyny desialowane;.
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Wzrost CDT nastepuje po przynajmniej tygodniowym przyjmowaniu duzych
dawek (50-80g) alkoholu dziennie. Wynik powraca do normy po kilkutygod-
niowym odstawieniu spozywania [29].

Uwagg poswigci¢ nalezy takze fosfatydyloetanolowi (PEth). Jest to zwigzek
powstajacy w wyniku potaczenia etanolu z fosfolipidami blony komdrkowe;.
Pojawienie si¢ tego markera we krwi nastepuje po co najmniej trzytygodniowym
spozywaniu alkoholu w dawkach powyzej 40g /dob¢. Utrzymuje si¢ do
2 tygodni od zaprzestania picia. Nalezy jednak pamigta¢ o niedoskonatosci tego
markera, ktory moze by¢ syntetyzowany in vitro w probce krwi zawierajacej
etanol [30].

Zaden z wymienionych czynnikéw nie pozwala postawi¢ 100% diagnozy
przewlektego naduzywania alkoholu. Stosowanie kombinacji tych parametrow
oraz doktadny wywiad, moze duzo wnies¢ do diagnostyki uzaleznienia.

6. Podsumowanie

Nadmierne spozywanie alkoholu wywiera negatywny wplyw na caly
organizm, w szczegolnosci na OUN, prowadzac czesto do nieodwracalnych
zmian na plaszczyznie fizycznej i psychicznej. Okresla si¢, ze u 50-60% o0sob
uzaleznienie od alkoholu ma podtoze genetyczne. Najwazniejsza rolg okazuja
si¢ mie¢ tutaj geny dla receptoréw serotoniny, GABA oraz receptoréw -
opioidowych. W rozwoju uzaleznienia czynniki genetyczne odgrywaja wicksza
role u megzczyzn, natomiast u kobiet przewazaja czynniki psychologiczne.
Obiektywna informacja na temat ilo$ci spzywanego alkoholu jest poziom
markerow biochemicznych, miedzy innymi GGT, AST, ALT, MCV czy CDT.
Kombinacja tych markerow jest pomocna w diagnostyce naduzywania alkoholu
oraz monitorowaniu abstynencji.

Alkoholizm jest problemem bardzo ztozonym i wymaga analizy na wielu
ptaszczyznach. Wyodrebnienie grup ryzyka na podstawie markerow
genetycznych, biochemicznych i psychologicznych  jest  pierwszym
i podstawowym krokiem do walki z tym zjawiskiem.
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Czy uzaleznienie od alkoholu moze by¢ zapisane w genach?

Streszczenie

Alkohol etylowy, ze wzgledu na dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie, tatwo przenika przez blony
biologiczne. Jego biologiczne dziatanie jest wypadkowa wielu czynnikdw, takich jak dawka, droga
wprowadzenia do organizmu, genetycznie uwarunkowana aktywno$¢ enzymoéw metabolizujgcych
etanol, a takze interakcje z réznymi zwigzkami chemicznymi. Etanol wykazuje silne dziatanie
fizjologiczne i farmakologiczne na organizm cztowieka w szczegdlnosci na osrodkowy uktad
nerwowy (OUN). Jest on szczegodlnie wrazliwy na toksyczne dziatanie etanolu i jego metabolitow.
Alkohol narusza struktur¢ i czynno$¢ neurondéw, tatwo przenika do komoérek nerwowych OUN,
prowadzac do ich niedotlenienia, skutkujacego zaburzeniami czynno$ciowymi. Dziala podobnie
do lekoéw uspokajajaco-nasennych i srodkow ogdlnie znieczulajacych. Niestety alkohol powoduje
uzaleznienie i proces tolerancji (z czasem ta sama dawka alkoholu nie przynosi oczekiwanego
efektu). Rodzinne przekazanie uzaleznienia od alkoholu ma czg$ciowo charakter genetyczny, nie
jest tylko wynikiem wptywu otoczenia. Obecnie prowadzone sg badania, co doktadnie podlega
dziedziczeniu, co zwigksza podatno$§¢ na uzaleznienie oraz W jaki Sposob oddzialuja one
z czynnikami $Srodowiskowymi.

Stowa kluczowe: alkoholizm, etanol, geny alkoholizmu
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Can addiction to alcohol be written in the genes?

Abstract

Ethanol, because of its good solubility in water, easily penetrates through biofilms. Its biological
effects is the result of many factors such as dosage, incorporation pathway, genetically determined
ethanol metabolizing enzymes, and the interaction of various chemical compounds. Ethanol has a
strong physiological and pharmacological effect on the human body, in particular on the central
nervous system (CNS). It is particularly sensitive to the toxic effects of ethanol and its metabolites.
Alcohol disrupts the structure and function of neurons, readily penetrates the CNS cells, leading to
their hypoxia, resulting in functional disorders. It works similarly to the sedative-hypnotic drugs
and general anesthetic agents. Unfortunately, alcohol is addictive and causes process tolerance (in
time the same dose of alcohol does not produce the expected effect). Familial transmission of
alcohol addiction to some extent has a genetic nature, itis not only the result of the influence of
environment. Currently there is some research conducted into what exactly can be inherited, what
increases susceptibility to addiction and how they interact with environmental factors.

Keywords: alcoholism, ethanol, alcoholism genes
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KOMORKI DENDRYTYCZNE Z ALLOGENICZNYM RNA
JAKO POTENCJALNE NARZEDZIE TERAPEUTYCZNE
W TERAPII GENOWEJ RAKA PLUCA

1. Wstep

1.1. Rozwdj i funkcje komorek dendrytycznych

Komoérki dendrytyczne (ang. dendritic cells, DC) wraz z makrofagami
i limfocytami B nalezg do powszechnie znanych, wyspecjalizowanych komorek,
prezentujacych antygeny (ang. Antigen Presenting Cells, APC) dziewiczym
limfocytom T. DC posiadajg najwieksze umiejetnosci prezentacji antygenow,
a takze jako jedyne indukujg pierwotna odpowiedz immunologiczng.

Komorki dendrytyczne powstaja w szpiku kostnym, a nastgpnie migruja
do tkanek, gdzie nabieraja zdolnosci pochtaniania antygenéw (niedojrzate
komorki dendrytyczne) [1].

Proces przetwarzania antygenow poprzez DC odbywa sie dzigki wigzaniu
czasteczek MHC klasy 1 (CD8+) i II (CD4+). Wowczas to komorka
dendrytyczna przeksztatca si¢ do postaci dojrzatej, przyjmujac charakter-
rystyczny ksztatt z licznymi dlugimi wypustkami i rozgalezieniami w formie
dendrytow [2].

W dalszym etapie komorki dendrytyczne migruja z tkanek obwodowych do
weztow chlonnych w celu prezentacji antygenéw swoistym limfocytom T.
Podczas tego procesu diametralnie wzrasta ekspresja  czasteczek
kostymulujacych CD80 oraz CD86, ktore tacza si¢ z odpowiednimi ligandami,
np. CD40L, na powierzchni limfocytéw T [3].

1.2. Subpopulacje komoérek dendrytycznych

Komorki dendrytyczne wywodza si¢ z hematopoetycznych komorek
macierzystych. Stanowig heterogenna populacje leukocytow, zrdéznicowang
ze wzgledu na pelnione funkcje, miejsce wystepowania oraz wydzielane
cytokiny. Subpopulacje wywodzg sie z linii mieloidalnej (ang. myeloid dendritic
cells, mDCs) (DC1), o polaryzacji w kierunku Thl, badz limfoidalnej (DC2),
tzw. komorki plazmocytoidalne (ang. plasmacytoid dendritic cells, pDCs)
0 polaryzacji w kierunku Th2. Osobng grupe stanowig komorki dendrytyczne
grudek, tzw. komorki folikularne (ang. follicular dendritic cells, FDCs) [4].

! wielikdzien.j@gmail.com , Uniwersytet Mikotaja Kopernika Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
W Bydgoszczy, Wydziat lekarski, Katedra i Zaktad Genoterapii;
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Komorki pochodzenia mieloidalnego mozna uzyska¢ z monocytow krwi
obwodowe]j poprzez suplementacj¢ dwoma cytokinami: IL-4 (Interleukina 4)
oraz GM-CSF (ang. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor;
czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw). Charak-
teryzujg si¢ one wysoka ekspresja HLA-DR, a takze CDI11c+ oraz CD123dim
[5]. Komoérki dendrytyczne wykazuja réwniez ekspresje BDCA (ang. blood
dendritic cell antigens; antygeny komorek dendrytycznych krwi). Linia
mieloidalna charakteryzuje sie obecno$ciag BDCA-1 (CD1c+) oraz BDCA-3
(CD141+) [6].

Komorki pochodzenia mieloidalnego réznicujg si¢ na:

e komorki Langerhansa (w naskorku, nabtonku i skorze wlasciwe;j);

e $rodmiazszowe DC (w tkance tacznej, zwlaszcza narzadéw takich jak:
serce, ptuca, watroba, jelita, nerki);

e komorki welonowate (w naczyniach chtonnych);

e komorki splatajace si¢ (w weztach chlonnych i §ledzionie).

Gtowng funkcja komorek mieloidalnych jest rozpoznawanie, przetwarzanie
oraz prezentacja obcych antygendéw. Dlatego tez wyposazone sa w liczne
receptory, takie jak TLR (ang. Toll-like-receptors, receptory Toll-podobne).
Wykazano, ze posiadaja one co najmniej cztery takie receptory. Sa to
odpowiednio: TLR 3, TLR 7, TLR 8 oraz TLR 9 [7].

Plazmocytoidalne komorki dendrytyczne charakteryzuje obecnos¢ czasteczki
CD123. pDCs posiadaja fenotyp CD11¢-, BDCA-2+ (CD303+) oraz BDCA-4+
(CD304+). Pomimo braku mozliwosci prezentacji antygenu, pelnig funkcje
przeciwwirusowa, gdyz s3a gldwnymi producentami interferonu o (IFNa).
W wyniku kontaktu z wirusem, gwattownie wzrasta jego ekspresja do poziomu
100-krotnie wigkszego, niz w pozostaltych komodrkach [8]. Podobnie jak komorki
linii mieloidalnej posiadajg TLR, jednak dla pDC charakterystyczne sa TLR7
oraz TLRY. Po kontakcie z antygenami wirusowymi majg swoj udziat w indukcji
nabytej odpowiedzi immunologicznej [9].

FDCs nie posiadaja zdolno$ci migracji. Osiedlaja sa one w weztach
chtonnych oraz w $ledzionie. Wiaza si¢ z antygenami poprzez receptory dla
dopetiacza, odpowiednio CD21 1 CD35. Nie posiadaja umiej¢tnosci
przetwarzania antygendw, a ich gltowna funkcja opiera si¢ na zapobieganiu
apoptozie limfocytow B, indukcji interakcji miedzykomorkowych oraz ich
proliferacji [10].

1.3. Zastosowanie komorek dendrytycznych w immunoterapii nowotworow

Immunoterapia nalezy do stosunkowo nowych, a takze eksperymentalnych
metod leczenia. Postanowiono podjaé proby zastosowania jej w celu
rozwigzania jednego z najwigkszych probleméw wspotczesnej medycyny —
choroéb nowotworowych. W ubieglym roku odnotowano 12,7 miliona nowych
przypadkow chordb z tej grupy oraz 7,6 miliona zgonow z ich powodu [11].
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Mimo gwaltownego postepu zardéwno w dziedzinach diagnostyki, jak i leczenia,
radio- 1chern10terap11 potencjat terapeutyczny aktualnie stosowanych rozwigzan
jest wcigz niewielki. Przyczyna komplikacji leczenia jest m.in. ,ucieczka”
nowotworow spod nadzoru immunologicznego, spowodowana niewydajng
prezentacjg antygenow.

Immunoterapi¢ nowotworow mozna podzieli¢ na bierng oraz czynna.
Pierwsza z nich dotyczy zastosowania swoistych przeciwcial, interferonu
oraz profilu interleukin, natomiast druga, tzw. immunoterapia komorkowa,
odnosi si¢ do uzycia komodrek dendrytycznych. Celem tej ostatniej jest
wykorzystanie swoiscie stymulowanych komorek uktadu odpornosciowego
gospodarza poprzez podanie ich w formie szczepionki, w celu wywotania
odpowiedzi limfocytow T na antygeny nowotworowe. Ten rodzaj leczenia
nalezy do terapii spersonalizowanych [12].

Komorki dendrytyczne posiadaja najsilniejsze wlasciwosci prezentacji
antygenow, rowniez zwigzanych z nowotworami (ang. tumor associated
antigens, TAA). DC prezentuja limfocytom T kompleksy ztozone z czasteczek
MHC oraz peptydow, ktore powstaly przez przetworzenie TAA. W wyniku tego
powstaja limfocyty T cytotoksyczne (ang. cytoxic T lymphocytes, CTL), ktore
stopniowo niszczg komorki nowotworu [13].

Ze wzgledu na niewielka ilos¢ DC w krwi obwodowej, otrzymuje si¢ je
najczesciej w warunkach hodowli in vitro z komorkami nowotworowymi
pacjenta. Celem jest aktywacja komorek dendrytycznych do postaci dojrzate;j,
posiadajacych  zdolnosci wydajnej prezentacji nowotworowo swoistych
antygenow. Ostatnim etapem jest podanie pacjentowi komodrek dendrytycznych
w postaci szczepionki, co powinno sprowokowaé¢ odpowiedz immunologiczng
organizmu [1, 12].

1.4. Pozyskiwanie komorek dendrytycznych w warunkach in vitro

Komorki dendrytyczne do celow immunoterapeutycznych otrzymywane
$4 na trzy rdzne sposoby.

Pierwszy z nich dotyczy wykorzystania komorek macierzystych CD34+
z krwi pepowinowej, krwi obwodowej, badz szpiku kostnego. Badania dowodza,
ze hodowla w warunkach in vitro wymaga dostarczenia dwéch cytokin: GM-
CSF oraz TNF (ang. tumor necrosis factor, czynnik martwicy nowotworu). Taka
suplementacja przyspiesza dojrzewanie DC o fenotypie CDla+ CD83+
HLADR+. W ciggu dwoch tygodni hodowla przeksztalca si¢ w heterogenna
populacje, sktadajaca sie glownie z komodrek Langerhansa oraz $rédmigz-
szowych DC [1, 14].

Kolejne zrodto komodrek dendrytycznych to bezposrednia ich izolacja z krwi
obwodowej, poprzez poprzednie usunigcie innych populacji komorek, takich jak
limfocyty B, NK (ang. natural killers) oraz monocyty przy zastosowaniu
odpowiednich przeciwcial, kulek immunomagnetycznych, a takze wirowaniu
w gradiencie gestosci [15].
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Komorki dendrytyczne mozna tez uzyskiwaé z prekursorowych komorek
krwi obwodowej. Najczgsciej pozyskuje sie monocyty na drodze separacji
komoérek jednojadrzastych (leukaferezy). Ta metoda umozliwia otrzymanie
populacji komorek, sktadajgcej sie¢ w 90% z niedojrzatych DC. Hodowlg in vitro
suplementuje si¢ dwoma cytokinami: GM-CSF i IL-4.

1.5. Préby Kkliniczne zastosowania komoérek dendrytycznych w postaci
szczepionek przeciwnowotworowych

Pierwsze wzmianki o uzyciu DC dotycza leczenia grupy czterech chorych
z chtoniakiem. U wszystkich uzyskano odpowiedZz immunologiczng, ale tylko
u dwoch chorych odnotowano odpowiedz kliniczng w postaci jednej catkowitej,
a w drugim przypadku czgsciowej remisji [16].

Od tamtego czasu przeprowadzono wiele prob zastosowania szczepionek
z komorkami dendrytycznymi w roznych typach nowotworéw u pacjentéw
chorych na raka szyjki macicy [17], raka piersi [18], raka ptuca [19], raka nerki
[20] oraz szpiczaku mnogim [21].

Oceniajagc wyniki kliniczne nalezy podkresli¢, iz chorzy znajdowali sie
w zaawansowanych stadiach choroby. Pacjenci niejednokrotnie byli poprzednio
po leczeniu radio- i chemioterapia, a ich organizm byt wyniszczony cytostatykami
oraz promieniowaniem. Mialo to znaczacy wplyw na zmniej-szenie skuteczno$ci
dziatania szczepionek nowotworowych. Efekt kliniczny zalezy w duzej mierze od
subpopulacji aplikowanych komoérek dendrytycznych, a takze od drogi podania.
Mozliwe jest podanie $rddskorne, podskoérne, dozylne, a takze bezposrednio do
weziow chtonnych lub guza nowotworowego [22, 23, 24].

Niemniej istotny wydaje si¢ rowniez efekt immunsupresyjny komorek guza,
a wiec wydzielanie cytokin, takich jak TGF-B (ang. Transforming Growth
Factor; transformujgcy czynnik wzrostu), VEGF (ang. Vascular Endothelial
Growth Factor, czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego), IL-10, czy 1L-23.
Postuluje sig, iz terapic komorkami dendrytycznyrm powinno si¢ prowadzi¢
wraz z jednoczesng aplikacjg hamujacg rozwdj limfocytow T regulatorowych
(Treg) poprzez podanie cytokin o dziataniu hamujacym immunosupresje,
np. IFN-a, TNF-a ,IL-2, IL-15 [25].

2. Cel pracy

Niniejsza praca stanowi probe otrzymania komorek dendrytycznych z krwi
obwodowej zdrowych dawcow oraz ich nastgpczego roznicowania w kierunku
subpopulacji mieloidalnej przy pomocy odpowiednich warunkéow hodowli
i suplementaciji.

Dodatkowo, sprawdzono mozliwoséci otrzymania swoistych szczepionek
z komoérek dendrytycznych transfekowanych allogenicznym RNA  linii
komérkowych niedrobno- i drobnokomérkowego raka ptuca w celu uzyskania
narzgdzia do immunoterapii komorkowe;.

3. Materialy i metody
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Do przeprowadzenia do$wiadczen wykorzystano dwie ludzkie linie
komoérkowe niedrobnokomoérkowego raka ptuca (A549) oraz drobnokomor-
kowego (H82) raka tego samego narzadu.

Linia komoérkowa A549 nalezy do linii adherentnych, natomiast HS82
charakteryzuje si¢ wzrostem w zawiesinie. Obie linie komoérkowe byly hodowane
w warunkach standardowych: w temperaturze 37°C z doptywem 5% CO.,.

W przypadku linii raka niedrobnokomorkowego uzyto medium DMEM
(Gibco BRL, nr kat. 31966-021), zas§ komorki raka drobnokomoérkowego
hodowano w medium RPMI 1640 (Biochrome AG, nr kat. F1295). Obie
hodowle komorkowe zawieraly 10% dodatek FBS (ang. fetal bovine serum,
ptodowa surowica bydleca) (Gibco BRL, nr kat. 0596) i 1% antybiotykow
przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych (ATB, Gibco BRL, nr kat. 0967).
W przypadku linii A549 dodano rowniez 1% mieszaniny insuliny,
transferynianiu i selenianu (Insulin-Transferrin-Selenium-X, Gibco, nr Kkat.
51500-056).

W celu odklejenia komoérek adherentnych (A549) od podtoza hodowlanego,
stosowano 0,25% roztwor trypsyny. Pasazowanie wykonywano, gdy hodowla
osiagneta 90% konfluencji (48-72h).

Komoérkowy nowotworowy RNA izolowano przy uzyciu zestawu High Pure
RNA isloation Kit (Roche, sygn. nr 11828665001).

Krew obwodowa, pobrang od 6 zdrowych dawcéw, wirowano w gradiencie
gestosci przy pomocy odczynnika Lymphoprep (Axix-Shield PoC AS,
nrkat.1114545). W ten sposob otrzymano populacje monocytarno-
makrofagowa, ktdrg nastgpnie hodowano w odpowiedniej objetosci medium
Aim-V (Gibco, sygn. Nr 12055083) z dodatkiem dwoch cytokin: GM-CSF (RD
Systems, nr kat. 215-GM/CF) oraz I1L-4 (500U/ml, RD Systems, nr kat. 204 -IL).

Po uzyskaniu populacji niedojrzatych komorek dendrytycznych wykonywano
proces transfekcji nowotworowym RNA z linii komérkowych przy uzyciu
odczynnika lipidowego TransFectin™ Lipid Reagent (BIO-RAD, nr kat. 170-
3351) zgodnie z protokotem producenta.

Nastepnym etapem byto wykonanie immunofenotypowania z wykorzys-
taniem znakowanych barwnikami fluorescencyjnymi przeciwcial mono-
klonalnych, w celu oceny ekspresji czasteczek CD HLA-DR (Anti-Human CD
HLA-DR, BD Immunocytometry Systems, nr kat. 347367), CD80 (Anti-Human
CD80, BD Pharmigen, nr kat. 555683), CD83 (Anti-Human CD83, BD
Pharmigen, nr kat. 551058), CD86 (Anti-Human CD86, BD Pharmigen,
nr kat. 555657). Zawieszone w roztworze PBS z dodatkiem 2% formaldehydu
komorki wraz z odpowiednimi przeciwciatami analizowano przy pomocy
cytometru przeptywowego.

Do analizy statystycznej wykorzystano test Wilcoxona. Za znamienne
statystycznie uznano wyniki spetniajace regute p<0.05.
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4. Analiza wynikéw badan

4.1. Obserwacje mikroskopowe

Przy uzyciu mikroskopu stwierdzono, ze komoérki dendrytyczne bezposrednio
po ich wyizolowaniu posiadaty ksztatt okragly (Rys. 1A).

Po wykonaniu transfekcji z uzyciem RNA z linii nowotworowych raka phuca
zauwazono zmiany w morfologii DC — zmiana ksztattu (nieregularny z dtugimi
wypustkami) (Rys. 1B).

Rys. 1. zmiany w morfologii DC po transfekcji RNA, pochodzgcym z linii komérkowych
(B) w poroéwnaniu z hodowlg nietransfekowang (A) [opracowanie wiasne]

4.2. Immunofenotypowanie

Analizy immunofluorescencyjne pozwolily uwidoczni¢ zmiany w ekspresji
molekut powierzchniowych.

Nietransfekowane komodrki dendrytyczne wykazaly stosunkowo wysoka
ekspresje molekut CD86 oraz CDS83. Jednakze po wykonaniu transfekcji
nowotworowym RNA zauwazono wyrazny wzrost odsetka komorek
dendrytycznych o ekspresji powyzszych molekut. Nalezy zaznaczy¢, ze proces
transfekcji spowodowal zwigkszong ekspresje czasteczki CD86 zaréwno
w przypadku linii A549, jak i H82.

Ponadto, w przypadku obu linii komorkowych zwraca uwage zwigkszona
ekspresja molekuty kostymulujacej CD80.

Dodatkowo, cytometria przeptywowa wykonana dla komorek po transfekceji
wykazata rowniez znaczny wzrost ekspresji molekuty CD83 — markera
dojrzatych komoérek dendrytycznych — w obu hodowlach transfekowanych.
Warto zauwazy¢, iz znacznie wyzsze wyniki otrzymano w przypadku linii raka
drobnokomoérkowego (Tabela 1, Wykres 1).
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Tabela 1. Wynik immunofenotypowania komoérek dendrytycznych

Niedojrzate DC Transfekowane DC  Transfekowane DC

[9%] A549[%)] H82[%]
HLA-DR 94 100 100
CD80 27 46 46,5
CD83 91,5 91 100
CD86 94,5 94 99

Zrodto: Opracowanie wlasne

® Niedojrzate DC
= Transfekowane DC z RNA linii A549
= Transfekowane DC z RNA linii H82

Wykres 1. Zmiany w fenotypie komorek dendrytycznych po transfekcji nowotworowym
RNA [opracowanie wlasne]

Dojrzate komorki dendrytyczne wykazuja wysoka ekspresje molekut CD8O0,
CD83 i CD86. W niniejszej pracy uzyskano wyniki analogiczne, do prezen-
towanych w pisSmiennictwie. Czasteczka CD83 uwazana jest za glowna
molekute, charakteryzujaca dojrzatos¢ komorek dendrytycznych, gdyz wiasnie
dzigki niej mozliwa jest profesjonalna prezentacja antygendow, wtym takze
nowotworowych.
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5. Whnioski i podsumowanie

Oceniajac przebieg doswiadczeh mozna z cala pewnosScia stwierdzié,
iz skutecznie wygenerowano niedojrzate komorki dendrytyczne.

Obserwacje mikroskopowe, jak 1 analiza cytometryczna potwierdzita
przeksztatcenie DC do postaci dojrzatych po dokonaniu procesu transfekcji
RNA pochodzacym z ustalonych nowotworowych linii komérkowych raka
ptuca. Zmiany zaré6wno w ich morfologii, jak i fenotypie byty bardziej widoczne
przy wykorzystaniu RNA wyizolowanego z linii raka drobnokomoérkowego.

Zastosowanie immunoterapii komérkowej w postaci szczepionki przeciw-
nowotworowe]j skladajgcej si¢ z komorek dendrytycznych obladowanych
allogenicznym RNA daja wyrazne nadzieje na skuteczniejsze leczenie
nowotworow. Genetyczna aktywacja DC umozliwia im przeprowadzenie
procesu wydajnej prezentacji antygenow, skutkujacej indukcja odpowiedzi
immunologicznej pacjenta [27]. Mozliwe wigc, iz w niedalekiej przysztosci
dojdzie do powszechnego stosowania terapii spersonalizowanej, mogacej
indukowa¢ swoista odpowiedz organizmu, powodujgca zatrzymanie progresji
nowotworu, a nawet jego regresje.
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Komorki dendrytyczne z allogenicznym RNA jako potencjalne narzedzie
terapeutyczne w terapii genowej raka pluca

Streszczenie

Komoérki dendrytyczne (ang. dendritic cells, DC) naleza do populacji komdrek prezentujacych
antygeny (ang. antigen presenting cells, APCs). Podstawowa funkcja komoérek dendrytycznych jest
przetwarzanie i prezentacja antygenu limfocytom T. Praca przedstawia mozliwosci terapeutyczne
DC w immunoterapii nowotworéw. Szczegdlng uwage poswiccono transfekcji DC nowot-
worowym RNA z ludzkich linii drobno- (H82) i niedrobnokomorkowego (A549) raka ptuca. DC
linii mieloidalnej izolowano z komorek jednojadrzastych, pobranych z krwi obwodowej 6
zdrowych dawcéw. Do komorek adherentnych dodawano medium Aim V oraz suplementowano
dwiema cytokinami: IL-4 i GM-CSF, aby otrzyma¢ z nich komorki dendrytyczne. Po izolacji
catkowitego RNA komoérkowego linii nowotworowych przeprowadzono transfekcje DC
zapomoca odczynnika lipidowego TransFectin (BIO-RAD). Nastepnie przeprowadzono
immunofenotypowanie w celu okres$lenia poziomu ekspresji molekut powierzchniowych CD80,
CD83, CD86 oraz HLA-DR. Po przeprowadzeniu do$wiadczen stwierdzono niewatpliwg obecnosé
niedojrzalych komorek dendrytycznych. Po transfekcji DC, RNA pochodzacym z obu linii
nowotworowych zauwazono zmiany zaro6wno w ich fenotypie, jak i morfologii. Niemal 100% DC
wykazywato ekspresje HLA-DR z wysokim poziomem CDS80 i CD86. Zauwazono rdéwniez
zwickszong ekspresj¢ molekuty CD83, a wigc markera dojrzatych komorek dendrytycznych.
Wykazano, ze dojrzewanie transfekowanych DC bylo bardziej widoczne, gdy RNA pochodzit
z linii raka drobnokomorkowego. Na podstawie przegladu literatury oraz przeprowadzonych
doswiadczen mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie dendrytycznych komorek z allogenicznym RNA
moze byc¢ obiecujaca metoda w immunologicznym leczeniu raka ptuca

Stowa kluczowe: komoérki dendrytyczne, rak ptuca, immunoterapia

Dendritic cells with allogeneic RNA as a potential immunotherapeutic tool
in lung cancer

Abstract

Dendritic cells (DC) belong to professional antigen-presenting cells (APCs). One of the most
important role of these cells is inducing adoptive T cell immunity. In case of its properties, DC
are thought to be a potential therapeutic tool directed against tumors. The aim of this study was the
transfection of monocyte-derived dendritic cells loaded with tumor total RNA, obtained from
human small (NCI-H82) and non-small cell lung cancer (A549) as an immune therapy for lung
cancer patients. DC were isolated from healthy donors as mononuclear cells. Adherent cells were

28



KOMORKI DENDRYTYCZNE Z ALLOGENICZNYM RNA JAKO POTENCIJALNE NARZEDZIE TERAPEUTYCZNE. ..

cultured in AIM V medium with supplementation of 1L4 and GM-CSF to receive dendritic cells.
After achieving total tumor cell RNA from both lines, dendritic cells were transfected with lipid
reagent — TransFectin (BIO-RAD). The last step was exploitation of direct immunofluorescence
to determine the expression of surface molecules, such as CD80, CD83, CD86 and HLA-DR.
Immature dendritic cells were successfully generated. DC-derived RNA resulted in increase
in CD80 and CD86. All RNA-transfected DC have changed in morphology and also in its
phenotype. Almost 100% of MoDC were HLA-DR+. Furthermore, higher expression of CD83
molecule was observed — the marker of mature dendritic cells. This study showed, that immature
dendritic cells transfection with lung cancer cell-derived RNA caused morphologic and phenotype
changes, relevant to DC activation and maturation. Changes were more pronounced, when RNA
originating from lung cancer lines was used. Taken together, application of RNA-loaded
allogeneic DC seems to be a promising opportunity in lung cancer immune therapy.

Keywords: dendritic cells, lung cancer, immunotherapy
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1. Wstep

Toczen noworodkowy jest modelowym przykladem biernie nabytej
autoimmunizacji, gdzie uszkodzenie tkanek ptodu wynika z przeztozyskowego
transportu matczynych przeciwcial IgG anty-SSA/Ro (przeciwciata przeciw
antygenowi Rose) ianty-SSB/La (przeciwciata przeciw antygenowi Lane).
Matki choruja na toczen rumieniowaty uktadowy, zespot Sjogrena lub nie maja
objawow chorob autoimmunologicznych (okoto 1/3 matek) [1].

Matczyne przeciwciata przechodza przez tozysko juz od 11 tygodnia ciazy,
warunkujgc rozwoj manifestacji Kkardiologicznych, wysypki lub nieprawid-
towosci dotyczacych watroby i komoérek krwi u noworodka. Zmiany dotyczace
skory, watroby i komorek krwi ustepuja wraz z zaniknigciem autoprzeciwciat od
6 do 8 tygodnia zycia, gdyz dotycza tkanek ulegajacych regeneracji [1].

Najpowazniejszym skutkiem autoimmunizacji u ptodu sg manifestacje
ze strony uktadu krwiono$nego — rozsiana choroba serca z/ bez zaburzen
przewodzenia, proste defekty strukturalne (PDA — przetrwaty przewdd tetniczy
Botalla, Patent Ductus Arteriosus, ASD — ubytek w przegrodzie migdzy-
przedsionkowej, Atrial Septal Defect, VSD — ubytek w przegrodzie miedzy-
komorowej, Ventricular Septal Defect, wady zastawek potksigzyc-cowatych
i przedsionkowo-komorowych), inne elektrofizjologiczne anomalie (przej$ciowa
lub stata dysfunkcja wezta zatokowo- przedsionkowego, wydtuzenie odstepu
QT, czestoskurcz weztowy, tachykardia komorowa, trzepotanie przedsionkow).
Migsien sercowy nie ulega regeneracji, wrodzony blok serca — AV
(przedsionkowo-komorowy) 111 stopnia jest nieodwracalny [1].

Manifestacje kardiologiczne stanowig wyzwanie dla naukowcow i lekarzy,
ktorzy analizuja ztozong patogeneze tej rzadkiej choroby, poszukuja czynnikéw
ryzyka ztego rokowania, a takze metod zapobiegania i skutecznego leczenia.

! paulinamulawka@gmail.com; Studenckie Koto Naukowe Genetyki Klinicznej, | Wydziat Lekarski z Oddzialem
Stomatologicznym, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, www.umlub.pl;
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2. Patogeneza

Blisko 2% dzieci anty-SSA/Ro serologicznie dodatnich matek, bedacych
W pierwszej cigzy lub majacych juz zdrowe dzieci, urodzi si¢ ztoczniem
noworodkowym [2]. Ryzyko nawrotu w kolejnej cigzy wynosi 17-18% [1].
Rzadkos$¢ choroby wskazuje na jej ztozong patogeneze, nie mozna powiedziec,
ze wynika ona jedynie z biernej autoimmunizacji [2].

Mazel ijego wspolpracownicy po podaniu szczurom IgG anty-SSA/Ro-
SSB/La od matek dzieci z manifestaciami kardiologicznymi tocznia
noworodkowego zaobserwowali w EKG gryzoni blok AV 1 stopnia i zatokows
bradykardi¢ [3]. Wystapienie u ptodu bloku AV I stopnia nie 0znacza, ze nastapi
progresja tego bloku [4]. Ambrosi i wspotpracownicy dowiedli istotng role
przeztozyskowego transportu przeciwcial reaktywnych wobec regionu p200
biatka Ro52, ktoére inicjuja wczesne, by¢ moze odwracalne uszkodzenie mig$nia
sercowego [5].

Istniejg dwie hipotezy tlumaczace wrodzony blok serca (congenital heart
block - CHB). Pierwsza zaktada molekularng mimikre, autoprzeciwciata moga
reagowac krzyzowo z kanatami wapniowymi typu L, co powoduje zachwianie
homeostazy wapniowej [6]. Druga hipoteza CHB tlumaczy translokacja
wewnagtrzkomorkowych antygendéw na powierzchni¢ kardiomiocytow w trakcie
apoptozy towarzyszacej fizjologicznemu remodelingowi, infekcji wirusowej
lub ekspozycji na promieniowanie UV. Staja si¢ one wtedy dostgpne
dla autoprzeciwciat [7].

Apoptotyczna teoria manifestacji kardiologicznych tocznia noworodkowego
thumaczy odpowiedz zapalna i widknienie powstawaniem komplekséw
immunologicznych zlozonych z przeciwciatl ikomoérek apoptotycznych [2].
Potwierdzajag to badania histopatologiczne serc ptodow i noworodkow
z manifestacjami kardiologicznymi tocznia noworodkowego, ktore wskazuja
na wtoknienie wezta AV (przedsionkowo- komorowego) lub czeséci dystalnej
uktadu bodzcotworczo-przewodzacego jako na najbardziej charakterystyczne
zmiany. Wtoknienie wezta SA 1 peczka Hisa, fibroelastoza wsierdzia oraz wady
zastawkowe tez wystepuja w uszkodzeniach spowodowanych przeciwciatami
anty-Ro [8].

Reed iwspotpracownicy dowiedli, ze [p2-glikoproteinal (B2GPI)
przeciwdziata opsonizacji apoptotycznych kardiomiocytow przez matczyne
anty-Ro 60 IgG. Mediowany plazming rozpad f2GPI znosi wigzanie anty-Ro 60.
U noworodkéw  z kardiologicznymi  manifestacjami tocznia noworodkowego
poziom PB2GPI we krwi pgpowinowej byl znacznie nizszy w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. By¢ moze B2GPI zostanie uznana w krazeniu ptodowym
za nowy czynnik kardioprotekcyjny [9].

Powstawanie  komplekséw immunologicznych zaburza zastgpowanie
apoptotycznych kardiomiocytéw zdrowymi 1ipodnosi poziom aktywnosci
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plazminy zalezny od uPA/uPAR (urokinazowy uktad aktywacji plazminogenu)
[10]. Kompleksy immunologiczne sa czynnikiem spustowym aktywacji TGF-§
(czynnik wzrostu nowotworow), ktora jest wtornym efektem wzrostu uPAR-
zaleznej aktywnos$ci uPA. Aktywacja TGF-f moze by¢ wzmacniaczem
w kaskadzie promujacej roznicowanie miofibroblastow i powstawanie blizny [11].

Ostatnie badania wskazuja, ze czynnikiem odpowiadajagcym za wtoknienie
moze by¢ endotelinal (ET 1), wytwarzana przez pobudzone makrofagi.
Zaobserwowano indukowane przez makrofagi wytwarzanie TGF- B przez
fibroblasty. Wydzielanie TGF- B zostalo zmniejszone po zastosowaniu
antagonistow receptora ET I oraz przeciwciat anty-ET | [12].

Strandber i wspotpracownicy na modelu zwierzgcym dowiedli, ze matczyne
MHC reguluje wytwarzanie przeciwcial anty-Ro52, a plodowe MHC
determinuje podatno$¢ na rozwo6j wydluzenia odstgpu PR [13]. Ostatnie
doniesienia sugeruja, ze matki akumuluja genetyczne wyznaczniki specyficzne
dla tocznia noworodkowego, ktére nie sa obecne u dziadkéw. Wskazuje to
na uprzywilejowang transmisje alleli, predysponujacych do rozwoju manifestacji
kardiologicznych tocznia noworodkowego [14].

3. Matczyne i plodowe czynniki ryzyka zlego rokowania

Dane z RRNL (Research Registry for Neonatal Lupus), wielorasowego
i wieloetnicznego rejestru ptodow z toczniem noworodkowym narazonych
na dziatanie przeciwciat anty-SSA/Ro, prowadzonego w Stanach Zjednoczonych
pokazuja, ze 17,5% plodéw zmarto z powodu manifestacji kardiologicznych
tocznia noworodkowego, w tym 30% wewnatrzlonowo. Plodowe
echokardiograficzne czynniki ryzyka zwigzane z wzrostem $miertelnosci
to: obrzek plodu, fibroelastoza wsierdzia, wczesna diagnoza manifestacji
kardiologicznych tocznia noworodkowego, niska akcja komodr. Obecno$é
fibroelastozy wsierdzia i kardiomiopatii rozstrzeniowej wiaza si¢ ze wzrostem
odsetka zgonoéw do 51,9% i 53,3% w poréwnaniu do ptodow z izolowanym
blokiem serca (7,8%). Mniejszosci mialy wyzszy odsetek zgondéw. Zatozenie
stymulatora byto konieczne w 70%, 4 dzieci wymagato transplantacji serca [15].

W wieloosrodkowym badaniu obejmujagcym 175 pacjentow z zaawan-
sowanym blokiem serca z Europy i Brazylii, z ktorych 75% byto narazonych na
dziatanie przeciwcial anty-SSA/R0-SSB/La, 91% urodzito si¢ zywych, a z tego
93% przezyto okres noworodkowy. Jak ustalono czynnikami ryzyka zwigzanymi
z $miertelno$cia byty: diagnoza postawiona przed 20 tygodniem zycia
ptodowego, akcja komor ponizej 50 uderzen na min., obrzgk plodowy,
uposledzona funkcja lewej komory w momencie diagnozy [16].

Inne publikacje wymieniaty réwniez jako czynniki ryzyka zlego rokowania:
przedwczesny pordd, matg mase urodzeniowsg, znaczaca strukturalng chorobe
serca, wodobrzusze, anasarceg, implantacj¢ stymulatora [17, 18, 19].
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4. Prewencja i leczenie

W RRNL badaniu fluorowane sterydy byly zwigzane ze wzrostem
$miertelno$ci wewnatrzmacicznej, co przypisano cigzszemu przebiegowi
choroby [15]. W europejsko-brazylijskim badaniu fluorowane sterydy nie miaty
znaczacego efektu na urodzenie zywego dziecka albo przezycie okresu
noworodkowego niezaleznie od ekspozycji na przeciwciata anty-SSA/Ro [16].

Dowiedziono jednak korzysci stosowania sterydow w celu uzyskania regresji
niecatkowitego bloku serca. 35% plodow przyjmujacych fluorowane sterydy
z blokiem AV II stopnia, uzyskalo regresje do rytmu zatokowego lub bloku AV |
stopnia w poréwnaniu do 6,25% bez sterydow. By¢ moze sterydy beda stosowane
W leczeniu niecatkowitego bloku serca, konieczne sg dalsze badania [15, 16].

Probowano stosowa¢ IVIG (intravenous immunoglobulin) w prewencji
nawrotu manifestacji kardiologicznych tocznia noworodkowego. Bylo 18%
nawrotow. Prewencje uznano za nieskuteczna [20, 21].

W innym badaniu, w ktéorym zastosowano kombinowane leczenie sterydami
i IVIG w przypadkach z kardiomiopatig i fibroelastoza wsierdzia, wyniki byly
zachgcajace. 80% pacjentow przezyto [22].

Hydroksychlorochina jako inhibitor TLR (Toll- like receptor) ligacji zostata
uznana za potencjalny lek, mogacy redukowa¢ ryzyko manifestacji
kardiologicznych tocznia noworodkowego. Badanie sugeruje, ze przyjmowanie
hydroksychlorochiny podczas cigzy przez kobiety chorujace na toczen
rumieniowaty ukladowy, majace przeciwciala anty-SSA/R0-SSB/La, moze
obniza¢ ryzyko rozwoju manifestacji kardiologicznych tocznia noworodkowego
[23]. Konieczne sa dalsze badania.

Michaelsson i wspétpracownicy uwazajg, ze wszyscy pacjenci z CHB
powyzej 15 r.z. powinni mie¢ zaimplantowany stymulator serca, niezaleznie
od go czy maja objawy, czy sa bezobjawowi [24]. Inni zalecaja rutynowa
implantacje nasierdziowych elektrod i podobojczykowych stymulatoréw w ciggu
pierwszego miesigca zycia u wszystkich noworodkéw z CHB [25, 26].

Konwencjonalny stymulator umieszczony w prawej komorze u oséb z CHB
powoduje desynchronizacje aktywnosci elektrycznej komor, szkodliwy
remodeling lewej komory, dylatacje lewej komory i jej asymetryczny przerost
[27, 28]. Dzieci z CHB i konwencjonalny stymulatorem w prawej komorze
rozwijaly gwattowna kardiomiopatie i ostra niewydolnos¢ serca [29, 30].

Efekt dylatacyjny mozna oming¢ stosujagc stymulacje dwukomorowa
albo implantujagc  stymulator w lewej komorze [31]. Powyzsze doniesienia
wskazuja, ze uosob z CHB stymulacja powinna by¢ dwukomorowa lub
zaimplantowana w lewej komorze.
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5. Podsumowanie

Ostatnie badania patogenezy wrodzonego bloku serca w toczniu
noworodkowym dowodzg istotnej roli reaktywno$ci wobec regionu p200 biatka
Ro52 oraz autoprzeciwcial reagujacych krzyzowo z kanalami wapniowymi typu
L. Podkresla si¢ roéwniez ochronng role [2-glikoproteiny |, znaczenie
urokinazowego uktadu aktywacji plazminogenu w apoptozie kardiomiocytow oraz
znaczenie sekrecji endoteliny I przez makrofagi w procesie widknienia.
Zinteresowanie budza réwniez ptodowe MHC (Gtowny uktad zgodnosci
tkankowej, Major histocomatibility complex) w rozwoju wrodzonego bloku serca.

Wsrod ptodowych echokardiograficznych czynnikow ryzyka zwigzanych
ze wzrostem $miertelno$ci wymienia si¢: obrzek ptodu, fibroelastoze wsierdzia,
wczesng diagnoze manifestacji kardiologicznych tocznia noworodkowego, niska
akcje komor.

Prowadzone sg badania nad zastosowaniem w prewencji wrodzonego bloku
serca fluorowanych sterydow, immunoglobulin, hydroksychlorochiny. Watpli-
wosci budzi postgpowanie u 0s6b z wrodzonym blokiem serca. Dowiedziono, ze
stymulacja powinna by¢ dwukomorowa lub zaimplantowana w lewej komorze.
Konwencjonalny stymulator umieszczony w prawej komorze u oséb z wrodzo-
nym blokiem serca powoduje desynchronizacje aktywnosci elektrycznej komor,
szkodliwy remodeling lewej komory, dylatacje lewej komory i jej asymetryczny
przerost.

Konieczne jest dalsze poszukiwanie czynnikdéw ryzyka zlego rokowania,
stworzenie standardéw postepowania w celu prewencji oraz leczenia dorostych
zwrodzonym blokiem serca.
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Manifestacje kardiologiczne tocznia noworodkowego— patogeneza,
matczyne i plodowe czynniki ryzyka zlego rokowania, zapobieganie
oraz leczenie

Streszczenie

Toczen noworodkowy jest modelowym przyktadem biernie nabytej autoimmunizacji, gdzie
uszkodzenie tkanek ptodu wynika z przeztozyskowego transportu matczynych przeciwciat IgG
anty-SSA/Ro (przeciwciala przeciw antygenowi Rose) i anty-SSB/La (przeciwciata przeciw
antygenowi Lane). Najpowazniejszym skutkiem autoimmunizacji u plodu sa manifestacje
ze strony uktadu krwiono$nego. Manifestacje kardiologiczne stanowig wyzwanie dla naukowcow
i lekarzy, ktorzy analizuja ztozong patogeneze tej rzadkiej choroby, poszukuja czynnikow ryzyka
ztego rokowania, a takze metod zapobiegania i skutecznego leczenia. Ostatnie badania patogenezy
wrodzonego bloku serca w toczniu noworodkowym dowodza istotnej roli reaktywnosci wobec
regionu p200 biatka Ro52 oraz autoprzeciwcial reagujacych krzyzowo z kanatami wapniowymi
typu L. Podkresla si¢ rowniez ochronng rolg f2-glikoproteiny I, znaczenie urokinazowego uktadu
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aktywacji plazminogenu w apoptozie kardiomiocytéw oraz znaczenie sekrecji endoteliny I przez
makrofagi w procesie widknienia. Zinteresowanie budza réwniez ptodowe MHC (Gloéwny uktad
zgodno$ci tkankowej, Major histocomatibility complex) w rozwoju wrodzonego bloku serca.
Wsrod  ptodowych echokardiograficznych czynnikow ryzyka zwigzanych ze wzrostem
$miertelno$ci wymienia sig: obrzek plodu, fibroelastoze wsierdzia, wezesna diagnozg manifestacji
kardiologicznych tocznia noworodkowego, niska akcje komoér. Prowadzone sa badania nad
zastosowaniem w prewencji wrodzonego bloku serca fluorowanych sterydéw, immunoglobulin,
hydroksychlorochiny. Watpliwosci budzi postgpowanie u oséb z wrodzonym blokiem serca.
Dowiedziono, ze stymulacja powinna by¢ dwukomorowa lub zaimplantowana w lewej komorze.
Konieczne jest dalsze poszukiwanie czynnikéw ryzyka zlego rokowania, stworzenie standardow
postepowania w celu prewencji oraz leczenia dorostych z wrodzonym blokiem serca.

Stowa kluczowe: wrodzony blok serca, toczen noworodkowy, SSA/Ro

Cardiac manifestations of neonatal lupus- pathogenesis, maternal and fetal
factors contributing to mortality, prevention and treatment

Abstract

Neonatal lupus is a model of passively-acquired auto-immunity, in which tissue injury in the fetus
is the result of transplacental passage of maternal IgG autoantibodies to SSA/Ro ( antigen Rose)
and SSB/La ( antigen Lane). The most serious result of fetal auto-immunity are cardiac
manifestations. They are challenge for scientists and doctors, who evaluate the pathogenesis,
maternal and fetal factors contributing to mortality, prevention and efficient treatment of this rare
disease. Recent findings suggests that reactivity to the p200 region of the Ro52 protein, as well
as antibody targeting of L-Type calcium channels may be important in the development of cardiac-
neonatal lupus. Protective role of beta-2 glycoprotein 1, pathologic role of urokinase plasminogen
activator system in apoptosis of cardiocytes and role of endothelin-I secretion by macrophages
in fibrosis are also stressed. Studies highlight the fetal MHC ( Major histocomatibility complex)
in the development of congenital hert block (CHB). Fetal echocardiographic risk factors associated
with increased mortality included hydrops, endocardialfibroelastosis, earlier diagnosis of cardiac-
neonatal lupus and lower ventricular rate. Fluorinated steroids, Intravenous Immunoglobulin
and hydroxychloroquine are examined in prevention of disease. Therapeutic approaches in the
adult patient with congenital heart block are different. Left Ventricule (LV) pacing or bi-
ventricular pacing is a good strategy in adult patients with CHB. It is needed to search other
maternal and fetal factors contributing to mortality and to form preventive and therapeutic
protocols targeted at adult patients with congenitally-diseased hearts.

Keywords: congenital heart block, neonatal lupus, SSA/Ro
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PASZPORT BIOLOGICZNY JAKO NARZEDZIE DIAGNOSTYKI
ANTYDOPINGOWEJ

1. Wstep

Doping sportowy nie jest terminem wspotczesnym — jego korzenie siggaja
czasOw prehistorycznych. Juz w czasach starozytnych igrzysk greckich, w celu
polepszenia wydolnosci fizycznej zawodnikow bioracych udziat w rywalizacii,
stosowano rozne $rodki odzywcze podnoszace formg sportowa olimpijczykow.
Istnieja zapiski zawierajace tresci o falszerstwach i korupcji, stwierdzajace,
iz 6wczesni atleci spozywali tuz przed zawodami rézne rodzaje miesa lub krew,
wzmacniali si¢ przed zawodami winem i specjalnymi rodzajami grzybow.
Notuje si¢ takze zazywanie strychniny mieszanej z alkoholem celem wywotania
pobudzenia organizmu. Istnieja rowniez zapisy o tym, ze wykwalifikowani
medycy wspomagali sportowcow w przygotowaniach do rywalizacji substan-
cjami o odpowiednim dziataniu farmakologicznym, a kucharze przygotowywali
im pieczywo o0 wiasciwosciach analgetycznych, czyli przeciw-bolowych.
Niestety nie przetrwato zbyt wiele zapiskow z tych czasow, gtdéwnie ze wzgledu
na to, ze wiedza dopingowa bylo pieczotowicie ukrywana przez kaptanow.
Stosowanie $rodkéw wspomagajacych odnotowano takze w historii Rzymu.
Podczas wyscigéw rydwanow dokarmiano konie specjalnymi miksturami, dzigki
czemu osiagaly lepsze wyniki w biegach. Gladiatorzy rowniez zazywali
substancje, ktore dzisiaj uznane sg za dopingujace, jak chociazby dostepne
wtedy stymulanty taczone z alkoholem.

Nalezy jednak wspomnie¢ i pamigtac o istotnym fakcie, iz starozytnos¢ jest
rowniez kolebka walki z dopingiem — pierwsza ,kontrola antydopingowa”
odbyla sie podczas igrzysk w Tebach w VI wieku p.n.e., gdzie zawodnikom
wzbroniono picia wina w dniu rywalizacji, a role kontrolera sprawowal
wyznaczony kaptan, poprzez sprawdzenie czy oddech sportowca nie pachnie
alkoholem [1, 2, 3].
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Niestety, doping to nie tylko historia, a XXI wiek wyjatkowo obficie
owocuje odkrywaniem nowych substancji i metod dopingujacych w sporcie,
zwlaszcza w dyscyplinach wytrzymato$ciowych. Skutkuje to dynamicznym
rozwojem technik diagnostycznych skierowanych na ujawnienie réznorakich
form niedozwolonego wspomagania organizmu, z czego hajnowszym i obie-
cujacym osiggnigciem metodycznym, jest monitoringowy program paszportu
biologicznego. Polega on na cyklicznych i wielokrotnych pomiarach parametrow
laboratoryjnych, kontrolujacych fizjologiczne mozliwosci kompensacji orga-
nizmu zawodnika.

2. Definicja i historia dopingu

Na przestrzeni historii pojecie dopingu mialo wiele definicji i interpretacji.
Pierwsza oficjalna definicja dopingu pochodzi z angielskiego stownika z roku 1889
- mianem tym okre$lano stosowanie §rodkéw narkotycznych u koni wyscigowych.
Od tego momentu definicja ta wielokrotnie si¢ zmieniata. W roku 1952 Niemiecka
Federacja Medycyny Sportowej dopingiem okreslita kazdy $rodek farmakologiczny
podany przed zawodami celem zwickszenia osiggnie¢ sportowych, bez uwzg-
lednienia faktu stwierdzajacego skuteczno$¢ czy tez jego brak. Rada Europy w 1963
roku ustalita wiasng definicj¢ dopingu, okreSlono rowniez listg substancji
zabronionych. Zgodnie z tymi ustaleniami dopingiem mianowano: ,,podanie
zawodnikowi obcej dla organizmu substancji badz tez uzycie przez osobe zdrowa
substancji fizjologicznej, w celu podniesienia sprawnosci fizycznej”. Natomiast
Miedzynarodowa Federacja Medycyny, ktora zwalczaniem dopingu sportowego
zajmuje si¢ od roku 1928, podala definicje dopingu jako rozmys$lne lub nieumysine
stosowanie przez sportowca $rodkéw lub metod zabronionych przez Miedzy-
narodowy Komitet Olimpijski (Tab.1.) [1, 2, 3, 4, 5].

Obecna oficjalna definicja dopingu pochodzi ze Swiatowego Kodeksu
Antydopingowego, opublikowanego przez Swiatowa Agencje Antydopingowa
(WADA, ang. World Anti-Doping Agency) i posiada ostatecznie brzmie-
nie: “Doping okres$la si¢ jako pogwalcenie jednego lub wiecej z przepisow
antydopingowych, okreslonych w Artykutach 2.1 — 2.8” [6], co 0znacza:

e obecnos¢ substancji zakazanej lub jej metabolitow lub markerow w probee
fizjologicznej sportowca;

e uzycie lub proba uzycia substancji zakazanej lub metody zakazanej;
niewyrazenie zgody lub bez waznego uzasadnienia niezgloszenie si¢ na
pobranie probki po powiadomieniu zgodnie z przepisami antydopingowymi
lub w inny sposéb unikanie pobrania probki;

e naruszenie odpowiednich wymogoéw okreslajacych dostgpno$¢ sportowca
do kontroli poza zawodami, w tym nieprzedstawienie wymaganych
informacji na temat miejsca pobytu zgodnie z Artykutem 5.5 (wymoég
informowania przez zawodnika o miejscu jego pobytu);
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e manipulowanie lub proba manipulowania jakgkolwiek czes$cig kontroli
antydopingowej;
posiadanie substancji lub metod zakazanych;
¢ handel dowolng substancja zakazang lub metoda zakazana;
podanie lub proba podania zawodnikowi substancji zakazanej lub metody
zakazanej lub pomaganie, zachecania, utatwianie, podzeganie, ukrywanie lub
kazdy inny rodzaj wspoéldziatania wiazacy sie¢ z naruszeniem przepisOw
antydopingowych lub proba ich naruszenia [6]. substancje uznane za
niedozwolone reguluje Lista Substancji i Metod Zabronionych (Tab.2.) [6, 7].
Wypracowane przez Swiatowa Agencje Antydopingowa standardy i wzorce
postgpowania sa przekazywane do wprowadzania krajowym agencjom
antydopingowym, ktore na terenie danego panstwa realizujg program zwalczania
dopingu w sporcie.

Tabela 1. Historia zwalczania dopingu w sporcie [8]

Data Wydarzenie antydopingowe
1928 IAAF, zostaje pierwsza federacja zabraniajaca dopingu
1966 IAAF, UCI? i FIFA® wprowadzaja testy moczu w trakcie swoich mistrzostw

1967 MKOL* tworzy komisje medyczna i pierwsza liste zabronionych substancji

1968 Testy antydopingowe zostaja wprowadzone na Igrzyskach

1970 Zwigksza si¢ liczba dyskwalifikacji spowodowanych dopingiem po dodaniu
przez MKOL sterydéw anabolicznych do listy zabronionych substancji

1980 Pierwsze testy poza zawodami

1986 Whprowadzony zostaje zakaz transfuzji krwi

1990 Wprowadzone zostajg testy krwi

1990 rEPO (rekombinowana erytropoetyna) zostaje wprowadzone na liste
1999 Powstaje WADA” (miedzynarodowa organizacja do walki z dopingiem)
2004 Kodeks antydopingowy zostaje zaakceptowany na calym $wiecie

2005 Narody Zjednoczone, UNESCO® przyjmuja Miedzynarodowa Konwencje
przeciwko dopingowi

2008 UCI zostaje pierwszg organizacja wprowadzajaca Paszport Biologiczny
(ABP, ang. Athletes Biological Passport)

YIAAF — ang. International Association of Athletics Federations, Miedzynarodowe Stowarzyszenie Federacji
Lekkoatletycznych

2UCI - franc. Union Cycliste Internationale, Migdzynarodowa Unia Kolarska

3FIFA - fr. Fédération Internationale de Football Association, Migdzynarodowa Federacja Pitki Noznej
4MKOL - Migdzynarodowy Komitet Olimpijski

SWADA - ang. The World Anti-Doping Agency, Swiatowa Agencja Antydopingowa

SUNESCO - ang. United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization; Organizacja Narodow
Zjednoczonych do Spraw O$wiaty, Nauki i Kultury
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Tabela 2. Lista Substancji i Metod Zabronionych na rok 2014 [6]

* Substancje niezatwierdzone
« Srodki anaboliczne

Substancje zabronione na i poza . .
. . . * Hormony i substancje pokrewne
zawodami we wszystkich dyscyplinach o
sportu * Beta-2-agonisci
P * Antagonisci i modulatory hormonow

* Diuretyki i $rodki maskujace
« Stymulanty
* Narkotyki

Substancje zabronione tylko na zawodach *Kanabinoidy THC

(marihuana i haszysz)
* Glikokortykosteroidy

* Metody zwigkszajace transfer tlenu
» Manipulacje fizyczne lub chemiczne
« Doping genetyczny

Metody zabronione w sporcie na i poza
zawodami

Substancje zabronione w okres$lonych |« Alkohol
dyscyplinach sportowych * Beta-Blokery

3. Procedura kontroli antydopingowej

Procedura przeprowadzania kontroli antydopingowej (pobierania probek
do badan) jest regulowana przez Miedzynarodowy Standard Badan Swiatowego
Kodeksu Antydopingowego i moze odbywaé si¢ w jednej z dwdoch mozliwych
sytuacji: jako test po uprzedniej zapowiedzi lub test niezapowiedziany. Jesli test
jest zapowiedziany — zawodnik powinien stawi¢ si¢ na miejsce kontroli
nie pézniej niz do 6 godzin od powiadomienia. W przypadku testu bez
zapowiedzi, kontrola powinna odby¢ si¢ przed uplywem jednej godziny,
w czasie ktorej sportowiec powinien znajdowac si¢ pod statg obserwacja. Wazne
jest takze miejsce i czas testu — badania moga by¢ wykonywane podczas
zawodow, ale réwniez poza ich obrgbem, np. podczas zgrupowan czy tez
w domu [6, 9].

Zastosowane metody testow antydopingowych muszg si¢ charakteryzowac
zgodnoscig z tymi samymi procedurami pozyskiwania probek, przeprowadzane
z wykorzystaniem tych samych urzadzen do pobierania probek oraz z zacho-
waniem tych samych standardow, przedstawionych w Swiatowym Kodeksie
Antydopingowym. W dokumencie tym zawarte sg normy i regulacje prawne
okreslajagce planowanie testow, powiadamianie zawodnikow, pobieranie
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materialu do badan oraz postepowanie diagnostyczno-laboratoryjne [6]. Postep
techniczny i diagnostyczny, poparty osiagnigciami naukowymi m.in. z zakresu
farmakologii, fizjologii i patologii w powiazaniu do dyscyplin klinicznych,
umozliwia coraz szybsze i skuteczniejsze wykrywanie i identyfikacje substancji
i metod dopingu w sporcie (Tab.3.) [10].

Tabela 3. Metody analityczne stosowane do wykrywania dopingu [6,9]

Metoda

Zastosowanie

Chromatografia gazowa (GC) ze
spektrometrig mas (MS) i tandemowa
spektrometriag mas (MS/MS)

Detekcja uzywek, substancji
narkotycznych, diuretykdw, steroidow,
beta-blokerow, itp.

Chromatografia cieczowa (LC) z detekcja
UV/VIS — lub spektrometrig mas (MS)
i tandemowa spektrometrig mas (MS/MS)

Detekcja glikokortykosteroidow, uzywek,
substancji narkotycznych, diuretykow, itp.

Chromatografia gazowa z izotopowa
spektrometriag mas (GC/C/IRMS)

Rozrdznienie endo- i egzogennych
steroidow

Ogniskowanie izoolektryczne,
immunobloting i detekcja
chemiluminescencyjna

Analiza erytropoetyny

Analizator hematologiczny i cytometria
przeptywowa (FC)

Okreslanie parametrow morfologicznych
krwi i detekcja transfuzji krwi

Immunoluminometria (ILMA)

Rozréznianie przysadkowego
i rekombinowanego hormonu wzrostu

Fluorymetria

Detekcja hormonoéw peptydowych

4. Wylaczenia dla celéw terapeutycznych

Zakaz stosowania zabronionego $rodka nie jest bezwzgledny, czego wyrazem
jest pojecie wylaczenia dla celéw terapeutycznych (TUE — Therapeutic Use
Exemption). TUE jest to zezwolenie do zastosowania przez zawodnika
substancji lub metody zabronionej, umieszczonych na Liscie substancji i metod
zabronionych, w $ci§le okreSlonych warunkach. Dla sportowcow klasy
migdzynarodowej organem przyznajacym TUE jest odpowiednia federacja
zawodowa, natomiast dla zawodnikéw klasy krajowej, prawo takie ustala
narodowa organizacja antydopingowa, w Polsce — Komisja do Zwalczania
Dopingu w Sporcie [2, 6, 11].

Nalezy speli¢ wiele kryteriow, aby sportowiec uzyskat prawo do TUE,
m.in. uzyskania potwierdzenia faktu, ze zdrowie zawodnika ulegtoby istotnemu
pogorszeniu przy niezastosowaniu substancji lub metody zabronionej, co wiagze
si¢ rowniez z tym, iz nie istnieje rozsadna alternatywa lecznicza wobec
zakazanej substancji/metody. Istotnym wymogiem jest takze brak przyczynienia
si¢ uzytego $rodka do poprawy wynikéw innych niz poprawa stanu zdrowia
sportowca, a konieczno$¢ stosowania go nie moze wynika¢ absolutnie
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z uprzedniego uzycia substancji z Listy zabronionej w celach innych niz
terapeutyczne. Uzycie jakiejkolwiek substancji/metody zabronionej celem
zwickszenia fizjologicznie niskich pozioméw danego endogennego hormonu nie
moze by¢ argumentem do dopuszczenia interwencji terapeutycznej (Artykut 4.3.
TUE). Poprzez pojecie ,,poprawy wynikdw” rozumie si¢ powrot zawodnika do
jego indywidualnego poziomu wynikow fizjologicznych. Podsumowujac —
spodziewanym wynikiem terapii jest poprawa wynikow, ale ich wartosci nie
moga by¢ wyzsze od poziomu w stanie zdrowia danego sportowca [6, 12].

5. Paszport biologiczny sportowca

Jednym ze sztandarowych przedsiewzig¢ zwickszajacym skutecznosé
wykrywania dopingu jest paszport biologiczny sportowca (ABP, ang. Athlete
Biological Passport). Termin ten pojawit sie w 2000 roku, w 2002 WADA
wszczeta prace nad opracowaniem programu paszportu biologicznego, a w 2009
wydata referencyjny dokument dotyczacy catej procedury (Athlete Biological
Passport Operating Guidelines) [6, 13, 14]. Wytyczne te mogg by¢
wykorzystane jako punkt odniesienia dla wszelkich organizacji antydoping-
gowych, zaangazowanych w rozwijanie programu monitorowania zmiennych
biologicznych. Paszport biologiczny w swoich zatozeniach sktada si¢ z trzech
sktadowych, dotyczacych parametrow: hematologicznych, steroidowych
i endokrynologicznych. Jest to swoisty profil sportowca, powstaly nie
na podstawie pojedynczych badan laboratoryjnych, a w oparciu o seri¢ testow
krwi i moczu, ktéore umozliwiaja obserwacj¢ ewentualnych zmian bioche-
micznych i morfologicznych w organizmie. Dzieki analizie pordwnawczej kazde
znaczace anomalia miedzy wynikami badan a danymi w paszporcie, moga stac
si¢ powodem podejrzenia o stosowanie niedozwolonego wspomagania
wydolnosci zawodnika, nawet w sytuacji, gdy testy nie wykryja obecnos$ci
konkretnego niedozwolonego $§rodka dopingujacego [8, 15]. Istotne roznice
miedzy wartosciami wynikow badan z przesztosci sportowca a warto$ciami
uzyskanych w ostatnim te$cie sugeruja, ze albo zastosowano jaka$ forme
dopingu, lub zZe stan zdrowia sportowca wymaga glebszej analizy w celu
wyjasnienia przyczyn zmian mierzonych parametrow Przewiduje si¢ tendencje,
ze zawodnicy ktorzy zademonstruja nienaturalne odchylenia fizjologiczne
w przeprowadzonych testach antydopingowych, bedg tymczasowo wykluczeni
z zawodow, wstepnie do czasu powrotu do poziomu prawidtowego. Wszczgta
wowczas kontrola medyczna wyjasniajgca przyczyny nieprawidtowosci, bedzie
prowadzi¢ do powaznych i dlugotrwatych sankcji organizacji antydopingowe;,
jesli to wzbronione prawem wspomaganie organizmu, a nie choroba okaze si¢
przyczyna takiego stanu rzeczy [14, 15].

Zadaniem ustalenia hematologicznego profilu sportowca jest gromadzenie
informacji na temat markerow dopingu krwi. Ma to na celu identyfikacje
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zwickszenia transportu tlenu, w tym stosowania czynnikow stymulujgcych
erytropoezg 1 kazdej postaci transfuzji krwi lub manipulacji jej sktadnikami.
W 2008 roku Miedzynarodowa Unia Kolarska jako pierwsza organizacja
sportowa zdecydowata si¢ wdrozy¢é go w zycie, aby wykrywac¢ doping krwia
u kolarzy, dyskwalifikujac kilku zawodnikéw na podstawie nieprawidtowego
profilu hematologicznego. Obecnie, na kontroli bazujacej na badaniach
8 parametrow krwi, opiera si¢ kilka organizacji antydopingowych i dotyczy
co najmniej kilku tysiecy sportowcow z catego §wiata [6,16,17,18].
Markery hematologiczne ABP:

hemoglobina (HGB);

hematokryt (HCT);

liczba erytrocytéw (RBC);

liczba retikulocytow (RET);

$rednia objetos¢ krwinki czerwonej (MCV);

$rednia masa hemoglobiny w erytrocycie (MCH);

srednie stezenie hemoglobiny w erytrocycie (MCHC);

wskaznik zmiennosci objetosci erytrocyta (RDW-SD).
Modut steroidowy gromadzi informacje na temat markerow sterydowych
dopingu. Jego celem jest wykrywanie bezposredniego Ilub posredniego
zastosowania endogennych steroidow anaboliczno-androgennych oraz innych
srodkow anabolicznych, jak np. selektywnych modulatorow receptora
androgenowego. Standaryzacja paszport steroidowy jest obecnie w stadium
finalnym i zostanie wkrotce wdrozony w praktyce antydopingowej [5, 6, 19].
Markery steroidowe ABP:

testosteron;

epitestosteron;

stosunek testosteron/epitestosteron;

androsteron;

etiocholanolon;

5-alfa-androstan-3-alfa-17-beta-diol,

5-beta-androstan-3-alfa-17-beta-diol.
Modut endokrynologiczny natomiast, ma na celu wykrywanie dopingu
hormonalnego, np. stosowania hormonu wzrostu czy insulinopodobnego
czynnika wzrostu [. Procedura detekcji w tym zakresie wymaga jeszcze badan
i dopracowania, aby zapewni¢ dostatecznic wysoka jakos¢ standardow
laboratoryjnych [6, 19].

Poza danymi dotyczacymi poziomu opisywanych markerow, w paszporcie
biologicznym zawarte powinny by¢ rowniez informacje, tj.: pte¢, wiek, wyniki
badan genotypu, rejestr przebywania na wigkszych wysokosciach czy tez
sposobu pobrania, transportu, badania i przechowywania probki, gdyz kazda
z danych moze by¢ kluczowa dla wyniku testow antydopingowych. Analiza
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danych przebiega na zasadzie wnioskowania bayesowskiego. Sie¢ bayesowska
pozwala na okreslenie prawdopodobienstwa zajscia powiazanych ze soba
zdarzen poddanych testowi. Zaobserwowanie jednej lub nawet kilku zmian
parametréw krwi nie oznacza automatycznie stosowania dopingu. Jednak
zmiany takie wplywaja na zmiane prawdopodobienstwa kolejnego zdarzenia
W sieci powigzan. Poszczegdlne informacje przemawiajace za stosowaniem
dopingu moga by¢ wlaczone do innego elementu i/lub potwierdzone przez
dodatkowe dowody, co potwierdza zasadno$¢ gromadzenia tego typu
dodatkowych informacji, ktore moga mie¢ udzial w catoksztalcie procesu
decyzyjnego. Wnioskowanie bayesowskie jest zatem uwazane za narzg¢dzie
uzyteczne do badania prawdopodobienstw catych gatezi zdarzen, szczegdlnie
w sytuacjach kiedy zmiany zachodzace w poszczegélnych weztach gatezi
sg stosunkowo niewielkie i pozornie mato istotne [20, 21, 22, 23].

6. Whnioski

Dziatania majace na celu wspomaganie wydolnosci organizmu towarzysza
dziejom ludzkosci od jej narodzin, a historia sztucznego zwigkszania sprawnosci
fizycznej jest tak wiekowa i bogata, jak historia samego sportu. Od poczatku
istnienia ludzkoséci rywalizacja sportowa przebiegata w towarzystwie walki
zawszelkg ceng, z dala od obowigzujacych wowczas zasad etycznych
czy prozdrowotnych. Korzenie dopingu, siegajace starozytno$ci, rowniez
wspotczesnie s3 jednym z zagrozen uczciwego ducha sportu, a zwalczanie
dopingu w sporcie zawodowym pod wieloma wzglgdami przypomina walke
z wiatrakami. Podczas gdy jedni naukowcy swdj wysitek wktadaja
W opracowanie coraz to nowszych rodzajow dopingu, inni pracuja
nad sposobami ich skutecznej identyfikacji. Historia pozwala jednak
przypuszczaé, ze kolejne sukcesy diagnostyczne nie rozwigza jednoznacznie
problemu zwalczania globalnego problemu dopingu. Dzieje si¢ bowiem zwykle
tak, ze nawet jeSli uda si¢ opracowa¢ skuteczng metode wykrywania
wspomagania organizmu, jedynie kwestia czasu jest znalezienie przez
sportowcow i ich sztaby szkoleniowe nowych metod dopingowych. Zawsze
bowiem wsrod najlepszych znajdzie si¢ kto§ bardziej przebiegly. Nalezy jednak
liczy¢, ze wigksza przebiegloscig na linii uczciwy sport — doping, wykaze si¢
obiektywna technika wykrywania znamion tamania zasad fair play w sporcie.
Nowe nadzieje na to, ze swojego rodzaju gra w kotka i myszke zakonczy sig
powodzeniem, daje wprowadzenie paszportu biologicznego sportowca.
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Paszport biologiczny jako narzedzie diagnostyki antydopingowej

Streszczenie

Doping definiuje si¢ jako korzystanie z zabronionych substancji lub metod, majacych na celu
zwickszenie wydolnos$ci fizycznej lub psychicznej sportowca lub zamaskowania uzycia takich
substancji lub metod, podczas przygotowan do udzialu w zawodach sportowych. Doping jest tak
stary, jak sport, przy czym obecna oficjalna definicja dopingu jest okreslona na podstawie
Swiatowego Kodeksu Antydopingowej (WADA). Na poczatku XX wieku WADA oraz Miedzy-
narodowa Unia Kolarska (UCI) zgodzity si¢ na wprowadzenie nowego, radykalnego programu
antydopingowego znanego jako Paszport Biologiczny. Podstawowa zasada paszportu
biologicznego jest monitorowanie wybranych parametrow biologicznych i posrednie ujawnienie
skutkow stosowanego przez sportowca dopingu, z wylaczeniem starania wykrycia substancji
dopingujacych czy okreslenia samej metody. Zakaz stosowania zabronionego $rodka nie jest
jednak absolutny, co znajduje odzwierciedlenie w koncepcji Wyltaczenia dla Celow
Terapeutycznych (TUE). Jest to pewnego rodzaju pozwolenie do uzycia przez zawodnika
substancji lub metody zabronionej, umieszczonych na LiScie substancji i metod zabronionych,
ale w $cisle okreslonych przepisami warunkach.

Stowa kluczowe: paszport biologiczny, doping, diagnostyka antydopingowa

Biological passport as an implement of anti-doping diagnostic procedures

Abstract

Doping is defined as the using of banned substances or methods designed to enhance an athlete’s
physical or mental abilities or to mask the use of such substances or methods during preparation
for or participation in a sports contest. Doping is as old as the sport, then the current official
definition of doping is given based on the World Anti-Doping Code (WADA). In the beginning
of the twentieth century the WADA and the International Cycling Union (UCI) and agreed
to implement a relentless new antidoping program known as the Athlete Biological Passport
(ABP). The fundamental principle of the biological passport is to control selected biological
parameters over time that indirectly reveal the effects of doping rather than attempting to detect
the doping substance or method itself. Prohibition on the use of a forbidden measure isn’t absolute,
which is reflected in the concept of Therapeutic Use Exemption (TUE). TUE is approved for use
by a competitor of the substance or banned method placed on the List of Prohibited Substances
and Methods, under specific conditions.

Key words: biological passport, ABP, doping, anti-doping diagnostic methods
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PROBLEMY DIAGNOSTYCZNE U PACJENTOW PO TEPYM
URAZIE SERCA

1. Wprowadzenie

Wedhug raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) urazy sa trzecia,
zaraz po chorobach uktadu krazenia oraz nowotworach, przyczyng umieralnosci
na $wiecie. Sg zarazem pierwsza pod wzgledem czgstosci przyczyna zgondw
w grupie wiekowej 5-44 lat w Europie [1]. Urazy mozemy podzieli¢
na zamierzone, np. samobojstwa oraz niezamierzone, a wsrdd nich wiodaca role
odgrywaja wypadki komunikacyjne, stanowigc 16% ogédtu urazéow [1]. Dane
z 2011 roku umiejscawiaja wypadki na dziewiatym miejscu pod wzgledem
przyczyn globalnej umieralnosci na $§wiecie [2], jednak zgodnie z prognozami
WHO w roku 2030 znajdg si¢ na miejscu siodmym [3].

Jednym z najczgsciej wystepujacych obrazen jest uraz klatki piersiowej,
bedacy w USA czynnikiem sprawczym 25% przypadkdw S$miertelnych [4].
Wykazano, ze urazom wielonarzagdowym w 45-60% towarzyszy uraz klatki
piersiowej i wtedy Smiertelno$¢ dosiega 60% [5]. Jako, ze klatka piersiowa jest
tworem elastycznym, wszelkie dziatajace na nig sily sa przekazywane do jej
wnetrza 1 moga uszkadza¢ ochraniane narzady. W badaniach autopsyjnych
U pacjentdow po tepych urazach klatki piersiowej zadanych z duza sita w 16%
stwierdzono stluczenie serca [6], natomiast po tepych urazach serca (BCI — blunt
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cardiac injury) ogniska stluczenia widoczne byly w 60-100% [7]. Objawy
prezentowane przez pacjentdéw po BCI sa niespecyficzne i wcigz przysparzaja
trudnosci diagnostycznych klinicystom.

Tepy uraz serca ogdlnie rzecz ujmujac jest konsekwencja zadziatania
niepenetrujacej sily. Jest charakteryzowany przez nieregularne obszary martwicy
kardiomiocytow, wylewy krwawe, pekniecia drobnych naczyn, krwawienie
srodmigzszowe oraz wokot widkien migsniowych [8, 9, 10, 11]. Rozpoznanie
BCI na podstawie wyzej wymienionych zmian moze by¢ z tatwo$cig postawione
w trakcie operacji lub w badaniu po$miertnym, lecz nie za pomoca
konwencjonalnych metod obrazowania [11]. W literaturze BCI zostal opisany
jako powszechna, aczkolwiek rzadko podejrzewana przyczyna $mierci u ofiar
wypadkow [11]. Spektrum nastgpstw tepego urazu serca jest bardzo szerokie:
uraz moze nie dawac zadnych dolegliwosci lub spowodowaé pgkniecie migsnia
sercowego z natychmiastowym zgonem [11]. Niektore objawy sugerujace
wystapienie BCI moga by¢ konsekwencja istniejgcej wczesniej choroby serca,
np. arytmie, lub wynika¢ z urazu nie zwigzanego z klatkg piersiowa.
Réznorodnos¢ nastepstw BCIL, objawdéw klinicznych oraz nieobecno$¢ tzw.
ztotego standardu diagnostycznego utrudnia postawienie rozpoznania tgpego
urazu serca.

2. Cel pracy

Celem pracy byta analiza pismiennictwa dotyczaca tepych urazéw serca,
ze szczegblnym zwrdceniem uwagi na problemy diagnostyczne standéw
chorobowych bedacych skutkiem tych urazoéw.

3. Urazy serca

Urazy serca podobnie jak urazy klatki piersiowej mozemy podzieli¢ na tgpe
oraz penetrujace. Penetrujace sa spowodowane zwykle dzialaniem narzgdzia
ostrokonczystego np. noza lub postrzatow z broni palnej. Rokowanie w tych
przypadkach dla pacjentéw jest niekorzystne, do 90% ginie przed dotarciem
do oddziatu ratunkowego [12]. W sytuacji urazoéw tepych mamy do czynienia
gléwnie z wurazami komunikacyjnymi, zwlaszcza kolizjami pojazdéw
mechanicznych, ale rowniez sportowymi (karate, hokej), upadkami z duzej
wysokosci lub pobiciami. Tepe urazy sg znacznie czgSciej spotykane niz
penetrujace [4]. Czgsto$¢ wystgpowania tgpych urazow serca nie jest stata.
Rozni autorzy przedstawiajg ja w bardzo szerokich granicach od 20% [13]
do76% w przypadku ciezkiego urazu klatki piersiowej lub urazu
wielonarzagdowego [7].
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3.1. Urazy towarzyszace

W obrazie Kklinicznym pacjenta po urazie komunikacyjnym bardzo rzadko
spotyka si¢ izolowany uraz klatki piersiowej lub serca, czesciej sa to urazy
wielonarzadowe. Schultz i Trunkey w swoich badaniach nad BCI odnotowali
najczgsciej towarzyszace mu obrazenia. Czgstos¢ ich wystepowania jest niezwykle
zr6znicowana i przedstawia si¢ nastepujaco: ztamania zeber (18-69%), sthuczenie
pluc (6-58%), wiotka Klatka piersiowa (4-38%), ztamanie mostka (0-60%), urazy
glowy (20-73%), uraz aorty lub duzych naczyn (20-40%), krwiak optucnej
(7-64%), odma optucnowa (7-40%), urazy konczyn (20-66%), urazy kregostupa
(10-20%) oraz urazy narzadow jamy brzusznej (5-43%) [7].

3.2. Mechanizmy urazu

Obrazenia powstate w przypadku zaistnienia tepego urazu serca sg mozliwe
na drodze nast¢pujacych mechanizméow [7,14]:

e kompresja serca pomi¢dzy mostkiem a kregostupem;

e nagle wahania ci$nienia panujacego w klatce piersiowej lub jamie
brzusznej;

e nagle wyhamowanie duzej predkosci (urazy deceleracyjne) lub skrecenie,
powodujace rozdarcie serca w punkcie przytwierdzenia, np. w miejscu
polaczenia prawego przedsionka i zyly gtownej, lewego przedsionka i zyt
phucnych, jak tez poczatkowego odcinka aorty lub jej ciesni;

e zlamania mostka lub Zeber i wtorne uszkodzenia serca;

e tepy uraz.

Wielkos$¢ obrazen narzadow klatki piersiowej w przypadku zmniejszania jej
wymiarow zalezy od szybko$ci narastania kompresji. Cooper i Maynard w pracy
poswigconej kinetycznym aspektom urazéw wykazali, ze wymiar klatki
piersiowej moze si¢ zmniejszy¢ do 50% bez wickszego uszkodzenia narzadow
wewnetrznych. Dzieje si¢ tak, jesli tempo znieksztatcenia jest male (szczytowe
znieksztatcenie w czasie wiekszym niz 20-50 ms). Jesli do takiego znieksztat-
cenia dochodzi w czasie mniejszym niz 5 ms, moze ono powodowaé powazne
uszkodzenia narzadow nawet przy zmianie wymiaru o 3-4 cm [15].

Nagla zmiana ci$nienia w jamie brzusznej lub klatce piersiowej bedaca
skutkiem urazu moze doprowadzi¢ do pegknigcia serca. Jest to spowodowane
gwaltownym wzrostem cisnienia zylnego, ktore w konsekwencji oddzialuje na
prawy przedsionek lub prawa komore [7].

Czasami bywa tak, ze tepy uraz wywotuje penetrujace obrazenia serca. Dochodzi
do tego, gdy sila dzialajaca na Sciang klatki piersiowej powoduje ztamania jej
kostnych elementéw. Ostre odtamy mostka moga uszkadza¢ prawg komorg,
natomiast zeber - doprowadzi¢ do perforacji prawej lub lewej komory [16,17].
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W tepym urazie cze$ciej dochodzi do uszkodzenia struktur prawego niz lewego
serca [18]. Wynika to z przedniego ulokowania prawego przedsionka i prawej
komory w $rodpiersiu, blisko tylnej powierzchni przedniej S$ciany klatki
piersiowej, gdzie zwykle dziatajg sity np. w wypadkach komunikacyjnych.

3.3. Postacie tepego urazu serca

3.3.1. Stluczenie mie¢snia sercowego

Jest najpowszechniejsza forma tepego urazu serca. Czgsto$¢ wystgpowania
podawana w literaturze waha si¢ w szerokich granicach 5-71% [19, 20].
Histologiczne zmiany wykrywane w stluczeniu sa podobne do tych
znajdowanych w zawale mig$nia sercowego [21]. Stluczenie serca jest czgsto
zwigzane z uszkodzeniem naczyn wiencowych -charakteryzujacym sie
rozerwaniem, skurczem lub zakrzepicg, co prowadzi do zawalu mig$nia
sercowego [22]. Ta posta¢c BCI moze nie wykazywa¢ zadnych objawow
lub przebiega¢ pod postaciag przedsionkowych Iub komorowych arytmii,
zaburzen przewodnictwa obejmujacych blok odnég peczka Hisa lub zmian
elektrokordiograficznych przypominajacych zawatl mig$nia sercowego
lub zapalenie osierdzia. Za powstanie arytmii pourazowej odpowiedzialne moga
by¢ zaburzenia elektrolitowe, hipoksja, towarzyszace urazowi podwyzszenie
poziomu amin katecholowych jak tez oddzialywanie alkoholu, lekow
lub narkotykow [23].

3.3.2. Commotio cordis — wstrzasnienie serca

Termin ten nawigzuje do rzadkiego typu tepego urazu serca, ktory skutkuje
naglym zgonem sercowym. Zwigzany jest z niskoenergetycznym urazem klatki
piersiowej zwykle podczas uprawiania sportu np. poprzez uderzenie krazkiem
hokejowym w okolice przedsercowa lub zderzenie si¢ z nadbiegajacym z na-
przeciwka zawodnikiem. Do wystgpienia wstrzasnienia dochodzi w mechanizmie
arytmii, ktora zawigzuje si¢, jesli uraz ma miejsce w okresie podatnosci elektryczne;j
serca (faza ranliwa), okoto 10-30 ms przed szczytem zatamka T w EKG [24].

3.3.3. Pekniecie miesnia sercowego

Jest najgorzej rokujacym stanem po BCI.  Smiertelnosé pacjentow
po peknieciu migsnia sercowego oscyluje w przedziale od 81,5-85 do 100% [25,
26, 27, 4]. W posmiertnym badaniu 546 pacjentow po BCI u 64% wykazano
pekniecie przynajmniej jednej, a u 20% minimum dwoch jam serca [13].
Napetniona krwig komora we wczesnej fazie skurczu jest bardziej podatna
na pekniecie, jezeli dozna urazu wzdhuz swojej drogi odptywu [28]. Innym
mechanizmem jest rozdarcie serca w miejscu potaczenia przedsionkow z zylta
gtéwng lub zylami plucnymi we wspomnianym wczes$niej mechanizmie
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deceleracyjnym [29]. Wreszcie mozliwy jest scenariusz peknigcia serca
na skutek $ci$niecia miedzy mostek 1 krggostup [30]. Czestotliwosé pekniecia
poszczegblnych struktur serca jest w literaturze raportowana w bardzo
szerokich granicach. Wedlug dwoch duzych badan posmiertnych podziat ten
przedstawia si¢ nastepujaco: peknigcie prawego przedsionka 5% i 40,6%, prawej
komory 15% i 31,3%, lewego przedsionka 10% i 25% oraz lewej komory 10%
i 12,5% [31, 32].

3.3.4. Pekniecie aorty

Jest druga w kolejnosci przyczyna $mierci u pacjentow po tepych urazach
[33]. W wigkszo$ci poszkodowani ging na miejscu a tylko od 13 do 15% dociera
do szpitala [33, 34]. Powinno si¢ je podejrzewaé w szczegolnosci w przypadku,
gdy mamy do czynienia z deceleracyjnym lub akceleracyjnym mechanizmem
urazu. Najczeéciej zdarza si¢ w urazach komunikacyjnych, potraceniach
pieszych oraz upadkach z duzej wysokosci [35].

3.3.5. Uszkodzenie zastawek

W zasadzie kazda z zastawek serca moze ulec uszkodzeniu w nastepstwie BCI.
Ismailov i wspotpracownicy w swoim badaniu wykazali, ze tgpy uraz serca wigze
si¢ z 12-krotnym wzrostem ryzyka uszkodzenia aparatu zastawki trojdzielnej [36].
Stan ten byt zwigzany z gwaltownym wzrostem ci$nienia panujacego w prawej
komorze w nastepstwie urazu [37]. Najczesciej dochodzi do rozerwania struny
sciggnistej, kolejno pegknigcie przedniego mig$nia brodawkowatego oraz rozdarcie
przedniego ptatka zastawki [37]. BCI wiazal si¢ tez z 3-4 razy czgstszym
uszkodzeniem aparatu zastawki aortalnej [36]. Niekiedy BCI nie powoduje
natychmiastowej niewydolno$ci zastawkowej, ktéra jednak moze pojawic si¢ po
pewnym czasie. Bywa tak szczegélnie w przypadku zastawki trdjdzielnej i
mitralnej, gdy dochodzi do sttuczenia mig¢éni brodawkowatych z krwawieniem,
zapaleniem i p6zno pojawiajaca si¢ martwica [38].

3.3.6. Ostry zespol wiencowy

Stan ten moze wystapi¢ w rezultacie rozwarstwienia naczynia wiencowego,
jego skurczu lub indukowanej stresem zakrzepicy [39]. Udowodniono, ze tepy
uraz serca wiaze si¢ z 2,6-krotnym zwigkszeniem ryzyka zawatu serca u osob
>46 lat [40]. Wydaje si¢, ze najczeséciej uszkodzeniu ulega galaz migdzyko-
morowa przednia lewej tetnicy wiencowej [41].
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4. Problemy diagnostyczne urazow serca

Tepy uraz serca jest czesto zwigzany z urazem klatki piersiowej, dlatego
powinien by¢ brany pod uwage u kazdego pacjenta z urazem wielonarzagdowym.
Mnogo$¢ niespecyficznych objawow zglaszanych przez pacjenta, jak rowniez
roznorodno$¢ postaci BCI, ktore moga wystgpi¢c w konkretnym przypadku
utrudnia postawienie wlasciwego rozpoznania. Ponadto ciezko$¢ doznanego
urazu nie zawsze odpowiada ciezkosci uszkodzen serca. Na chwile obecng brak
jest rowniez czutego i swoistego w stosunku do BCI testu diagnostycznego,
ktory spelialby rolg tzw. ztotego standardu. Agarwal i Chandra [22] w swojej
pracy wymieniaja 4 gldwne zagadnienia utrudniajace postawienie wilasciwe;j
diagnozy (tabela 1).

Tabela 2. Co utrudnia postawienie diagnozy BCI

Co utrudnia rozpoznanie BCI? Przyktady

Niezdiagnozowanie ostrego zespotu wienicowego

Towarzyszace urazy, z powodu innych stanéw zacierajacych objawy —
odwracajace ztamane Zeber, sthuczenie ptuc, krwawienie do
uwage od BCI optucnej, odma optucnowa moga powodowac bol

lub wstrzas maskujac objawy zawatu [42,43]

Nieobecnos¢ poszerzonych zyt szyjnych

Niedostatek objawow (wystepujacych normalnie w tamponadzie)
przedmiotowych osierdzia na skutek hipowolemii

Brak specyficznych i Niespecyficznos¢ zmian w RTG,
nieinwazyjnych badan elektrokardiogramach oraz badaniu
dostepnych w oddziatach echokardiograficznym

ratunkowych

Widoczne np. w przewleklym zapaleniu osierdzia.
Opodznione wystapienie Doniesiono, ze czas od urazu do diagnozy
objawow klinicznych krwiaka osierdzia dajacego objawy przewleklego

zapalenia osierdzi waha si¢ od 3 do 20 lat [44]

Zrodto: Opracowanie wiasne przy wykorzystaniu [22]

Najczestszym objawem towarzyszacym tepemu urazowi serca jest bol
odczuwany w klatce piersiowej [45], aczkolwiek jak wczesniej wspomniano jest
to objaw bardzo niespecyficzny, mogacy wynika¢ z innych obrazen. Poniewaz
BCI jest zwykle spowodowany dziataniem duzych sit, obecnos¢ towarzyszacych
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urazow (wymienionych w odpowiednim paragrafie) moze nasuwaé jego
podejrzenie. Obecno$¢ objawow ostuchowych, takich jak szmery, tarcie czy
drzenia mogloby sugerowal¢ BCI, ale zwykle si¢ ich nie znajduje [46].
Najczgsciej znajdowanymi wyktadnikami urazu serca sg arytmie, niedokrwienie
serca, maty rzut serca oraz hipotensja [7].

W obecnej chwili diagnostyka tepego urazu serca opiera si¢ na badaniu
elektrokardiograficznym (EKG), echokardiograficznym (TTE lub TEE), badaniu
sercowej troponiny | oraz badaniu tomograficznym (CT). Stosowane metody
powinny identyfikowa¢ tych pacjentow, ktorzy sa w grupie ryzyka rozwinigcia
powiktan po BCI [7] lub ktorzy juz je rozwineli. Powinny tez mie¢ mozliwos$¢
definitywnego wykluczenia istnienia BCI w sytuacji, gdy pacjent pierwotnie jest
przyjmowany na oddzial ratunkowy z powodu towarzyszacych obrazen, jest
wstepnie hemodynamicznie stabilny i wydaje si¢, ze nie wymaga intensywne;j
opieki medycznej [47]. Aby mdc bezpiecznie wypisaé go ze szpitala, kluczowe
jest wyeliminowanie podejrzenia BCI.

Wschodnie Towarzystwo Chirurgii Urazowej (An Eastern Association
for the Surgery of Trauma — EAST) w 2012 roku przedstawilo wytyczne
dotyczagce badan przesiewowych w kierunku tepego urazu serca [47]. Zgodnie
Znimi, samo badanie elektrokardiograficzne i jego prawidlowy wynik
sg niewystarczajace do wykluczenia BCI. Natomiast dotgczenie do niego analizy
poziomu sercowej troponiny I i prawidlowy wynik obu badan ma 100%
negatywng warto$¢ predykcyjng w stosunku do BCI. Badanie EKG powinno by¢
wykonane przy przyjeciu u kazdego pacjenta z podejrzeniem tgpego urazu serca
(poziom | rekomendacji) [47].

5. Podsumowanie

Diagnostyka tepych urazow serca jest rzecza trudng. Roznorodno$¢ objawow
prezentowanych przez pacjenta (lub ich brak), mnogos¢ konsekwencji BCI jak
rowniez nakladanie si¢ towarzyszacych obrazen utrudnia postawienie
odpowiedniego rozpoznania klinicyscie. Podejrzenie BCI powinno by¢ zawsze
brane pod uwage przy wypadkach komunikacyjnych, upadkach z duzej
wysokosci oraz urazach wielonarzadowych. Najnowsze wytyczne budza
nadzieje na rozjasnienie nieco $ciezki prowadzacej do prawidlowej diagnozy,
bedac jednocze$nie pomocnymi w jednoznacznym wykluczeniu tepego urazu
serca.
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Problemy diagnostyczne u pacjentéw po tepym urazie serca

Streszczenie

Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia urazy sa trzecia pod wzgledem czestosci przyczyng
umieralnoéci na §wiecie. Wazna role odgrywaja przy tym tepe urazy serca, bedace konsekwencja
wypadkéw komunikacyjnych, pobi¢, czy tez upadkéw z duzej wysokosci. Czgstos¢ wystepowania
tepych urazow serca nie jest stata. Rozni autorzy przedstawiajg ja w bardzo szerokich granicach od 20%
do 76% w przypadku cigzkiego urazu klatki piersiowej. Tgpy uraz serca jest czgsto zwigzany z urazem
klatki piersiowej, dlatego powinien by¢ brany pod uwage u kazdego pacjenta zurazem
wielonarzgdowym. Niezwykle wazna przy tym jest szybka i skuteczna diagnostyka, aby wyodrebni¢
pacjentdw z grupy ryzyka zagrozonych rozwojem powiklan tepego urazu serca. Niestety roznorodnosé
niespecyficznych objawow klinicznych, jak réwniez postaci tgpego urazu serca oraz brak testu
diagnostycznego begdacego ztotym standardem sprawia, ze postawienie wlasciwego rozpoznania czgsto
nastrecza trudno$ci. Ponadto czesto towarzyszace obrazenia mogg maskowaé objawy urazu serca.
Celem niniejszej pracy byta analiza piSmiennictwa dotyczgca tepych urazéw serca, ze szczegdlnym
zwroceniem uwagi na problemy diagnostyczne stanow chorobowych bedacych skutkiem tych urazow.

Stowa kluczowe: tgpe urazy, urazy serca, wypadki
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Diagnostic problems in blunt cardiac injury patients

Abstract

According to the World Health Organization’s report, injuries are the third leading cause in mortality all
over the world. Blunt cardiac injuries (BCI) greatly contribute to this data. BCI’s are consequence of
blunt trauma to the heart, frequently resulting from motor vehicle collisions, assaults as well as falls.
Incidence of this phenomenon has been widely reported by different authors and ranges from 20 to 76%
in the case of severe chest injury. Blunt cardiac injury is often associated with thorax injury, thus should
always be taken into consideration in multiorgan trauma patients. Fast and effective diagnostics plays
acrucial role and aims to sort out these patients who are at risk of developing life-threatening BCI’s
complications. Unfortunately, though, variety of non-specific clinical symptoms presented by patients as
well as plurality of BCI’s forms and lack of gold standard screening test, makes the diagnostics hard.
Furthermore concurrent injuries may hide BCI’s symptoms. This overview aims to analyse the literature
on blunt cardiac injuries with pointing up the diagnostic problems.

Keywords: blunt injuries, cardiac injuries, accidents

59






Katarzyna Gataszkiewicz', Agata Zwierz, Aleksandra Wos

PROKALCYTONINA, A ROKOWANIA W SEPSIE — OPIS
PRZYPADKU

1. Wstep

1.1. Sepsa, ciezka sepsa, wstrzas septyczny — definicje

Ciezka sepsa i wstrzas septyczny to w dzisiejszych czasach jedne z gtéwnych
problemow stuzby zdrowia, dotykajace miliony ludzi na catym §wiecie kazdego
roku i zabijajace jedna z czterech chorych osob[1-5].

Obecnie mozemy spotkaé si¢ z wieloma definicjami sepsy. Jedna z pow-
szechnie uzywanych mowi, ze jest to ogoélnoustrojowa, szkodliwa odpowiedz
gospodarza na zakazenie. W konsekwencji prowadzi ona do cigzkiej sepsy,
definiowanej z kolei jako ostre wtérne zaburzenie czynno$ci narzadow
(z udokumentowang lub podejrzewang infekcja) badz hipoperfuzja tkanek.
Kolejnym stadium jest wstrzas septyczny, bedacy okresleniem dla cigzkiej sepsy
z wspolistniejacym niedocisnieniem tg¢tniczym, nieodwracalnym pomimo
uzupetniania ptynéw (Tabela 1.1 2.) [1-5].

Niedoci$nienie spowodowane sepsa jest stwierdzane przy skurczowym
cisnieniu  krwi (SBP) w wysokosci 90mmHg lub jako $rednim cis$nieniu
tetniczym (MAP) wynoszagcym 70 mmHg. Innym kryterium jest spadek SBP
040 mm Hg lub mniej niz dwa odchylenia standardowe ponizej normy dla
danego wieku przy wykluczeniu innych przyczyn niedoci$nienia [6].

! k.galaszkiewicz@wp.pl, Uniwerytet Medyczny w Lublinie, lekarski I, Koto Anastezjologiczne przy II Katedrze
Anestezjologii i Intensywnej Terapii SPSK1
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Tabela 3. Kryteria diagnostyczne sepsy

Zakazenie, udokumentowane lub podejrzewane, i niektore z nastepujacych:

Zmiennych ogo6lnych

Goraczka (>38.3°C)

Hipotermia (temperatura ciata<36°C)

Czgsto$é akeji serca >90 min™ lub wiecej niz 2 odchylenia standardowe
powyzej normy dla danego wieku

Tachypnoe — zwiekszona czestos¢ oddechdéw

Zmienne stany psychiczne

Znaczne obrzeki lub dodatni bilans wodny organizmu (>20 mL/kg przez 24
godziny)

Hiperglikemia (stezenie glukozy w osoczu >140mg/dL lub 7.7 mmol/L) przy
braku cukrzycy

Zmiennych zapalnych

Leukocytoza (WBC >12 000 pL™)

Leukopenia (WBC<4 000 uL™)

Prawidlowa warto$¢ WBC zawierajaca wigcej niz 10% niedojrzatych form
krwinek

Stezenie bialka CRP w osoczu wieksze niz dwa odchylenia standardowe
powyzej wartosci prawidtowej

Stezenie prokalcytoniny w osoczu wigksze niz dwa odchylenia standardowe
powyzej wartosci prawidtowej

Zmiennych hemodynamicznych

Niedocis$nienie t¢tnicze (SBP <90 mmHg, MAP <70 mmHg lub spadek SBP o
>40 mmHg u dorostych badZ mniej niz dwa odchylenia standardowe ponizej
normy dla danego wieku)

Zmiennych zaburzenia czynno$ci narzadow

Hipoksemia krwi tetniczej (PaO,/FiO, <300)

Ostra oliguria (produkcja moczu <0.5 mL kg™ h™ co najmniej 2h pomimo
odpowiedniego uzupetniania ptynow)

Wazrost kreatyniny >0.5 mg/dL lub 44.2 pmol/L

Zaburzenia krzepnigcia (INR >1.5 lub aPTT >60 s)

Niedroznos$¢ (brak szmerow jelitowych)

Trombocytopenia (liczba ptytek krwi <100 000 uL™)

Hiperbilirubinemia (st¢Zenie bilirubiny catkowitej w osoczu >4 mg/dL lub 70
pmol/L

Zmienne perfuzji tkanek

Hipermleczanemia (>1 mmol/L)
Zmniejszone wypelnienie kapilar

Zrédto: Opracowanie wlasne przy wykorzystaniu zasobow Internetu [7]
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Tabela 2. Kryteria diagnostyczne cigzkiej sesy

CIEZKA SEPSA to hipoperfuzja tkanek wywotana sepsg lub zaburzenie
czynnosci narzadow (kazdy z ponizej podanych przyktadéw spowodowanych
zakazeniem)

Niedoci$nienie wywotane sepsa

Mleczany powyzej gornej granicy normy laboratoryjne;j

Produkcja moczu <0,5 mL kg™ h™ przez dhuzej niz 2h pomimo odpowiedniego
uzupetniania ptynow

Ostre uszkodzenie ptuc z PaO,/FiO, <250 przy braku zapalenia ptuc jako
zrodta infekcji

Ostre uszkodzenie ptuc z PaO,/FiO, <200 przy obecnosci zapalenia ptuc jako
zrodta infekeji

Kreatynina >2,0 mg/dL (176,8 umol/L)

Bilirubina >2 mg/dL (34,2 umol/L)

Liczba ptytek krwi <100 000 /uL

Koagulopatia (INR >1,5)

Zrédto: Opracowanie wlasne przy wykorzystaniu zasobow z Internetu [7]

1.2. Sepsa, a prokalcytonina

Podczas sepsy wiele systemow humoralnych i komoérkowych jest
aktywowanych pod wptywem uwalniania roznych czasteczek, ktére posrednicza
w odpowiedzi gospodarza na zakazenie [34]. Wiele potencjalnych biomarkerow
krwiobiegu rozpatrywano pod katem diagnozowania sepsy, oszacowania jej
nasilenia i zapewnienia rokowan. W koncu 116-aminokwasowego polipeptyd
prokalcytonina zostal okrzykniety "jedynym dotychczas mistrzem” w iden-
tyfikacji infekcji bakteryjnych [8].

1.3. Prokalcytonina (PCT)

PCT jest prekursorem hormonu kalcytoniny i jest syntetyzowana fizjologicznie
przez komorki C tarczycy. W warunkach fizjologicznych PCT poziomy
W surowicy sg niskie (0,1 ng/ml). Jednak w zakazeniach bakteryjnych PCT jest
syntetyzowana w roznych pozatarczycowg tkankach neuron-dokrynnych.
Ogolnoustrojowe wydzielanie PCT jest sktadnikiem odpowiedzi zapalnej, ktora
wydaje si¢ by¢ stosunkowo specyficzna w ogolnoustrojowych zakazeniach
bakteryjnych. Odnotowano, ze bakteriemi¢ i zakazenia grzybicze i pasozytnicze
powoduja najwicksze jej wzrosty. Natomiast nizszy lub nieistotny wzrost pojawia
si¢ w przypadku infekcji miejscowych, wirusowych lub wywotanych bakteriami
wewnatrzkomoérkowymi (np. Mycoplasma pneumoniae) [10,11].

Podczas sepsy jest wydzielana w odpowiedzi na obecnos¢ endotoksyn lub
mediator6w uwalnianych w reakcji organizmu na zakazenie drobnoustrojami
(tj. interleukiny (IL) — 1P, czynnik martwicy nowotworu (TNF-a) i IL -6). Ponad
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to PCT silnie koreluje z bakteryjnym obciazeniem i nasileniem zakazen [12].
Poniewaz regulacja PCT jest tlumiona przez interferon (INF)-yi cytokiny
uwalniane w reakcji na zakazenie wirusowe, PCT jest bardziej specyficzna dla
infekcji bakteryjnych i moze pomdc w odrdznieniu ich od choréb wirusowych
[13-16 ] . Istnieja dowody, ze Gram-ujemne bakterie powoduja wyzsze wzrosty
PCT niz Gram-dodatnie [17].

Warte uwagi jest to, ze wskaznik ten koreluje z bakteryjnymi obcigzeniem
[18-20 ] i nasileniem zakazen [ 21-24 ] . PCT wigc ma implikacje prognostyczne
i poziom PCT pozwala przewidzie¢ zgon u pacjentéw z pozaszpitalnego
zapalenie ptuc (CAP) [24-27] i krytycznym pacjentéw z sepsa [28].

Tabela 3. Referencyjne wartosci dla PCT

Warto$¢ referencyjna | Interpretacja

(ng/mL)

<0.05 Norma

<0.50 Mozliwe miejscowe zakazenie. Ponowny test po 6-24
godzinach.

>0.50-<2 Mozliwe ogolnoustrojowe zakazenie bakteryjne.
Ponowny test po 6-24 godzinach.

>2-<10 Prawdopodobnie ogdlnoustrojowe zakazanie
bakteryjne. Duze ryzyko ciezkiej sepsy.

>10 Cigzka bakteryjna sepsa, wstrzas septyczny

Zrédto: Opracowanie wlasne przy wykorzystaniu zasoboéw Internetu [29]

Tabela 4. Poziom prokalcytoniny, a stan dysfunkcji narzgdow

Stan zaburzenia czynnoS$ci narzadoéw PCT ($rednia wartos¢ +SE (btad
standardowy; ng/mL)

Pacjenci z brakiem postepujacych 447 +1.22

zaburzen w kierunku MODS

ARDS 10.48 +4.77

ARDS plus ARF 8.08 £2.25

ARDS plus ARF plus DIC 32.72 £13.41

ARDS plus ARF plus DIC plus HF 43.35420.98

watrobowa)

MODS — multiple organ dysfunction syndrome ( niewydolnos¢
wielonarzagdowa), ARDS — acute respiratory distress syndrome (zespot ostrej
niewydolnosci oddechowej), ARF — acute renal failure (ostra niewydolnos¢
nerek), DIC — disseminated intravascular coagulation (zesp6t rozsianego
wykrzepiania wewnatrznaczyniowego), HF — hepatic failure (niewydolno$¢

Zrodho: Opracowanie whasne przy wykorzystaniu zasobow Internetu [30]
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Zainteresowanie prokalcytoning jako markerem zapalenia, zakazenia, sepsy
| wstrzasu septycznego znaczaco wzrosto w ciggu ostatniej dekady. Swiadczy
o0 tym bardzo duza liczba publikacji, opisujacych przede wszystkim coraz
liczniej prowadzone badania wieloosrodkowe, a takze nie mniej liczne
metaanalizy [31-33]. Wedtug nich prokalcytonia jest markerem o udowodnionej
czutosci i swoistosci, ktore odpowiednio wynosza 0,77 1 0,79 [34].

1.4. PCT i szerokospektralna antybiotykoterapia

Wysoka $miertelnos¢ w cigzkich zakazeniach bardzo czegsto zwigzana jest
Z opoznieniem interwencji terapeutycznej. Niezaleznie od rodzaju interwencji,
czas od chwili rozpoznania zakazenia do wlaczenia leczenia ma kluczowe
znaczenie w dalszej skutecznej terapii. Znalezienie wskaznika, ktory bylby
odpowiedzig organizmu na wczesng faze zakazenia, daloby mozliwos¢ wiaczenia
skutecznego leczenia w juz poczatkowej fazie. Wczesne podjecie interwencji
skutkowaloby takze prawdopodobnie zmniejszeniem $miertelnosci [7].

Wedhig obowiazujacych rekomendacji rozpoznanie sepsy jest wskazaniem
do szybkiego wiaczenia empirycznej szerokospektralnej antybiotykoterapii [7],
natomiast op6znienie antybiotykoterapii w rozpoznanym wstrzasie septycznym
wigze si¢ z liniowym spadkiem przezywalnosci z kazda godzing braku
adekwatnej antybiotykoterapii.

Wiele badan dowodzi ze prokalcytonia ma duze znaczenie w przebiegu
antybiotykoterapii. Spadek poziomu PCT o wiecej niz 30% po pierwszych 24
godzinach od rozpoczecia leczenia potwierdza dobor wiasciwego antybiotyku
i kontroli infekcji [34].

2. Opis przypadku

Mezczyzna lat 31, bez chorob dodatkowych, zostal przyjety do Kliniki
Choréb Zakaznych z kilkudniowym wywiadem wysokiej goraczki, biegunki,
bezmoczu, obrzgku i zaczerwienienia lewego podudzia. Przy przyjeciu stan
pacjenta byt srednio — cigzki. Stwierdzono u niego hipotonie i anurie. Saturacja
wynosita 92%. Ponad to z badan laboratoryjnych wynikatlo znaczne podwyz-
szenie wskaznikow stanu zapalnego — w morfologii krwi leukocytoza 20,65
K/ul, CRP 616.6 mg/l, prokalcytonina 543,0 ng/ml. Od chorego pobrano krew,
mocz oraz kal na posiew. Wiaczono Ceftriaxonum (Tartriakson 1 g) w ramach
antybiotykoterapii, 1 dawke anatoksyny przeciwt¢zcowej z powodu
zgloszonego w wywiadzie uraz obu podudzi. Zastosowano u pacjenta leczenie
objawowe w postaci Ketoprofenum (Ketonal 1 amp) i paracetamol 1 tabl.
doraznie, PWE (ptyn wieloelektrolitowy), Sol 0.9% NaCl, Enoxaparinum
natricum (Clexane 60 mg), oklady z Rivanolu. Z odchylen od stanu
prawidlowego w USG jamy brzusznej opisano powigkszenie watroby (20 cm
w linii srodkowo-obojczykowej) o silnych cechach sttuszczenia. Stan pacjenta
ulegat pogorszeniu. Utrzymywatl sie u niego bezmocz, wystepowata wysoka
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gorgczka osiggajaca wartosci od 39°C do 40,6°C oraz pojawily sie zaburzenia
zotadkowo-jelitowe (wymioty, biegunka). W drugiej dobie pobytu na Oddziale
Chorob Zakaznych po konsultacji anestezjologicznej pacjenta przeniesiono na
Oddziat Intensywnej Terapii w celu dalszej diagnostyki i leczenia. Pacjent zostat
przyjety do OIT z powodu wstrzasu septycznego wiktajacego ciezkie zakazenie
skory 1 tkanki podskoérnej obydwu podudzi oraz ostrej niewydolnosci nerek.
W OIT uktad oddechowy wspomagano wentylacja w trybie nieinwazyjnym,
uktad krazenia wlewem amin katecholowych oraz uzupetniono niedobory krwi
krazacej. Z powodu niewydolno$ci uktadu wydalniczego od pierwszego dnia
pobytu w OIT rozpoczeto ciagla terapie nerkozastepcza typu ciagle;
hemofiltracji zylno-zylnej (CVVH, od 29.01.2014 do 30.01.2014) oraz typu
cigglej hemodializy zylno-zylna z cytrynianem wapnia (CVVHD Ci-Ca, od
30.01.2014 do 02.02.2014). W drugiej dobie pobytu, w zwigzku z nasilonymi
objawami niezytu zotgdkowo - jelitowego, wiaczono do leczenia Rifaximinum
(Xifaxan) uzyskujac dobry efekt terapeutyczny. Ponad to pacjentowi wdrozono
ptynoterapie z zaleceniem stosowania koloidéw, krystaloidow oraz zywienia
dojelitowego, terapi¢ przeciwzakrzepowa, monitorowanie hemodynamiczne,
szerokospektralng antybiotykoterapi¢ oraz tlenoterapi¢ bierng. Z lekéw pacjent
otrzymywal w ramach antybiotykoterapii Tigecyclinum (Tygacil 0,1) i wspom-
niany wyzej Rifaximinum (Xifaxan 0,2). W ramach terapii przeciwzakrzepowej
Heparyna, Nadroparinum calcicum (Fraxiparyna Multi). Ponad to choremu
podawano Norepinephrine (Levonor), Omeprazolum (Helcid), Paracetamol
(Perfagan), Ketoprofenum (Ketonal), Drotaverini hydrochloridum (No-Spa),
Fentanyl, Lactobacillus rhamnosus (Lakcid). W zwigzku z uzyskaniem pelnej
stabilizacji uktadu krazenia w czwartej dobie pobytu zakonczono wlew amin
katecholowych. Tego samego dnia pobytu na oddziale odnotowano u chorego
spontaniczng diureze. Przez caly okres pobytu na OIT pacjent byt przytomny
oraz zorientowany co do miejsca i czasu. W pierwszej dobie pobytu wyniki
badan gazometrycznego ksztaltowaly sie na nastgpujacych poziomach (pH 7,41;
Pa0, 82,5 mmHg; PaCO, 25,1 mmHg; HCO; 15,8 mmol I™*; BE-7,9 mmol I).
Saturacja wynosita 96.3 %. Jednocze$nie stwierdzono zwigkszenie stgzenia
mleczanow (2,7 mmol/L) z jednoczesnym zwigkszeniem aktywnosci ASPAT
(64,2 jm/l) i ALAT (76,3 jm./l), GGTP (80 j.m./l), oraz hipokaliemi¢
(3,1 mmol I ). D-dimery osiagnely warto$¢ 6657( ngFEU/ml), a INR wynosit
1.2. Czas protrombinowy byt w normie. Poziomy czynnikéw zapalnych podano
ponizej (Tabela 5.) . Po wdrozeniu zabiegéw leczniczych stan pacjenta poprawit
sie. 03.02.2014 pacjent zostal wypisany z OIT w stanie ogdlnym dobrym,
wydolny oddechowo i krazeniowo, z zachowana diureza spontaniczng i zostat
przeniesiony do Kliniki Chorob Zakaznych w celu kontynuacji leczenia
specjalistycznego.
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Tabela 5. Wskaznik zapalne pacjenta w poszczegdlnych dniach hospitalizacji na OIT

2901 3001 [310L [0102 ]0202 |03.02
PCT[ng/ml] 543 379 122 359 14,26 6.8
CRP [mg/I] 616 607 483 | 413.2 ST 1147
WBC [K/ul] 1834 | 20,14 | 205| 195| 17,91 248

Zrédto: Opracowanie wiasne przy wykorzystaniu historii choroby pacjenta

Tabela 6. Wyniki pomiaréw wybranych parametréw hemodynamicznych u pacjenta

DATA GODZINA HR MAP CvVvP

29.01.14 21:00 90 80 8
30.01.14 7:00 95 85 10
30.01.14 18:00 93 80 7
31.01.14 6:00 118 65 6
31.01.14 14:00 114 63 7
31.01.14 22:00 116 69 8
01.02.14 10:00 98 90 8
01.02.14 15:00 106 96 9
01.02.14 19:00 111 91 8
02.02.14 7:00 96 95 7
02.02.14 14:00 85 101 11
02.02.14 20:00 83 106 11

Zrédto: Opracowanie wlasne przy wykorzystaniu historii choroby pacjenta

3. Dyskusja

Opis przypadku przedstawiony w naszej pracy kwestionuje korelacje migdzy
PCT a rokowaniem dla pacjenta w sepsie. Zmusza do zastanowienia, czy
prokalcytonina jest rzeczywiscie miarodajnym wskaznikiem stanu zdrowia
pacjenta dotknigtego sepsa.

Nalezy zauwazy¢, ze poziom prokalcytoniny rowny 543,0 ng/ml zgodnie
z danymi zawartymi w wielu publikacjach (tabela 4) powinien by¢ wyrazem
niewydolno$ci wielonarzadowej, ktora wystepuje juz przy stezeniu tego
prohormonu wynoszacym 43,35 +20,98 ng/ml. Sktadowymi jej bytyby przede
wszystkim ARDS-ostry zesp6t niewydolnosci oddechowej , ostra niewydolno$¢
nerek, zespot DIC- zespot rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego
oraz niewydolno$¢ watroby. Z kolei u opisywanego pacjenta pojawita sie tylko
niewydolno$¢ nerek. Funkcja uktadu oddechowego byta zaburzona, lecz
wymagal on jedynie wentylacji nieinwazyjnej. Intubacja nie byta konieczna.
W badaniach laboratoryjnych stwierdzono podwyzszony, ale nieznacznie
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poziom markerow watrobowych. Skazy krwotocznej nie stwierdzono.
Wskazniki hemodynamiczne takie jak czgstos¢ akcji serca oraz MAP wahaty sie
na granicy normy lub nieznacznie od niej odbiegaty. Co wigcej stan pacjenta byt
$rednio-cigzki. Chory byt przytomny i1 zachowywal kontakt logiczny
z otoczeniem. Okres hospitalizacji na OIT chorego byt krotki. Trwat 5 dni.
Z pobranych na posiew probek krwi, katu i moczu nie udato si¢ ustali¢ etiologii
zakazenia. Jednak szerokospektralna antybiotykoterapia okazala sie
wystarczajaco skuteczna.

Nalezy jednak pamietaé, ze badania bakteriologiczne obarczone sa czestymi
btedami zaréwno technicznymi jak i laboratoryjnymi czy interpretacyjnymi.
Nawet w najbardziej wartoSciowym badaniu, jakim jest posiew krwi, dodatnie
wyniki otrzymywane sa tylko w okoto 30 do 50% i tylko w takim odsetku
mozna pozna¢ poczatkowg etiologie zakazenia [33]. Wzrost stezenia
prokalcytoniny moze by¢é w takich przypadkach istotnym wskaznikiem
toczacego si¢ procesu chorobowego, ale czy to samo mozna powiedziec
0 objawach klinicznych? Przyktadowo w ostrym bakteryjnym zapaleniu stawow
obserwowa¢ mozna wzrost stezenia PCT przy braku ogoélnych objawow
klinicznych i ujemnych posiewach krwi [32]. Niektore doniesienia naukowe
zaznaczaja, ze ProCT jest mniej niz idealnym markerem zakazenia
| przestrzegaja przed niekontrolowanym stosowaniem prokalcytoniny jako
substytutu do doktadnej oceny klinicznej [13]. Co wazne, poziom krgzacej
ProCT moze by¢ zwigkszony w warunkach niezakaznych oraz moze pozostaé
stosunkowo niski, nawet w posocznicy wywotanej infekcjami bakteryjnymi
[35-37]. Konkretne patogeny mogg wywola¢ odrebng odpowiedZ np. w poza-
szpitalnym zapaleniu ptuc spowodowanym pneumokokami jej poziom znacznie
wzrasta, z kolei jesli przyczyng sg atypowe organizmy, takie jak mykoplazmy
nie obserwuje si¢ podobnej sytuacji. [19,38]. Znane sg tez sytuacje, w ktorych
chorzy maja podwyzszone stezenie PCT, ale nie dochodzi u nich do powstania
procesu zapalnego i nie obserwuje si¢ tez klinicznych objawow zakazenia.
Przykladowo ma to miejsce w raku tarczycy, guzach neuroendokrynnych,
zawale krezki, zawale mig$nia serca, po urazach mechanicznych, w oparzeniach,
a takze po zabiegach operacyjnych.

4. Podsumowanie

Znalezienie idealnego wskaznika sepsy i wstrzasu Septycznego jest bardzo
trudne. Pojawiajg sie atrakcyjne propozycje zastugujace na badania. Zwracaja
uwage na to, zeby w przysztosci, w celu poprawy doktadnosci diagnozowania
| prognozowania sepsy, zastosowaé potaczenie panelu nowych biomarkeréw
i tradycyjnych markeré6w sepsy, co odzwierciedlaloby rozne aspekty reakcji
organizmu czlowieka na zakazenia [30]. Prokalcytonina jest pomocnym
wskaznikiem wczesnego wykrywania sepsy u pacjentow krytycznie chorych.
Niemniej, wyniki badan musza by¢ dokltadnie interpretowane w kontekscie
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historii choroby, badania fizykalnego i oceny mikrobiologicznej [34]. Mimo
duzej predykcji dodatniej, warto$¢ prokalcytoniny nie zawsze koreluje
z wielkoscig zakazenia i stanem og6lnym pacjenta.
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Prokalcytonina, a rokowania w sepsie - opis przypadku

Streszczenie

Wiele badan probuje oceni¢ znaczenie parametrow laboratoryjnych we wczesnym wykrywaniu
sepsy. Liczne badania wykazaty wysoka czuto$¢ i swoisto$¢ prokalcytoniny. Pokazuje to bardzo
dobra warto$¢ predykcyjng dodatnig tego prohormonu jako wskaznika w zakazeniach bakteryjnych,
grzybiczych i pasozytniczych. Zgodnie z aktualnymi zaleceniami, rozpoznanie sepsy jest
wskazaniem do bezzwlocznego wiaczenia szerokospektralnej antybiotykoterapii. W przypadku
rozpoznanego wstrzasu septycznego kazde opdznienie w zastosowaniu odpowiedniej terapii
antybiotykowej jest zwigzana z liniowym spadkiem stopnia przezywalnosci. W tej pracy na
podstawie opisu przypadku zostanie omowiona przydatno$¢ prokalcytoniny jako markera
diagnostycznego w rozpoznawaniu wstrzasu septycznego. Pacjent lat 31 zostat przyjety na Oddziat
Intensywnej Terapii z powodu wstrzasu septycznego wiktajacego cigzkie zakazenie skory i tkanki
podskomej obu konczyn dolnych . Poziom prokalcytoniny u pacjenta oceniony przy przyjeciu
osiagnal bardzo wysoka warto$¢ 543,0 ng/ml. Nalezy wspomnie¢, ze graniczna warto$¢
prokalcytoniny ustalona jest na poziomie 2,0 ng/ml . Pacjent nie wymagal inwazyjnej wentylacji
mechanicznej. Byl przytomny przez caly okres pobytu na Oddziale Intensywnej Terapii , jednak
wymagane bylo farmakologiczne wspomaganie krazenia i terapia nerkozastgpcza. Na podstawie tego
opisu przypadku, warto$¢ predykcyjna dodatnia prokalcytoniny jest kwestionowana.

Stowa kluczowe: sepsa, wstrzas septyczny, prokalcytonina
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Procalcitonin and prognosis in sepsis- case report

Abstract

Many studies tried to assess the relevance of laboratory parameters in early detection of sepsis.
Numerous studies confirmed high sensitivity and specificity of procalcitonin. It displays a very
good positive predictive value in bacterial, fungal, and parasitic infections. According to current
recommendations, diagnosis of sepsis urges a rapid administration of a broad-spectrum antibiotic
therapy. Any delay in the proper antibiotic treatment of a diagnosed septic shock is associated with
a linear decrease in survival rate. In this report, the relevance of procalcitonin as a diagnostic tool
in septic shock is discussed. The patient aged 31 was admitted to the Intensive Care Unit because
of a septic shock caused by a severe infection of the skin and subcutaneous tissue of both lower
limbs. The patient’s procalcitonin level assessed at admission reached an extremely high value of
543,0 ng/ml. It is worth mentioning that the cut-off value of procalcitonin is established at 2,0
ng/ml. The patient did not require invasive mechanical ventilation. He was conscious during the
entire period of stay in the Intensive Care Unit, however circulatory support and renal replacement
therapy were required. According to this case report, positive predictive value of procalcitonin is
questioned.

Keywords: sepsis, septic shock, procalcitonin
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TKANKA KOSTNA — BUDOWA, FUNKCJE | METABOLIZM

1. Wprowadzenie

Kosci — twory stanowigce rusztowanie dla organizmu oraz wchodzace
w sktad uktadu ruchu, ze wzgledu na swoja strukture charakteryzujaca sie
niezwykla twardos$cia, trwatoscia i wytrzymatoscia moga sprawia¢ wrazenie
narzagdow stalych i1 nieaktywnych metabolicznie. W rzeczywistosci jednak
tkanka kostna jest systemem bardzo dynamicznym, podlegajacym ciggtym
zmianom majacym na celu dopasowanie si¢ zar6wno do czynnikow wewnet-
rznych, jak i zewngtrznych. Cykliczna przebudowa tkanki kostnej opiera si¢ na
dwoch procesach: kosciotworzeniu i resorpcji kosci. W procesach tych gtowna
rolg petnig dwa typy komoérek kostnych: komorki kosciotworcze — osteoblasty
oraz osteoklasty, zwane komorkami kosciogubnymi [1, 2].

W okresie wzrostu i rozwoju organizmu trwaja intensywne procesy produkcji
i modelacji masy kostnej, zachodzi wzmozony wzrost kosci na dtugos¢ i grubosé,
a takze nabywanie przez nie odpowiedniej masy | wytrzymatosci. W wieku okoto
30 lat czlowiek osigga tak zwany punkt szczytowej masy kostnej i od tego
momentu metabolizm kostny jest nastawiony przede wszystkim na remodelacje,
pozwalajaca na utrzymanie odpowiedniej masy i struktury szkieletu. Wraz
z wiekiem procesy ko$ciogubne zaczynajg przewaza¢ nad kosciotworzeniem, na
co wplyw majg m.in. niedobory hormonéw i zmniejszenie stgzenia niektorych
pierwiastkow w surowicy, skutkujace obnizeniem aktywnosci osteoblastow
i zwiekszeniem aktywnos$ci osteoklastow. Postepujagca z wiekiem utrata masy
kostnej jest zjawiskiem fizjologicznym, dotykajacym kazdego czlowieka, ktore
W zaawansowanym wieku moze prowadzi¢ np.do rozwoju osteoporozy czy
groznych ztaman [1, 3, 4].

Homeostaza metaboliczna mikro§rodowiska kosci jest niezwykle wazna, a jej
zachwianie wystepuje w przebiegu roznych chorob, ktorym towarzyszy
wzmozona utrata masy kostnej, takich jak: osteoporoza, nowotwory kosci,
choroby przyzebia, choroba Pageta, szpiczak mnogi, osteomalacja i wiele
innych. Dlatego tez zachowanie rownowagi migdzy procesami resorpcji kosci
| osteogenezy pelni istotng role w utrzymaniu zdrowia catego organizmu [3, 5].

! zurekaleksandra@wp.pl;
2 Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Zaktad Wirusologii
i Immunologii, http://mww.biolbiot.umcs.lublin.pl/;
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2. Budowa i funkcje tkanki kostnej

Tkanka kostna buduje szkielet stanowiacy rusztowanie dla organow, ktory
W potaczeniu z ukladem mig$niowym odpowiada za zdolnosci lokomocyjno-
ruchowe. Kosci chronig rowniez narzady wewnetrzne oraz szpik kostny przed
uszkodzeniami. Kolejna wazna funkcja tkanki kostnej jest zwigzana z jej
aktywnos$cig metaboliczng. Jest ona rezerwuarem wielu waznych pierwiastkow,
tj.: magnezu, fosforu i wapnia (w tkance kostnej gromadzi si¢ 99% wapnia, 88%
fosforu i okoto 50% magnezu), reguluje réwniez ich st¢zenie, co jest niezbedne
do utrzymania homeostazy jonowej organizmu [3].

Tkanka kostna, ze wzgledu na budowe histologiczng, dzieli si¢ na dwa
rodzaje: grubowtdknista i drobnowtodknisty. Posta¢ grubowtodknista (splotowata),
w ktorej przewaza substancja nieorganiczna, zas komorek kostnych i macierzy
organicznej (osteoidu) jest niewiele, pojawia si¢ juz w zyciu ptodowym i jest
stopniowo zastepowana przez tkanke drobnowtoknista (blaszkowata), zacho-
wujac si¢ u dorostych, np. w szwach kos$ci czaszki, wyrostkach zebodotowych,
czy miejscach przyczepu Sciegien do kosci. Widkna kolagenowe sa w niej
utozone w grube, nieregularne peczki. Tkanka kostna drobnowldknista,
okreslana mianem kosci wtornej, u dorostego czlowieka buduje zdecydowana
wiekszo$¢ szkieletu (wchodzi w sktad kos$ci ptlaskich i dlugich). Sklada sie
z blaszek kostnych o grubosci 3-7 um zbudowanych z wiokien kolagenowych,
osteoidu i substancji mineralnej [6, 7]. Wiokna kolagenowe zbudowane
z kolagenu typu I tworza tu regularna strukture i sa utozone pojedynczo.
Pod wzgledem morfologicznym mozna wyrézni¢ dwa typy tej tkanki: zbita
i gabczastg [3, 8].

Ko$¢ gabczasta, zwana inaczej beleczkowa (Rys. 1.) charakteryzuje si¢
porowata struktura (przypominajaca gabke), zbudowana z beleczek kostnych
tworzacych trojwymiarowa sie¢. W oczkach tej sieci znajduje sie szpik kostny.
Stanowi ona okoto 20% ko$¢éca i znajduje si¢ w nasadach kosci dtugich,
trzonach kregdéw i wewnatrz kosci ptaskich. Kosc zbita (korowa) jest to ciasno
upakowana, zmineralizowana tkanka tworzaca tzw. systemy Haversa (osteony) —
cylindryczne struktury zbudowane z ciasno utozonych blaszek kostnych,
otaczajacych centralny kanal, w ktérym przebiegaja naczynia wlosowate oraz
nerwy (Rys. 2.). W obrebie blaszek kostnych, badz tez pomiedzy sasiadujacymi
blaszkami, znajduja si¢ jamki kostne, w ktoérych utozone sg komorki kostne —
osteocyty, kontaktujgce sie¢ miedzy sobg za pomocag wypustek cytoplaz-
matycznych. Caly osteon jest zaopatrywany w substancje odzywcze poprzez
drobne odgatezienia naczyn krwionos$nych biegnacych wzdtuz kanatu Haversa,
tzw. kanaly Volkmanna, ktore zapewniaja rowniez potaczenie migdzy
poszczegdlnymi osteonami [8, 9, 10, 11]. Tkanka kostna zbita stanowi 80%
ko$¢éca i tworzy trzony kosci diugich oraz zewnetrzng warstwe nasad
i pozostatych kos$ci, decydujac o ich wytrzymato$ci mechanicznej [3].
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Powierzchnia kosci, zarbwno z zewnatrz, jak i od wewnatrz pokryta jest
warstwa tkanki lacznej wioknistej, nazywanej okostng (warstwa zewnetrzna)
i srodkostng (warstwa wewngtrzna). Okostna pokrywa zewngtrzng cze$é kosci
z wyjatkiem powierzchni stawowych. Jej gorna warstwa bogata jest we witokna
kolagenowe, za$ cze$¢ przylegajaca bezposrednio do kosci zawiera komorki
osteogenne (mogace réznicowaé si¢ w osteoblasty). W okostnej znajduja si¢
nerwy i drobne naczynia krwiono$ne, ktére wnikajag do wnetrza kosci przez
kanaly Volkmanna. Srodkostna pokrywa natomiast wewnetrzng cze$é kosci,
znajduje si¢ tez wewnatrz jam szpikowych oraz wysciela kanaty Haversa
i Volkmanna. Zbudowana jest z nieaktywnych komorek osteogennych, ktore
mogg réznicowac si¢ w osteoblasty np. podczas gojenia si¢ ztaman [3, 6, 12].

KANAL HAVERSA
BLASZKI KOSTNE

WEWNETRZNE \KIFZZERNTZ2Y  JAMKA KOSTNA

72 KANAL
BLASZKI Y HAVERSA
KOSTNE S
ZEWNETRZNE KOSC
GABCZASTA
KOSC ZBITA
Rys. 1. Tkanka kostna gabczasta [13] Rys. 2. Schemat budowy osteonu [14]

2.1. Komorki kostne

Komorki tkanki kostnej wywodzg si¢ z linii mezenchymalnej. Ich prekursory,
pluripotencjalne komoérki osteogenne, pod wplywem czynnikéw trans-
krypcyjnych oraz hormonéw wzrostu mogg réznicowac si¢ w dojrzate komorki
kostne. Wyrdznia si¢ dwa typy komorek osteogennych (prekursoréw komorek
kostnych): preosteoklasty — dajace poczatek linii komorek kosciogubnych
| preosteoblasty, z ktorych wywodza si¢ komorki kosciotworcze. Komorki te
znajduja si¢ zar6wno w rozwijajacej si¢ tkance kostnej, jak i w jej dojrzatej
formie. Komoérki osteogenne wystepujg licznie w okostnej, a takze w $rod-
kostnej wyscielajacej jamy zatok szpikowych, kanaly osteonow i pokrywajace;j
beleczki kosci ggbczastej. Wystepuja rowniez w zregbie szpiku kostnego [3, 12].
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2.2. Osteoblasty

Osteoblasty (Rys. 3.) to jedne z najwazniejszych komorek kostnych, poniewaz
odpowiadaja za tworzenie kosci oraz utrzymuja w stanie rownowagi procesy
resorpcji 1 remodelacji kostnej. Wytwarzaja takze biatka tworzace istote
miedzykomorkowa kosci (kolagen typu I, osteokalcyne, osteonektyng,
proteoglikany) oraz szereg czastek regulatorowych, ktore odpowiadaja za mine-
ralizacjg kosci, a takze reguluja dojrzewanie i aktywnos$¢ osteoklastow [15, 16].

Réznicowanie komorek pluripotencjalnych i dojrzewanie prekursordéw
osteoblastow jest regulowane na poziomie molekularnym przez wiele
czynnikow. Najwazniejszymi z nich sg: RUNX2, Osterix, Cbfal, biatka
zrodziny Wnt i biatka morfogenetyczne kosci (BMPs). Czynniki te dzialaja
na réznych etapach réznicowania i bez ich udziatu osteoblasty nie moglyby
prawidlowo funkcjonowa¢. RUNX2 jest nadrzednym regulatorem dojrzewania
osteoblastow. Reguluje on ekspresje genéw odpowiedzialnych za synteze biatek
macierzy zewnatrzkomodrkowej kosci, takich jak: kolagen typu I (ktory stanowi
90% istoty migedzykomorkowej kosci), osteopontyna, sjaloproteina i osteo-
kalcyna [17,18]. Z kolei czynnik Osterix znany jest jako regulator swoisty tylko
dla osteoblastow i nieobecny w zadnych innych komodrkach. Mechanizm jego
dziatania nie jest jeszcze do konca poznany. Wiadomo jednak, ze ma on wptyw
na ekspresj¢ poznych gendéw zwigzanych zrdéznicowaniem osteoblastow
(np. z wytwarzaniem osteokalcyny) [17,19,20].

Aktywne osteoblasty maja morfologie nabtonkowa, charakteryzuja sie
wysoka aktywno$cig alkalicznej fosfatazy i aktywnie syntetyzujg biatka
macierzy kostnej, a takze czynniki odpowiedzialne za proces jej mineralizacji.
Reguluja roéwniez aktywno$¢ osteoklastow poprzez wytwarzanie czynnikow:
RANKL (ligand receptora aktywujgcego czynnik jadrowy «B) i OPG
(osteoprotegeryna). RANKL (wystepujacy na powierzchni osteoblastow lub
wydzielany przez nie w formie rozpuszczalnej sRANKL) jest ligandem
taczacym si¢ z receptorem RANK, obecnym na niezréznicowanych osteo-
klastach i aktywujacym je do dojrzewania i prawidtowego przeprowadzania
resorpcji kosci. Z kolei OPG, uwalniana na zewnatrz komorki, blokuje dziatanie
RANKL, atym samym uniemozliwia dojrzewanie osteoklastow. Prawidtowe
dziatanie tego systemu jest bardzo wazne, poniewaz warunkuje homeostaze
kosci [21]. Dojrzale osteoblasty moga si¢ rdéznicowaé w oOsteocyty -—
spoczynkowe komorki kostne, ktore wraz z macierza zewnatrzkomorkowa
tworza wlasciwg ko$¢.

2.3. Osteoklasty

Kolejnym, waznym sktadnikiem tkanki kostnej sg osteoklasty (Rys. 4.). Sa to
duze komorki (osiagajace wielkos¢ do 100 pm) z licznymi jadrami, licznymi
mitochondriami oraz rybosomami. Osteoklasty charakteryzuja si¢ wysoka
aktywno$cia winianowoopornej kwasnej fosfatazy (TRAP), katepsyny K,
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anhydrazy weglanowej oraz metaloproteinazy MMP-9. Do ich powstania
dochodzi na drodze fuzji ich jednojadrzastych prekursorow. Aktywne,
resorbujace ko$¢ osteoklasty znajdujg si¢ w jamkach na powierzchni kosci.
W duzej liczbie obecne sa tez w miejscach, gdzie zachodzi intensywna
przebudowa kosci [7, 22].

Podczas resorpcji osteoklasty przylegaja do kosci pofaldowana powierzchnia,
tzw. rgbkiem szczoteczkowym, pokrytym mikrokosmkami, ktére biorg udziat
W transporcie substancji przez btong komoérkowg. Poprzez kosmki osteoklasty
wydzielaja na drodze egzocytozy pecherzyki lizosomalne zawierajace enzymy
hydrolityczne, protony, jony wodoru i chloru, ktore rozktadaja organiczne
i nieorganiczne skladniki macierzy kostnej, w efekcie czego dochodzi
do demineralizacji i degradacji tkanki kostnej. O prawidlowej aktywnosci
osteoklastow §wiadczy powstawanie tzw. zatok resorpcyjnych, czyli ubytkow
macierzy kostnej w miejscu, do ktorego przylega rabek szczoteczkowy komorki
kosciogubne;j [3, 16].

Osteoklasty do rdéznicowania potrzebujg specyficznych sygnatow, tj.: RANKL
oraz czynnika stymulujgcego tworzenie kolonii makrofagow (M-CSF).

Rys. 5. Dojrzaty osteocyt otoczony macierza kostng [25]
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2.4. Osteocyty

Komoérkami najliczniej wystepujacymi w tkance kostnej sa osteocyty
(Rys. 5). Stanowia one do 95% wszystkich komorek kosci. Sg to podstawowe
komorki dojrzatej i uksztattowanej kosci. Powstaja one z osteoblastow, ktore
przestaly wytwarza¢ macierz organiczng i otoczyly si¢ zmineralizowang istota
miedzy-komdrkowa kosci. Dojrzate osteocyty zasiedlaja jamki kostne i kontaktuja
si¢ ze sobg oraz innymi komorkami tkanki kostnej i naczyniami wlosowatymi za
pomocg wypustek cytoplazmatycznych, przebiegajacych przez kanaliki kostne,
tworzac sie¢. Wypustki cytoplazmatyczne umozliwiaja wymiane substancji
odzywczych, zwigzkow niskoczasteczkowych 1 metabolitoéw migdzy komoérkami
anaczyniami krwiono$nymi, zapewniajagc odzywianie nawet komorkom nie
lezacym w bezposrednim sasiedztwie naczyn. Dzieki potaczeniom z innymi
komorkami  kostnymi  osteocyty mogg regulowal procesy  resorpcji
i ko$ciotworzenia. W odpowiedzi na bodzce mechaniczne, czy zmiany stezen
hormonéw (np. estrogenéw i glikokortykoidow) w okolicy zasiedlanej przez
osteocyty, komorki te pobudzaja lub hamuja dziatanie osteoblastow i osteoklastow
wysylajac sygnaty uruchamiajgce resorpcje lub formowanie koscei [3, 12, 26].

Pod wzglgdem morfologicznym wyroznia si¢ dwa rodzaje osteocytow.
Komoérki o ksztatcie wydtuzonym znajduja sie glownie w kosci blaszkowate;,
natomiast osteocyty owalne budujg kos¢ gabczastg. We wcezesnej fazie rozwoju
osteocyty przypominaja budowa osteoblasty, jednak w trakcie procesu
réznicowania nastepuje w nich szereg przemian strukturalnych i funkcjonalnych.
Ostateczna rola osteocytow sprowadza si¢ gtownie do utrzymywania integralno$ci
istoty miedzykomorkowej kosci i jej ochrony przed resorpcjg [6, 27, 28].

2.5. Komérki powierzchni kosci

Komorki powierzchni kosci, zwane takze komoérkami wyscietajacymi kos¢
wywodza si¢ z osteoblastow. Nie majg one zdolnoSci syntezy macierzy
pozakomoérkowej. Maja ksztatt plaski i wydluzony, leza na zewngtrznej
powierzchni istoty pozakomoérkowej kosci, czyli jej nieczynnej, niezmine-
ralizowanej warstwy, ktora nie podlega procesowi remodelacji. Ich gtéwng rola
jest utrzymywanie mineralnej homeostazy miedzy srodowiskiem zewnetrznym
a wewnetrznym kosci, gdyz pelnia funkcje bariery jonowej oddzielajacej plyn
tkankowy od substancji, ktore przenikajg przez osteocyty. Osteoklasty nie maja
zdolno$ci przylegania do niezmineralizowanej, zewngtrznej powierzchni kosci,
dlatego tez komorki wyscietajace ko$¢ petnig rowniez wazna role w procesie
resorpcji. Po odebraniu sygnalu od osteocytéw powierzchniowych kosci,
komorki wyscielajace usuwajg macierz pozakomorkowg pokrywajacg kos¢ i tym
samym umozliwiajg osteoklastom dostep i adhezje do jej powierzchni. Dzigki
temu proces resorpcji moze zachodzi¢ efektywnie [3, 28].
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2.6. Macierz miedzykomoérkowa tkanki kostnej

Substancja migdzykomorkowa kosci stanowi wiekszos¢, bo az 95%
catkowitej masy kostnej. Mozemy wyrézni¢ w niej czgs¢ nieorganicznag,
sktadajaca si¢ z substancji mineralnych, stanowiacych okoto 75% macierzy, oraz
cze§¢ organiczng — tzw. osteoid. W sktad czeSci nieorganicznej macierzy
wchodzg krysztaty hydroksyapatytu odkladajace si¢ w miar¢ procesu
mineralizacji w oczkach sieci, jakg tworzy kolagen nalezacy do osteoidu kosci.
Grupy hydroksylowe soli wapniowo-fosforanowych tworzacych hydroksyapatyt,
moga by¢ cze$ciowo zastgpowane przez grupy weglanowe, cytrynianowe,
atakze chlor, soéd, potas, magnez i fluorr W budowie krysztatéw
hydroksyapatytu wyr6zni¢ mozna zewnetrzng, uwodniong powtoke, bioraca
udzial w wymianie jonéw miedzy krysztalem a macierza kostna. Pod powloka
znajduje si¢ strefa zewnetrzna krysztatu, a nastgpnie jego centrum. Interakcje
hydroksyapatytu z biatkami niekolagenowymi macierzy warunkuja sztywnos$c,
twardo$¢ 1 wytrzymato$é kosci [3, 6, 26].

Cz¢$¢ organiczna macierzy kostnej jest w wiekszoSci zbudowana z kolagenu
typu I, ktorego widkna zgrupowane s3 w tropokolagen wykazujacy
charakterystyczne poprzeczne prazkowanie. Tworza one trojwymiarows sie¢
otaczajaca krysztaly hydroksyapatytu. Kolagen jest powigzany z biatkami
niekolagenowymi macierzy, takimi jak: sjaloproteina, osteokalcyna, osteonektyna,
proteoglikany czy glikoproteiny. W sktad osteoidu wchodza réwniez lipidy,
stanowiagce okolo 2-4% jego zawartosci. Organiczne sktadniki macierzy kostnej
sa aktywnie syntetyzowane i wydzielane przez osteoblasty [7, 29].

3. Metabolizm tkanki kostnej

Tkanka kostna jest strukturg niezwykle dynamiczng, w ktoérej caly czas
zachodza zmiany strukturalne i metaboliczne. Komorki kostne kontaktujg sie
zesobg 1 wydzielaja szereg czynnikow regulujacych ich metabolizm.
Prawidlowy i zréwnowazony metabolizm tkanki kostnej warunkuje poprawne
funkcjonowanie uktadu szkieletowego, ma wplyw na odpowiednia mase,
rozmiary 1 wytrzymatos¢ kosci, wptywa réwniez na utrzymanie homeostazy
gospodarki wapniowo-fosforanowej organizmu [1, 6].

W metabolizmie tkanki kostnej mozemy wyrdzni¢ dwa gtéwne procesy:
modelowanie strukturalne oraz remodelacj¢ kosci. Wzmozona modelacja
ma miejsce w okresie dziecinstwa i dojrzewania, kiedy to szkielet rosnie, a kosci
osiagaja odpowiednie rozmiary i mas¢. Tkanka kostna nabywa wtedy
dostatecznej wytrzymatosci. Osteogeneza zachodzi w tym czasie od powierzchni
podokostnowej, natomiast resorpcja rozpoczyna si¢ od strony jam szpikowych.
U dzieci procesy te przebiegaja tak intensywnie, ze w ciggu roku moze
dochodzi¢ u nich nawet do 50% wymiany ko$éca. U os6b dorostych tempo
przebudowy kos$cCca znacznie spada, a metabolizm kostny jest nastawiony
glownie na remodelacje, czyli wewnetrzng przebudowe kosci. Ma to na celu
utrzymanie odpowiedniej masy i struktury szkieletu, a takze adaptacje kosci
do zmieniajgcych sie warunkow [1,3].
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3.1. Czynniki wplywajace na metabolizm kostny

Metabolizm tkanki kostnej obejmuje szereg skomplikowanych procesow,
regulowanych przez wiele substancji wytwarzanych zaréwno przez komorki
kostne, jak i inne tkanki.

3.2. Czynniki regulujace proces osteoblastogenezy

Wazng grupa czynnikow wplywajacych na proces osteoblastogenezy
sg biatka morfogenetyczne kosci (BMPs). Sa to polipeptydowe czynniki wzrostu
nalezace do nadrodziny TGF-B, ktore reguluja wzrost i roznicowanie
mezenchymalnych komodrek macierzystych w komorki osteogenne oraz
stymuluja dojrzewanie osteoblastow. Biatka te tacza si¢ z odpowiednimi
receptorami btonowymi na prekursorach osteoblastow i aktywuja je. Z kolei
aktywne kinazy fosforyluja wewnatrzkomoérkowe biatka SMAD, ktore indukuja
ekspresje genow docelowych. Skutkuje to réznicowaniem komorek w kierunku
osteoblastow [28, 30].

W procesie osteoblastogenezy wazng role odgrywa rowniez grupa czynnikow
transkrypcyjnych, gléwnie opisanych wczesniej RUNX2 i Osterix, ktore petnia
kluczowg role w procesie dojrzewania komorek kosciotworczych. Obok nich
istotne sg réwniez glikoproteiny Wnt, biorace udzial w regulacji proliferacji
i roznicowania prekursorow osteoblastow poprzez taczenie si¢ ze swoistymi
receprorami (biatko FZD i receptor LDL) i przekazanie do komoérki sygnatu
inicjujacego roznicowanie. Szlak Wnt jest aktywny we wszystkich komoérkach
linii osteoblastycznej (zarowno w prekursorach osteoblastow, wiasciwych
osteoblastach, jak i osteocytach, a takze w komodrkach wyscietajacych kosc).
Pobudza on preosteoblasty do roznicowania, proliferacji oraz stymuluje
przezywalno$¢ komorek kosciotworczych [31, 32, 33].

3.3. Czynniki regulujace proces osteoklastogenezy

Osteoklastogeneza rowniez jest skomplikowanym procesem, wymagajacym
skoordynowanej aktywnosci wielu czynnikdéw. Pierwszym z nich jest czynnik
transkrypcyjny PUI inicjujacy tworzenie osteoklastow. Indukuje on powstanie
p6znych komodrek monocytarnych oraz nieswoiste roznicowanie wczesnych
komoérek monocytarnych. PU1 oddziatuje z czynnikiem MITF regulujac
ekspresje genéw charakterystycznych dla osteoklastow: katepsyny K, kwasnej
fosfatazy 5 oraz receptora zwigzanego z osteoklastem w trakcie jego
réznicowania (OSCAR). Aktywuje on rowniez kolejny czynnik — M-CSF, ktory
indukuje proliferacje wczesnych prekursorow osteoklastow oraz zapobiega ich
apoptozie. M-CSF jest produkowany przez osteoblasty ilimfocyty T
w odpowiedzi na zwickszone stezenie PTH (parathormonu) i dziatanie
czynnikow prozapalnych, tj: TNF-a i IL-1. M-CSF taczy si¢ z receptorem c-fms
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obecnym w blonie prekursorow osteoklastow juz na wczesnych etapach ich
réznicowania [34, 35, 36].

Pozniejsze etapy roznicowania i dojrzewania osteokalstow regulowane sa
przez wspomniany wczesniej system RANK/RANKL/OPG (Rys. 6.).
Whytwarzany przez osteoblasty RANKL jest ligandem dla receptora RANK,
obecnego w blonie prekursorow osteoklastow, ktory aktywuje kaskade sygnatow
stymulujacg powstawanie dojrzatych, zdolnych do resorpcji komorek
ko$ciogubnych. Podczas tych przemian dochodzi miedzy innymi do aktywacji
i uwolnienia czynnika NF-kB, ktory jest transportowany do jadra komorkowego,
gdzie stymuluje ekspresje genéw kontrolujacych cykl komoérkowy oraz genow
warunkujacych osteoklastogeneze (réznicowanie, aktywacje 1 ochrone
osteoklastow przed apoptoza). Osteoprotegryna (OPG) produkowana i uwal-
niana przez osteoblasty jest rozpuszczalnym receptorem kompetycyjnym dla
RANKL. Wspoétzawodniczy ona z RANK przytaczajac jego ligand i tym samym
hamujac dojrzewanie pre-osteoklastow. OPG jest wiec bardzo waznym
czynnikiem regulujagcym homeostaze kosci [37, 38, 39].
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OSTEOKLASTA (OPG BLOKUJE JEGO ROZNICOWANIE)

Rys. 6. Schemat dziatania systemu RANK/RANKL/OPG [7]

3.4. Inne czynniki regulujace metabolizm kostny

Poza opisanymi wyzej, glownymi czynnikami regulujagcymi procesy
osteoblasto- i osteoklastogenezy istnieje szereg innych substancji majacych
wplyw na te procesy.

Cytokiny sg grupa zwiazkow, ktore reguluja niemal kazdy proces metaboliczny
w organizmie. Nie dziwi wiec fakt, ze wiele z nich ma wplyw na funkcjonowanie
komorek tkanki kostnej. W proces osteoklastogenezy zaangazowane sa
nastepujace interleukiny: IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, a takze onkostatyna M (OSM),
czynnik hamujacy biataczke (LIF), czynnik martwicy nowotworow (TNF),
rzgskowy czynnik neurotroficzny (CNTF), czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
granulocytow i makrofagow (GM-CSF). Z kolei cytokiny, takie jak: IL-4, IL-10,
IL-18 oraz IFN-y hamuja rozwdj komorek kosciogubnych [2, 28].
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Czynniki wzrostu oraz ich antagoni$ci stanowig duza grupe zwigzkow
zaangazowanych w regulacje metabolizmu kostnego. Oprocz bialek BMP,
ktorych rola w procesie dojrzewania osteoblastow jest kluczowa, wazne
sg rowniez: plytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), transformujacy czynnik
wzrostu B (TGF-B), insulinopodobne czynniki wzrostu (IGFs) oraz biatka
nalezace do grupy czynnikow wzrostu fibroblastow (FGFs). Czynniki
te stymuluja proliferacj¢ preosteoblastow i ich réznicowanie w dojrzate komorki
kosciotworcze [28].

Hormony, gtéwnie te zwigzane z gospodarka wapniowa organizmu, rowniez
wplywaja na metabolizm osteoblastow 1 osteoklastow. Stymulatorami
osteoklastogenezy sg na przyktad: parathormon i 1,25 dihydroksywitamina Dj
(aktywna forma witaminy D). Ich wptyw na osteoklasty wigze si¢ ze zdolnoscig
indukowania syntezy IL-11 i IL-6 przez komorki zr¢bu. Hormony te reguluja
rowniez wchtanianie i wydalanie wapnia w nerkach i jelitach. Kalcytonina
zkolei jest hormonem hamujacym aktywno$¢ osteoklastow, poniewaz
ma zdolno$¢ kierowania ich na droge apoptozy. Inne hormony, takie jak
estrogeny, glikokortykosteroidy, czy androgeny rowniez moga regulowaé
metabolizm komorek kostnych poprzez stymulacje syntezy odpowiednich
cytokin [6, 28].

Prawidlowe funkcjonowanie osteoblastow i osteoklastow zalezy rowniez
od oddziatywan migdzy komoérkami oraz interakcji typu komorka-macierz
migdzykomorkowa. W oddziatywaniach tych uczestnicza swoiste biatka
powierzchniowe, umozliwiajace przyleganie komorek do siebie i do macierzy
zewnatrzkomorkowej. Dzigki temu komorki moga wymienia¢ substancje
odzywcze miedzy soba i otoczeniem. Biatka te nazywamy czasteczkami
adhezyjnymi. Zaliczamy do nich, m.in.: integryny, selektyny i kadheryny.
Czasteczki adhezyjne sa réwniez zaangazowane w migracje¢ preosteoklastow
i osteoblastow ze szpiku kostnego do miejsc przebudowy ko$ci, uczestniczg
w stymulacji i hamowaniu procesu resorpcji, a takze kontroluja procesy zyciowe
komorek kostnych uczestniczac w procesie apoptozy [3, 28].

3.5. Resorpcja kosci

Resorpcja jest bardzo waznym procesem zachodzacym w tkance kostne;j.
W warunkach fizjologicznych ma ona na celu usunigcie fragmentu kosci,
w ktorej z jakiego$ powodu (zwykle w wyniku starzenia si¢, czy wystgpienia
urazu) doszto do utraty jej wilasciwosci mechanicznych lub uposledzenia
pelionych przez nig funkcji (takich jak wymiana jonowa, ktora jest niezb¢dna
do utrzymywania homeostazy wapniowo-fosforanowej), lub w ktorej procesy
regeneracji zachodzg nieefektywnie [3, 5].

W resorpcji udziat biorg osteoklasty, ktore dzigki obecnosci integryn moga
przylacza¢ si¢ do powierzchni kosci. W procesie adhezji osteoklastow
do macierzy zewngtrzkomorkowej ko$ci uczestniczy glownie integryna o,fs
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obecna w ich btonie, ktéra laczy si¢ ze specyficzng sekwencja aminokwasow
RGD (arginina-glicyna-asparaginian) obecng w glikoproteinach powierz-
chniowych macierzy. Po przylaczeniu do powierzchni ko$ci, komorki
kosciogubne ulegaja polaryzacji i mozna wtedy wyr6zni¢ w nich charakter-
rystyczne strefy: blone bazolateralna, ktéra nie ma kontaktu z powierzchnia
kosci, strefe przylegania, w ktdérej licznie wystepuja integryny oraz rabek
szczoteczkowy — strefe bogata w wypustki zwigkszajace powierzchni¢
osteoklastu, majaca kontakt z macierza pozakomorkowsg kosci. Aktywny,
resorbujacy osteoklast wytwarza szereg enzymoéw powodujacych rozpuszczanie
macierzy mineralnej kosci oraz jej biatkowych sktadnikow. Naleza do nich:
anhydraza weglanowa typu II, katepsyny K, B i L oraz metaloproteinazy. Przez
kosmki rabka szczoteczkowego wydzielane sa réwniez aktywnie protony, co
powoduje zakwaszenie $rodowiska i powstanie tzw. zatoki resorpcyjnej,
w obrebie ktorej stale utrzymywane jest niskie pH (w granicach 3-4). Po
strawieniu przez enzymy, sktadniki macierzy kostnej sa pochtaniane przez
kosmki rabka szczoteczkowego na drodze endocytozy, a nastgpnie wydalane
z przeciwlegltego bieguna osteoklastu. Caty proces resorpcji kosci trwa okoto
trzech tygodni. Jest on wigc znacznie krotszy od procesu tworzenia kosci, ktory
moze trwa¢ nawet do kilku miesiecy [1, 28, 40].

Procesy resorpcji i ko$ciotworzenia sg ze sobg $ciSle powigzane, poniewaz
juz w trakcie trawienia kos$ci przez osteoklasty, z macierzy kostnej uwalniane
sg czynniki, takie jak: TGF-B, PDGF, FGF, BMP, IGF, majace na celu
przyciagnigcie w to miejsce preosteoblastow i ich stymulacj¢ do réznicowania
w dojrzate komorki koSciotworceze [5, 41].

3.6. Remodelacja kostna

Proces wewngetrznej przebudowy kosci, zwany inaczej remodelacja, pozwala
na utrzymanie odpowiedniej masy, struktury i wytrzymatosci szkieletu, a takze
utrzymanie gospodarki wapniowo-fosforanowej organizmu na odpowiednim
poziomie. Remodelacja kostna zachodzi nieustannie, zarowno w kosci korowej
jak 1 beleczkowej, stara tkanka kostna jest wigc stale wymieniana na nowa,
dzieki czemu kosci moga prawidtowo funkcjonowaé przez wiele lat.

Proces remodelacji (Rys. 7.) zachodzi w tak zwanych jednostkach przebudowy
kosci (basic multicellular units — BMUs), w sktad ktorych wchodza osteoblasty,
osteoklasty i osteocyty. Przebudowe kosci mozna podzieli¢ nacztery fazy:
spoczynkowa, aktywacji osteoklastow, resorpcji ikoSciotworzenia. Na uwage
zastuguje fakt, ze w trakcie remodelacji, w odroznienu od modelacji, fazy resorpcji
i kosciotworzenia nie sg od siebie oddzielone przestrzenniec — zachodzg w tym
samym miejscu, od strony podokostnowej (w procesie modelacji kostnej fazy te
zachodza na odrgbnych powierzchniach kosci) [5, 28, 42].

W  pierwszej fazie remodelacji dochodzi do wycofania si¢ komorek
wyscietajacych z powierzchni kosci. Ma to miejsce pod wptywem sygnalu

83



ALEKSANDRA ZUREK, MACIE] FRANT, ARKADIUSZ CZERWONKA, BARBARA ZDZISINSKA

dochodzacego z wnetrza kosci, na przyktad w wyniku mikrouszkodzen, ktore
aktywuja komorki wyscietajace do wydzielania czynnikéw stymulujacych
przycigganie w to miejsce osteoklastow 1 ich réznicowanie. Po odstonigciu
powierzchni kosci (ktéra ma zosta¢ usunigta) i aktywacji osteoklastow na drodze
szlaki RANKL/RANK/OPG, dochodzi do przylaczenia sig¢ komorek
kosciogubnych do kosci i nastgpuje faza resorpcji. Faza ta trwa okoto 3 tygodni
i konczy si¢ apoptoza osteoklastow. Po jej zakonczeniu nastepuje kolejny etap, czyli
faza koSciotworzenia, w ktorej osteoblasty zasiedlaja utworzong wczeéniej zatoke
resorpcyjng i zaczynaja produkowac osteoid i1 biatka powodujace jego mineralizacje.
Po zakonczeniu procesu mineralizacji macierzy kostnej, ktory trwa kilka miesigcy,
osteoblasty uwiezione w oczkach jej sieci przeksztalcaja si¢ w osteocyty,
a W obrebie danej jednostki przebudowy znajduje si¢ dojrzata kos¢ [42, 43].

Komérki wyscielajace  Osteoklast

Gy > Komérki wyscielajace
- Y Makrofagi Osteoblasty et
\ SN ~ - O« 5 4 osteoid
‘ ey  (.) ’:f“?f?:\\‘;s 1 —
R teocyty A% P LB ~— Nowa kos¢
Osteocyty ——Stara kos¢

Rys. 7. Schemat przebiegu procesu remodelacji kostnej [44]

4. Podsumowanie

Procesy opisane powyzej ukazuja niezwykla zlozonos¢ 1 dynamike
metabolizmu tkanki kostnej. Fakt, ze jest ona najtwardsza tkanka w naszym
organizmie, nie oznacza wcale, ze jest tworem stalym i niepodlegajacym
zmianom. Komorki tkanki kostnej nieustannie wspolpracuja ze soba,
wydzielajac czynniki dziatajace jako aktywatory badz inhibitory proceséw
metabolicznych w niej zachodzacych. Zachowanie rownowagi miedzy tymi
procesami jest niezbgdne do prawidlowego funkcjonowania nie tylko uktadu
szkieletowego, ale takze catego organizmu.
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Tkanka kostna — budowa, funkcje i metabolizm

Streszczenie

Tkanka kostna - najtwardsza tkanka taczna, ktora buduje nasz szkielet, oprocz funkeji strukturalnej
pelni réwniez wazng role metaboliczng. Struktura tkanki kostnej obejmuje elementy zaréwno
organiczne, jak i mineralne. Macierz miedzykomoérkowa kosci, wytwarzana przez komorki
kosciotworcze sktada si¢ w znacznej czgsci z kolagenu typu I i dzigki procesowi mineralizacji
decyduje o takich wiasciwosciach tkanki kostnej jak twardo$¢ i wytrzymalo$¢ oraz odpornosé
na bodzce mechaniczne. Komorki kostne - osteoblasty, osteocyty i osteoklasty wyksztatcity
system wzajemnych zaleznosci, dzigki ktéremu wspolpracuja w budowaniu kosci, a takze
usuwaniu jej uszkodzonych fragmentéw. Procesy modelacji, remodelacji i resorpcji kostnej
warunkuja zachowanie przez szkielet odpowiedniej masy, wymiardow i wytrzymatosci, a takze
utrzymanie gospodarki wapniowo-fosforanowej na odpowiednim poziomie. Zachowanie
rownowagi miedzy tymi procesami jest niezwykle wazne dla stanu zdrowia calego organizmu.

Stowa kluczowe: tkanka kostna, osteoblasty, osteoklasty, remodelacja kosci

Bone tissue - structure, function and metabolism

Abstract

Bone tissue - the hardest connective tissue, which builds our skeleton, in addition to its structural
function, plays also an important metabolic role. Bone structure includes both organic and mineral
components. Bone extracellular matrix, produced by osteoblastic cells, consists largely of type |
collagen and due to the process of mineralization it determines such bone tissue properties
as hardness, strength and resistance to mechanical stimuli. Bone cells - osteoblasts, osteocytes and
osteoclasts have developed the system of mutual dependencies through which they cooperate
in bone building and removing its damaged fragments. The processes of modeling, remodeling and
bone resorption are requisite for proper skeletal mass, bone dimensions and strength, as well as for
the maintenance of calcium and phosphate at the appropriate levels. The balance between these
processes is extremely important for the health of the whole body.

Keywords: bone tissue, osteoblasts, osteoclasts, bone remodeling
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ZYLAKI POWROZKA NASIENNEGO - DIAGNOSTYKA ORAZ
PRZEGLAD WSPOLCZESNYCH METOD LECZENIA,
ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM ZABIEGOW
WEWNATRZNACZYNIOWYCH

1. Wstep

Czesto$¢ wystepowania schorzenia szacuje si¢ na 10% (5-17%), za§ w grupie
mezczyzn cierpiacych na nieplodno$¢ odsetek ten wzrasta do 30%. U 15%
chorych jest to dolegliwo$s¢ wrodzona. Wystepuje czgsciej lewostronnie
w stosunku 10:1, obustronnie u ok 10% pacjentow, wytacznie prawostronnie —
u 1-2%. Najczesciej problem ten dotyczy mezezyzn w wieku 15-35 lat [1].

Prawa zyta jadrowa uchodzi pod katem ostrym do zyly gléwnej dolnej na jej
powierzchni przednio-bocznej, na wysokosci trzonu kregu L2. W 8%
przypadkow uchodzi ona do zyly nerkowej prawej. Lewa zyta jadrowa przylega
do tuku Trietza, utworzonego przez tetnice okreznicza goérng i matg zyle
krezkowsg. Oddala si¢ ona od tetnicy jadrowej na wysokosci dolnego bieguna
nerki lewej i biegnie pionowo w gore, uchodzac do zyly nerkowej lewej pod
szerokim katem zwrdconym w prawo. Wystgpowanie podwojnego ujscia zyly
jadrowej lewej stwierdza sie¢ w 19%, potrojnego w 1% przypadkoéw [2].
Obecnos¢ potaczen zylnych pomigdzy obiema zytami jadrowymi stwierdza si¢
w okoto 55% przypadkdéw. Galezie boczne zyl jadrowych tacza si¢ z systemem
zyly wrotnej, stanowigc odplyw dla niewielkich zyt jelita grubego (w 76%
przypadkow) [3].

Dodatkowo, krew zylna z jader i okolicy krocza moze odplywac trzema
innymi drogami: zyta sromowg zewnetrzng, zyta przewodu odprowadzajacego,
zyla dzwigacza jadra [4].

Nie ustalono dotychczas jednoznacznej etiologii zylakow powrdzka
nasiennego. W literaturze istnieje podziat etiopatogenezy na czynniki pierwotne
i wtorne [5]. W wigkszosci przypadkow, gdy zylaki powrdzka nasiennego
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sg zwigzane z utratg plodnosci, maja one charakter pierwotny. Przypuszczalna
etiologia nieptodno$ci na tle zylakow powrdzka nasiennego jest rozpatrywana
w kontekscie parametréw hemodynamicznych uposledzonego drenazu zylnego
[6, 7], zmiany miejscowych stosunkéw anatomicznych [8], patologii tkanek
migkkich okolicy krocza, zaburzen hormonalnych — miejscowych, jak
i osiowych. Mechanizm hipoksji jest rowniez brany pod uwage [9]. Gdy zylaki
powrozka nasiennego sg zwigzane z utrata plodnosci, w wickszosci przypadkow
majg one charakter pierwotny [10].

2. Diagnostyka

Choroba przebiega bezobjawowo w wickszosci przypadkow. Pacjenci
wyczuwaja niekiedy powickszenie wymiardw jadra, zglaszaja uczucie
dyskomfortu i tepy bol w tej okolicy.

Za zloty standard w rozpoznawaniu tej dolegliwo$ci uwaza si¢ badanie
wenograficzne. Diagnostyka zylakow powrozka nasiennego opiera si¢ rowniez na
badaniu fizykalnym, USG z opcja doppler. W ocenie stanu pacjenta warto réwniez
uwzgledni¢ wptyw zylakoéw powrdzka nasiennego na ptodnosc. Wiadomo, ze ten
sam stopien rozwoju zylakow moze mie¢ rozny wplyw na funkcje jader [11].
Diagnostycznie istotne sg tu: ilo$¢ plemnikéw, poziom hormonow piciowych
(testosteron, estradiol, FSH, LH), badanie histopatologiczne tkanki jader. Istniejg
jednak doniesienia o braku wptywu poprawy tychze parametréw na ptodnosé [12].
Wsteczny odptyw krwi w naczyniach zylnych splotu wiciowatego oraz w zyle
jadrowej stanowi objaw bezwzglednie patognomoniczny dla zylakéw powrozka
nasiennego. Zylaki powrdzka nalezy rdéznicowaé z wodniakiem jadra lub
powrdzka nasiennego, przepukling mosznowa, torbiela nasieniowa, zapaleniem
najadrza, guzem jadra [13].

Badanie ultrasonograficzne jest czula metoda obrazowania struktur worka
mosznowego. Nalezy je przeprowadzaé jednoczes$nie z badaniem fizykalnym.
Pacjent powinien by¢ badany w pozycji stojacej, a nastgpnie lezacej — podczas
proby Valsalvy i przy normalnym oddychaniu. Badanie umozliwia pomiar
srednicy zyt splotu wiciowatego, pozwalajac wykry¢ zylaki powrozka o srednicy
powyzej 2-3 mm [14]. Zastosowanie opcji doppler umozliwia doktadne
odréznienie tetnic i zyt oraz rozpoznanie odwrdcenia kierunku przeptywu krwi —
bez wzgledu na szerokos$¢ zyty jadrowe;.

3. Leczenie

Celem leczenia jest zlikwidowanie wstecznego przepltywu krwi w zyle
jadrowej, wylaczenie z obiegu krwi poszerzonych zyl splotu wiciowatego
oraz krazenia obocznego od poziomu stawu krzyzowo — biodrowego
lub powyzej spojenia tonowego. Prowadzi to do zmniejszenia obrzeku i poprawy
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jakosci nasienia — obnizonej liczby plemnikéw, zmniejszonej ich ruchliwosci
oraz nieprawidtowej morfologii [15].

Wskazania do leczenia obejmuja: duze, dokuczliwe zylaki, zwigkszenie ilosci
form niedojrzatych w nasieniu, obnizong ilo$¢ plemnikow < 20 min/ml,
zmniejszenie ruchliwo$ci plemnikéw do 30-50% normy. Wyrazne zmniejszenie
wymiaréw jadra wraz ze wspotistnieniem jednej lub wielu ww. zmian réwniez
powinno sktoni¢ do podjecia leczenia [16]

Przeciwwskazania do zabiegu operacyjnego sa podobne jak dla ogoétu
procedur chirurgicznych. Przeciwwskazania do zabiegu embolizacji sg przede
wszystkim skutkiem niekorzystnych uwarunkowan anatomicznych. Jest
to rownoznaczne z brakiem mozliwosci wprowadzenie cewnika selektywnie
do zyly jadrowej. Niebezpieczenstwo przedostania si¢ srodka sklerotyzujacego
do sasiednich obszaréw odplywu zylnego réwniez jest wskazaniem do odsta-
pienia od wykonania zabiegu. Uczulenie na $rodki cieniujgce rowniez
uniemozliwia jego przeprowadzenie. Wybodr konkretnej metody jest uzalezniony
kazdorazowo od warunkow anatomicznych [17].

3.1. Metody chirurgiczne

Chirurgiczne podwigzanie chorobowo zmienionych naczyn zylnych
pozostaje najczesciej stosowang metoda leczenia zylakow powrdzka nasiennego.
Zabiegi chirurgiczne mozemy podzieli¢ na otwarte zabiegi podwigzania zylakow
(zamknigcie wysokie, pachwinowe, podpachwinowe), zabieg laparoskopowy
i mikrochirurgiczny.

Wysokie podwiazanie zylaka jest wykonywane przez podluzne naciecie.
Rozpoczyna si¢ ono 5 cm przysrodkowo i ponizej kolca biodrowego przedniego
gornego, okolo 5 cm powyzej pierscienia pachwinowego gtebokiego, ciagnie si¢
przysrodkowo. Nalezy odroznié tetnice i zyle jadrowa. Naczynie tetnicze jest
stosunkowo male i odroznienie to moze sprawia¢ trudnosci. Nalezy odszukaé
wszystkie odgatezienia zyty jadrowe;j i je podwigza¢. Zasadniczym powiklaniem
zabiegu jest obrzgk jadra, trwajacy do 18 miesigcy, opisywany u 7%
operowanych [18].

W dostgpie pachwinowym nacigcie jest wykonywane w pachwinie.
Rozpoczyna si¢ powyzej i bocznie do guzka tonowego, ciagnie si¢ bocznie
wzdtuz linii skérnych $ciany dolnej brzucha. Nasieniowod wraz z tetnica, zyla
I naczyniami limfatycznymi powinny zosta¢ odroznione i zachowane. Pozostate
struktury zylne powinny zosta¢ zidentyfikowane i wypreparowane do zamk-
nigcia. Wszystkie te naczynia zylne moga stanowi¢ sktadowe zylakéw powrdzka
nasiennego. Wszystkie pozostale tetnice i naczynia limfatyczne powinny zostaé
jasno zidentyfikowane i zachowane w celu uniknigcia powiktan. Nacigcie
w otwartym dostgpie podpachwinowym jest wykonywane na poziomie
pierscienia pachwinowego zewnetrznego. Uwidocznienie powrdzka nasiennego
jest mozliwe dzigki temu bez przecinania lub rozwarstwiania zadnego mig$nia
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czy $ciggna. Dostep ten cechuje si¢ mniejsza inwazyjnos$cig i mniejszymi
powiktaniami bolowymi w poréwnaniu z obiema powyzszymi metodami
operacyjnymi. Istotng niedogodnos$cia jest fakt, ze na poziomie tego dojscia
W zasadzie wszystkie naczynia zylne posiadajg odgatezienia. Wiaze si¢
to z konieczno$ciag wypreparowania wiekszej ilo§ci naczyn zylnych o mniejszej
srednicy. Powigkszenie optyczne jest zalecane do przeprowadzania zabiegu
ta metoda.

Otwarte chirurgiczne zamknigcie zylakow powrdzka nasiennego moze
skutkowa¢ réznorakimi wynikami klinicznymi. Mozliwe powiktania, o czesto$ci
5-30%, to: wodniak jadra, niezamierzone zamknigcie naczynia tg¢tniczego,
atrofia jadra, uszkodzenie nasieniowodu, zapalenie najadrza, krwiak i zakazenie
rany pooperacyjnej. Czestotliwo$¢ nawrotow/przetrwania zylakow w tym
sposobie leczenia to 10-45%.

Laparoskopowe zamknigcie zylakéw powrozka rozpoczyna si¢ od wytwo-
rzenia odmy otrzewnowej i umieszczenia troakaréw. Tylna blaszke otrzewnej
nacina si¢ bocznie od naczyn jadrowych i okoto 2 cm powyzej pierScienia
pachwinowego glebokiego. W tym miejscu nie ma niebezpieczenstwa
uszkodzenia naczyn biodrowych zewnetrznych. Naczynia jadrowe nalezy
wypreparowaé. Po wypreparowaniu naczyn jadrowych i uniesieniu ich ku gorze
zaktada si¢ 4 klipsy oraz przecina naczynia migdzy klipsem 2 a 3. W razie
trudnos$ci z identyfikacjg tetnicy mozna ostrzykngé peczek naczyniowy
roztworem papaweryny lub 2% lidokainy — przeciwdziata skurczowi naczyn
tetniczych. Obustronne zylaki mozna jednoczasowo zaopatrzy¢ ta metoda. Czas
zabiegu rzadko przekracza 30 minut. Jest to procedura jednodniowa w wielu
osrodkach [19].

Laparoskopowe zamkniecie zylakow powrdzka nasiennego posiada istotng
zalete w postaci mozliwosci dokonania podwigzania w czesci blizszej, w poblizu
ujscia do zyly nerkowej. Na tym poziomie tylko jedna lub dwie duze zyty
sg obecne, co wymaga zamkniecia mniejszej ilosci naczyn. Te¢tnica jadrowa
na tym poziomie nie oddaje jeszcze odgalgzien i czesto wyraznie odrdznia sig
od naczyn zylnych powrdzka nasiennego.

Niepowodzenie leczenia laparoskopowego miesci si¢ W przedziale 6-15%
przypadkow [20]. Jest ono zwigzane gtownie z zachowaniem okototetniczego
zwoju zyt towarzyszacych (venae comitantes). Podwigzanie venae comitantes
jest z kolei rownoznaczne z zamknieciem danej tetnicy. Pozostawienie droznej
tetnicy jadrowej zostalo zestawione w kilku badaniach z czgsto$cia nawrotow
badz niepowodzen leczenia. Opisano nieznaczne pogorszenie wynikow leczenia
jako skutek pozostawienia tetnicy (3,5-20%) [21]. Kolejng wazng przyczyng
niepowodzenia leczenia laparoskopowego jest obecno$é rownoleglych zyt
obocznych, ktére wychodzac z jadra, uchodza do zyly jadrowej wewngtrznej
W jej czgéei blizszej od wykonanego zamknigcia.

Zabieg mikrochirurgiczny z dojscia podpachwinowego wydaje si¢ byc¢
najbardziej zaawansowang chirurgiczng metoda leczenia dolegliwosci. Stosuje
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si¢ mikroskop operacyjny, uzyskujac powigkszenie rzgdu 10-25x. Ma to
pozytywny wpltyw na wyniki leczenia, na tle zabiegdw operacyjnych z uzyciem
lupy [22]. Naczynia tetnicze sg identyfikowane, analogicznie do pozostatych
metod chirurgicznych. Powigkszenie optyczne utatwia t¢ czynno$¢, zwlaszcza
w przypadkach obkurczenia tetnic po manipulacji i wystepowania licznych
drobnych odgatezien tetniczych. Metoda ta znaczaco obnizyta czgstotliwose
nawrotow/niepowodzen leczenia, wynoszac tu 0-2%. Czestos¢ powiktan jest
réwniez niewielka — 1-5%. Sa one takie same jak w pozostatlych metodach
chirurgicznych [23]. Czas zabiegu to okoto 30 do 60 minut.

3.2. Metody wewnatrznaczyniowe

Wspdtczesnie nie ma metody endowaskularnego leczenia zylakow powrdzka
uwazanej za jednoznacznie najlepsza. SposOb przeprowadzania zabiegu,
jak i materiaty embolizacyjne, byty przez lata stopniowo udoskonalane. Wyboér
konkretnego materialu embolizacyjnego moze zaleze¢ od jego ceny, dostgpnosci
na rynku, bezpieczenstwa zastosowania, preferencji operatora, uwarunkowan
anatomicznych zyly jadrowej wewnetrznej (ISV). Materialty ptynne badz
sklerotyzujace mozna rozprowadzi¢ skuteczniej, niz materiaty state (np. spirale).
Daje to szanse¢ skuteczniejszego wylaczenia z krazenia rozgalgzien czy naczyn
obocznych ISV. Roéwnoczesnie mozna zastosowaé¢ obydwa w/w rodzaje
materiatlow. Techniczna skutecznos$¢ zabiegu wynosi 95-100%, pomimo stoso-
wania réznorodnych materialdow. Nizszy odsetek skutecznosci byl zazwyczaj
zwigzany z niemozno$cig skutecznego cewnikowania ISV. Dla populacji
pediatrycznej zaproponowano metode umozliwiajaca zachowanie blizszych
czgsci ISV, w okresie jej wzrostu. Takie zalozenie moze okazaé si¢
W przysztosci wazne w leczeniu przypadkéw nawrotéw zylakow w wieku
pozniejszym [24].

Stosuje si¢ znieczulenie miejscowe oraz w razie potrzeby preparat
sedatywny. W czasie trwania zabiegu pacjent znajduje si¢ na stole angio-
graficznym, lezac na plecach. Przebieg zabiegu monitorowany jest technika
fluoroskopowsg. Pacjent otrzymuje ochron¢ przed promieniowaniem X na
krocze. Jest takze pouczany co do sposobu wykonania manewru Valsalvy, jesli
technika zabiegu tego wymaga. Mozna positkowa¢ si¢ uprzednio wykonanym
wenogramem.

Skleroterapia ma zastosowanie, gdy nie wystgpuje masywne cofanie si¢ krwi
do zyly nerkowej lub do zyly gléwnej dolnej w czasie wykonywania proby
Valsalvy. Gdy zyta jadrowa jest szeroka, do podania preparatu uzywany jest
cewnik z balonem, ktéry ma na celu uszczelnienie ujsScia zyly jadrowej.
Zapobiega to przedostania si¢ Srodka sklerotyzujacego do obwodowego systemu
zylnego, co moze prowadzi¢ do groznych powiklan w postaci np. zatorow
ptucnych. Skleroterapia wsteczna (retrograde sclerotherapy) jest szeroko
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opisana w literaturze. Klinicznie cechuje si¢ dobrymi wynikami leczenia oraz
wysokim odsetkiem pomy$lnie przeprowadzonych zabiegow.

Spirale Gianturco-Wallace znajduja tu rowniez zastosowanie. Przygotowanie
pacjenta jest takie samo, jak do angiografii. Umieszczenie spiral w zylakowato
zmienionym naczyniu poprzedza ocena Wwystepowania krazenia obocznego
i rozgalezien zylnych. W $wietle umieszczane sa 2-4 gniazda spiral, najczesciej
na wysoko$ci pierScienia pachwinowego wewnetrznego, stawu krzyzowo —
biodrowego oraz w 1/3 gornej zyly jadrowej. Uzywane sa spirale o $rednicy
0 érednicy 3-10 mm, system .035/.038. Rozmiar spirali powinien by¢ 10-20%
wigkszy od zyly. Materiat sklerotyzujacy mozna zastosowa¢ dodatkowo, w celu
zamknigcia drobnych odgatezien oraz ustabilizowania spirali. Ilos¢ $rodka
sklerotyzujacego na gniazdo spirali to okolo 2-3 cm. Zakrzepica zylakéw
powrozka powstaje do 20 minut po zabiegu. Skuteczno$¢ embolizacji wynosi
82%. Po zabiegu zalecany jest spoczynek w t6zku przez okoto 2 godziny.
Wypisu mozna dokona¢ po ustapieniu dziatania $rodka sedatywnego, jesli byt
stosowany.

Embolizacja zylakéw powrdzka przy pomocy klejow cyjanoakrylowych
(NBCA) jest jedng z dostepnych metod leczenia tej dolegliwosci. Cewnik
przesuwany jest wstecznie do przeptywu krwi w naczyniu. Ocenie podlega
umiejscowienie naczynia, wielkos¢ i obecno$¢ krazenia obocznego na tym
poziomie. Umieszczamy nastgpnic NBCA w patologicznie zmienionym
naczyniu. Po zakonczeniu procedury wykonujemy koncowy wenogram ISV
W celu upewnienia si¢ o zamknigciu wszystkich gatezi zyly. Cewnik usuwamy,
po czym uciskamy manualnie przez 10 minut okolice wprowadzenia cewnika
do uktadu zylnego. Obserwacj¢ pacjenta zaleca si¢ prowadzi¢ przez 2-3 godziny,
po czym w razie braku komplikacji mozna go wypisa¢. Aktywnos$¢ zawodowa
pacjent moze podjaé juz nastgpnego dnia, z zaleceniem unikania dzwigania
cigzkich przedmiotoéw przez najblizsze kilka dni.

Powiktania embolizacji zyly jadrowej wystepuja w 1-5% przypadkow.
Obserwuje si¢ obrzek w okolicy pachwiny i jadra, ktory ustepuje po 3-4 dniach,
bol lewej okolicy lgdzwiowej, reakcje uczuleniowg na S$rodek cieniujacy.
Zakrzepica zyly udowej wystepuje w mniej niz 1% przypadkow. Zabieg bardzo
rzadko moze by¢ powiklany martwica jadra oraz przebiciem zyly jadrowej
z wynaczynieniem krwi — czemu dodatkowo towarzyszy bol [25].

4. Dyskusja

W literaturze istniejg rozbieznosci juz co do celowosci zabiegowego leczenia
zylakow powrozka nasiennego jako przyczyny nieptodnosci. Udowodniono,
ze leczenie takie poprawia parametry nasienia, jak ilos¢ plemnikéw,
ich ruchomos¢, zmniejsza odsetek plemnikow nieprawidtowych, a takze lokalnie
obniza temperature drenowanego przez naczynie zylne jadra i zmniejsza stres
oksydacyjny. Koncowy efekt (endpoint) powinien jednak odpowiada¢ sytuacji
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klinicznej pacjenta, a takze jego oczekiwaniom co do danej procedury
leczniczej. Przed podjgciem leczenia warto zatem rozwazy¢ mozliwe
do osiggniecia cele. Prospektywna obserwacja pacjentow poddanych leczeniu
jest wazna dla ewaluacji korzysci w perspektywie czasu. Dla przyktadu, w celu
leczenia nieptodno$ci meskiej nalezy poszukiwaé metody umozliwiajacej
stosunkowo szybka poprawg parametrow nasienia i poziomu testosteronu
U pacjenta. Analiza prospektywna pozwala nastgpnie oceni¢ odsetek powodzen
prokreacyjnych w jednostce czasu, przedstawi¢ te skuteczno$¢ w odniesieniu
do zaawansowania choroby przed leczeniem, przyporzadkowaé czesto$é
niepowodzen do konkretnej metody leczenia.

Rozumienie wieloaspektowosci nieptodno$ci meskiej jest kluczowe
dla pacjentéw poddajacych sie zabiegowemu leczeniu zylakow powrozka
nasiennego. Laczenie zamknigcia zylakow powrdzka z zatozeniem jak najszyb-
szego uzyskania cigzy, w sposob bezposredni i z pominigciem pozostatych
waznych czynnikoéw, jest problemem wielu oméwien badan klinicznych [26].

Badania kliniczne oceniajace skuteczno$¢ poszczegdlnych metod sa jednak
trudne do przeprowadzenia. Uplyw czasu potrzebny do ostatecznej oceny
skutecznosci jest dla poszczegdlnych pacjentow nie do zaakceptowania.
Rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie nowych parametréw do oceny wplywu
zylakow powrdzka na ptodnosé, takich jak wspotczynnik fragmentacji DNA
(DFI), czy oznaczanie reaktywnych form tlenu (ROS) [27] jako markera stresu
oksydacyjnego. Przy porownywaniu wynikéw badan klinicznych nalezy wziaé
pod uwage czynniki roznigce poszczegélne grupy badawcze, takie jak ich
liczebno$¢, kryteria doboru pacjentéw, wiek partnerek, dostepne/zastosowane
metody leczenia, czas oczekiwania na potomstwo po zabiegu, dotychczasowy
okres nieptodnosci czy odsetek wynikow nieistotnych statystycznie.

Odsetek sukcesu prokreacyjnego u pacjentow po przebytym leczeniu
zylakoéw powrdzka nasiennego waha si¢ W przedziale od 25% do 35% -
w wigkszosci randomizowanych badan [28, 29] , z czego ok 14% poczgé
uzyskuje si¢ metodami rozrodu wspomaganego. U 50% chorych cierpigcych
na zylaki powrdzka i nieptodnoscterapia umozliwia zaniechanie procedury
rozrodu wspomaganego 1 wigzacego si¢ z tym pozyskania nasienia bezposrednio
z jadra [30].

Najlepsza metoda leczenia zylakéw powrdzka nasiennego powinna cechowac
si¢ jak najwyzsza czgstoscig posiadania potomstwa przez pacjenta, poprawa
opisanych wyzej parametrow nasienia, przy mozliwie najrzadszym
wystepowaniu powiktan. W praktyce klinicznej metoda taka powinna umoz-
liwia¢ zamknigcie wszystkich naczyn zylnych drenujgcych splot wiciowaty
z zachowaniem droznosci tetnic i naczyn limfatycznych.

Poréwnanie dostgpnych metod chirurgicznych przeprowadzono w badaniu
[31]. Najkrotszy czas zabiegu zanotowano podczas stosowania metody
laparoskopowej. Wczesne powiklania pooperacyjne oraz czas powrotu do pracy
byty poréwnywalne we wszystkich ocenianych metodach. Najnizszg czestos¢
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nawrotoOw 1 najrzadsze tworzenie si¢ wodniaka zapewniata metoda mikro-
chirurgiczna. Wszystkie metody skutkowaly znaczaca poprawa jakosci nasienia,
wyrozniala si¢ tutaj rowniez metoda mikrochirurgiczna.

Metoda mikrochirurgiczna staje si¢ w niektoérych osrodkach rutynowa
metoda leczenia dolegliwos$ci. Brane sa tutaj pod uwage stosunkowo korzystna
poprawa jakosci nasienia, poziomu testosteronu. takze u chorych z nawrotami
zylakoéw powrozka. Ryzyko powiktan jest minimalne [32].

Skleroterapi¢ i zabiegi chirurgiczne z laparotomig poroéwnato badanie [33].
Czas zabiegu byl znacznie krotszy podczas skleroterapii. Takze ruchomosé
plemnikow poprawiala si¢ szybciej w tej metodzie. Czgstos¢ powiktan
i nawrotow byla porownywalna. Skleroterapia zostala takze pordwnana
z zabiegiem laparoskopowym w badaniu [34] Do poréwnania uzyto okoto 6%
subklinicznych przypadkow zylakéw powrdzka. Jedynie 62% pacjentéw
przeszto leczenie tej dolegliwo$ci z powodu nieptodnosci. Uzyskano nieistotne
statystycznie réznice w czesto$ci nawrotow. Pozostale powiktania pooperacyjne,
jak 1 koszty zabiegu byly wyraznie nizsze w przypadku skleroterapii.

Embolizacja zylakow powrdozka nasiennego przy uzyciu klejow
cyjanoakrylowych zostata opisana przez Sze i wsp. [35] jako metoda leczenia
nawrotow choroby po uprzednim leczeniu chirurgicznym. W wenogramie
pacjenci prezentowali krazenie oboczne do ISV, a takze liczne rozgalezienia
naczynia, co wydaje si¢ tlumaczy¢é wystapienie nawrotéw zylakow powrdzka.
Wykorzystano dostgp ramienny badz udowy. Pacjentow wypisano odpowiednio
1 i 4 godziny po zakonczeniu procedury, w zaleznosci od wybranego dostepu
naczyniowego. Uzyskano 100% skuteczno$¢ leczenia, obserwujac pacjentow do
6 miesigcy po zabiegu. U cze$ci pacjentow oprocz kleju zastosowano
jednoczesnie spirale. Jedynym obserwowanym powiktaniem bylo zakrzepowe
zapalenie splotu wiciowatego u pacjenta, ktory 6 dni po zabiegu dzwigat cigzkie
bagaze.

Opisano takze skuteczno$¢ techniczng innych metod endowaskularnych
w leczeniu nawrotow zylaka powrdzkach po okluzji chirurgicznej. Punekar i
wsp. [36] uzyli spiral do zamknigcia ISV u 24 pacjentow, uzyskujac 85%
skutecznosci zabiegu. Nie sprecyzowano jednak, jakie metody chirurgiczne byly
uprzednio stosowane. Feneley wsp. [37] u 27 pacjentéw zastosowali metode
skleroterapii, z 78% powodzeniem. Przypadki nawrotow byly powiklaniem
chirurgicznego tzw. wysokiego zamknigcia ISV.
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5. Whnioski

Bazujac na przytoczonych badaniach klinicznych, mozemy wysunaé
nastgpujace spostrzezenia: (i) Leczenie zylakow powrdzka moze istotnie
zwigkszy¢ spermatogeneze i przywroci¢ dostateczna produkcje plemnikow. (ii)
Metody embolizacyjne umozliwiaja szybsza poprawe parametrow nasienia
W poroéwnaniu z metodami chirurgicznymi. (iii) Czgsto$¢ wystepowania
powiktan w przypadku embolizacji jest obecnie nizsza niz w przypadku metod
chirurgicznych (z wylaczeniem zabiegu mikrochirurgicznego).
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Zylaki powrézka nasiennego — diagnostyka oraz przeglad wspélczesnych
metod leczenia, ze szczegélnym uwzglednieniem zabiegéw wewnatrz-
naczyniowych

Streszczenie

Jako jedna z mozliwych przyczyn nieptodnosci meskiej uwaza si¢ w wystepowaniu zylakow
powrdzka nasiennego. Czgsto$¢ wystgpowania schorzenia szacuje si¢ na 10% (5-17%),
za§ W grupie mezczyzn cierpiacych na nieptodno$¢ odsetek ten wzrasta do 30%. Przypuszczalna
etiologia nieptodnosci na tle zylakoéw powrdzka nasiennego jest rozpatrywana w kontekscie
parametréw hemodynamicznych uposledzonego drenazu zylnego, zmiany miejscowych stosunkow
anatomicznych, patologii tkanek migkkich okolicy krocza, zaburzen hormonalnych -
miejscowych, jak i osiowych. Poszukuje si¢ metod leczenia zylakow powrdzka nasiennego,
ktore gwarantowalyby mozliwie maksymalng skuteczno$¢ przy jak najmniejszym odsetku
nawrotow, a takze innych powiktan. Niniejsza praca zawiera skrotowy opis jednostki chorobowe;j,
przegladowe przedstawienie wspolczesnie stosowanych metod leczenia zylakow powrozka
nasiennego, a takze dyskusje na temat zalet 1 wad poszczegdlnych metod leczenia. Przedstawienie
problemu klinicznego poprzedzono opisem anatomicznym i patofizjologicznym, z uwzgled-
nieniem zmiennosci oraz poszczegdlnych mechanizméw, bedacych przyczyng badz nastepstwem
wystepowania zylakow powrdzka nasiennego. Ma to na celu podkreslenie specyfiki leczenia,
a takze przedstawienie parametrow, bedacych przedmiotem szerokiej polemiki w literaturze.

Stowa kluczowe zylaki powr6zka nasiennego, embolizacja, nieptodno$¢ meska
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Male varicocele — diagnostic standards and review of actual treatment
methods, including endovascular procedures

Abstract

Male varicocele is considered to be one of male infertility risk factor. Occurence of this vascular
abnormality is estimated to be 10% (5-17%) in general population and up to 30% in subpopulation
of men with clinically confirmed infertility. The male varicocele as the etiologic factor
of infertility is suspected in the context of hemodynamic impaiment in the spermatic vein, defficts
of local anatomy, soft tissue of scrotum area pathology, hormonal disorders — both local and axial.
The desired treatment method for varicocele should provide the most possible technical success
chance along with minimal recurrence risks and other complications possibility. This article
contains a brief description of the disease, the systematic review of currently accepted treatment
methods of male varicocele, as well as the discussion about positives and negatives of these
treatment options. The clinical problem analysis is precceeded by anatomical and pathological
description, including the anatomical variability and the particular mechanisms underying
the varicocele formation and occuring in course of it is development. The aim of this review
is to describe the current approaches to the treatment and to present the actual discussion area
in that matter.

Keywords male varicocele, embolization, male infertility
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