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Tomasz Wandtke®, Adrian Krajewski®, Arkadiusz Goede®

Terapia genowa w niedoborze a-1-antytrypsyny

1. Wstep

Alfa-1-antytrypsyna (AAT) to glikoproteina ostrej fazy z frakcji alfa-1-
globulin o cigzarze molekularnym 52kDa i diugosci 394 reszt amino-
kwasowych [1, 2]. AAT to jeden z najsilniejszych krazacych w osoczu
inhibitoréw proteaz serynowych zaliczany do nadrodziny serpin [2]. Biatko
to produkowane jest gldwnie w watrobie przez hepatocyty, a takze w mniej-
szym stopniu przez komorki epitelialne jelit, neutrofile oraz makrofagi
pecherzykowe [3-7]. AAT wykazuje aktywno$¢ hamujaca wobec wielu
réznych enzymoéw i mediatoré6w prozapalnych, w tym gltownie wobec
elastazy pochodzenia neutrofilowego uwalnianej w wyniku reakcji zapalnej,
ale takze wobec takich biatek jak: proteinaza-3, katepsyny, kaspaza-3 oraz
alfa-defensyny [2].

Niedobor — Alfa-1-antytrypsyny (AATD) to genetyczna choroba
monogenowa po raz pierwszy opisana przez Larella i Erikssona w roku 1963
[8, 9]. Czestsze wystepowanie standow zapalnych w obrgbie dolnych drog
oddechowych oraz wczesny rozwoj rozedmy ptuc, a takze u czgséci chorych
(<10%) symptomatyczna choroba watroby, to typowe objawy charakter-
rystyczne dla AATD [10]. Aktualnie podejrzewa si¢, ze wzrost prawdo-
podobienstwa wystapienia takich jednostek chorobowych jak rozstrzenie
oskrzeli, astma a nawet zapalenie naczyn krwiono$nych takze jest powigzane
z wystegpowaniem defektu genetycznego powodujacego AATD [10-13].
Prawidtowy poziom krazacej w osoczu AAT u zdrowych oséb waha sig¢
miedzy 15 a 30uM [2]. Spadek prawidtowo dziatajacej AAT w osoczu ponizej
11uM skutkuje wzrostem prawdopodobienstwa wystapienia objawow
choroby pluc wywotanej lokalna degradacjg tkanki tacznej [1, 2].
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Terapia genowa wydaje si¢ by¢ niezwykle atrakcyjnym rozwigzaniem
w leczeniu AATD. W wariancie suplementacyjnym, majgcym na celu pod-
wyzszenie poziomu AAT w osoczu, jej zastosowaniu sprzyja stosunkowo
niewielka dlugo$¢ sekwencji kodujacej AAT, a takze fakt ze moze ulegac
ona sekrecji z dowolnej komorki odkad wiadomo, ze biatko to przejawia
swoja aktywno$¢ w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej. Przeprowadzono
dotychczas wiele prob z zastosowaniem wirusowego (wektory gammaret-
rowirusowe, adenowirusowe, lentiwirusowe i inne) i niewirusowego
transferu genoéw. Niektore z prowadzonych analiz osiggnely status badan
klinicznych, ktére nadal trwaja [9].

Czeg$¢ z prob leczenia AATD przewiduje wykorzystanie potaczenia
techniki suplementacyjnej terapii genowej z technikg supresyjng, co ma
istotne znaczenie szczegélnie u pacjentow, ktorzy przejawiaja objawy
watrobowe wynikajace z akumulacji nieprawidtowej, zmutowanej formy
AAT w hepatocytach. Rozwigzanie takie ma na celu jednoczesne
podniesienie poziomu prawidlowo funkcjonujacej AAT w osoczu oraz
roztozenie nieprawidtowej formy AAT skumulowanej w hepatocytach
odpowiadajacej za ich uszkodzenie [14].

W dalszej czes$ci artykulu zostanie dokonany przeglad aktualnych
osiagnie¢ oraz perspektyw przed jakimi stoi terapia genowa AATD. Pewna
cze$¢ uwagi zostanie poswigcona takze badaniom klinicznym wykorzys-
tujacym zdobycze terapii genowej w probach leczenia tego schorzenia.

2. Terapia genowa AATD

Szczegodlowy obraz kliniczny AATD zostat wielokrotnie opisany w wielu
opracowaniach I nie jest tematem przewodnim tego opracowania. W celu
zapoznania si¢ z tym zagadnieniem, zaleca si¢ siggna¢ po odpowiednie,
wskazane przez autorow, pozycje literaturowe [12, 15].

Jedynym sposobem leczenia AATD zaaprobowanym przez Amery-
kanska Agencje ds. zywnosci i lekow (FDA) jest aktualnie tzw. terapia
zastgpcza, polegajaca na cotygodniowych dozylnych iniekcjach rekom-
binowanych preparatow AAT. Odkad potwierdzono, ze stosowane rozwig-
zanie pozwala osigga¢ protekcyjne stgzenia AAT (11pM) w surowicy,
terapie tego rodzaju uznano za efektywng i chronigcg przed rozwojem
choréb ptuc wynikajacych z AATD. Prezentowane rozwigzanie jest kla-
syczym przyktadem terapii suplementacyjnej, majgcej na celu zrekom-
pensowaé deficyt AAT w krwioobiegu. Jednak konieczno$¢ cotygo-
dniowego podawania drogich preparatow przez caty okres zycia osoby
chorej jest znaczacym ograniczeniem dla powszechnego stosowania tego
rozwigzania. Co wigcej, o ile zastosowanie terapii suplementacyjnej umoz-
liwia podniesienie poziomu AAT w surowicy do poziomow ochronnych
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dla ptuc, to metoda ta nie pozwala na leczenie pojawiajacej si¢ u czesci
0sOb choroby watroby (homozygoty ZZ) wynikajacej z akumulacji nie-
poprawnie sfaldowanych czasteczek AAT w hepatocytach. Nie istnieje
aktualnie zaden, poza przeszczepem watroby, przyczynowy sposob
leczenia AATD. Jego przeprowadzenie z reguly sprzyja poprawie roko-
wania, jednoczesnie chronigc przed p6zniejszym rozwojem rozedmy phuc.

Brak leczenia przyczynowego, znaczny koszt terapii suplementacyjnej
0 charakterze objawowym, jej krétkotrwaty efekt, a u czesci pacjentow
Z objawami choroby watroby catkowity brak nieinwazyjnych perspektyw
terapeutycznych stat si¢ przyczyng poszukiwania nowych, skuteczniejszych
i wydajniejszych sposoboéw leczenia AATD. Jednym z obiecujacych
rozwigzan sa techniki suplementacyjnej i/lub supresyjnej terapii genowej.
W dalszej czgsci tego rozdzialu zostang przedstawione najwazniejsze
kierunki badan podjete w terapii genowej AATD.

2.1. Transfer wirusowy

Znakomita wigkszo$¢ przeprowadzonych badan majacych na celu
wykorzysta¢ techniki terapii genowej w leczeniu AATD zostata oparta
0 transfer terapeutycznych fragmentow kwasow nukleinowych do wngtrza
komoérek docelowych za pomocg modyfikowanych wektorow wirusowych.
Najliczniejsze z badan przeprowadzono z uzyciem rekombinowanych
wektorow wirusowych opartych na szkielecie wirusow towarzyszacych
adenowirusom (Recombinant adeno-associated virus — rAAV). W mnigj
licznych, ale nie mniej waznych badaniach podjeto takze proby wyko-
rzystania wektoréw retrowirusowych, lentiwirusowych, adenowirusowych.

2.1.1. Retrowirusy

Pierwsze z doniesien o mozliwym wykorzystaniu technik terapii
genowej w leczeniu AATD siggaja 1986 roku. Blisko 30 lat temu Ledley
oraz Woo po raz pierwszy zaproponowali model terapeutyczny oparty
o retrowirusowy transfer genu ludzkiej AAT (hAAT). W warunkach
hodowli in vitro uzyskali ekspresje hAAT w zainfekowanej wektorem linii
komoérkowej mysich fibroblastow (NIH3T3), stwarzajac tym samym
perspektywy dla przysztych eksperymentow oraz dajac nadzieje na terapic
o charakterze zastegpczym [16]. Rok po6zniej Garver i wspolpracownicy
udowodnili, ze transfer genu hAAT z udzialem wektora retorwirusowego
PN2-FAT, skutkowat produkcja przez mysia lini¢ komorkowa w2/FAT
glikozylowanej, zdolnej do hamowania elastazy neutrofilowej i stabilnej
formy tego biatka. Autorzy po raz pierwszy zasygnalizowali mozliwo$¢
zastosowania opisanej metody do modyfikacji poza organizmem komorek
progenitorowych szpiku kostnego pacjentow z AATD, a nast¢pnie ich
autologicznego przeszczepu w celu naprawy defektu genetycznego [17].
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Transfer retrowirusowy genu AAT w probach in vivo prowadzonych na
psich modelach zwierzgcych, okazat 516; jednak tylko czesciowo skuteczny
Model zaproponowany przez Kay i wspolpracowinkow opierat si¢ na
izolacji psich hepatocytow oraz ich nastepczej hodowli i transdukcji
w warunkach in vitro wektorem retrowirusowym LNCX niosgcym gen
AAT. Ich ponowna transplantacja skutkowata stosunkowo krotka ekspresja
AAT, efektami ubocznymi podjetej terapii, w tym w czesci przypadkow
takze $miercig zwierzat [18]. W wielu badaniach majacych na celu wyko-
rzystanie technik terapii genowej w leczeniu m.in. SCID-X1, udowodniono
szkodliwy pronowotworowy wplyw wektorow retrowirusowych, przeja-
wiajacy si¢ zjawiskiem mutagenezy insercyjnej skutkujacej rozwojem
chorob nowotworowych [19]. Jest to aktualnie jeden z glownych czynni-
kow ograniczajgcych badania nad ich szerszym wykorzystaniem w terapii.

2.1.2. Adenowirusy

Problem mutagenezy insercyjnej przed jakim stawiatly nosniki
retrowirusowe, zostal rozwigzany przez nie integrujace si¢ z genomem
komoérki docelowej wektory adenowirusowe. Lemarchand i wspotpra-
cownicy dowiedli ze transfer genu dla AAT do komorek zyly pepowinowe;j
w warunkach ex vivo z wykorzystaniem tego typu wektora (zmody-
fikowany adenowirus typu 5 niezdolny do replikacji) jest niezwykle
skutecznym rozwigzaniem, odkad stwierdzono w odczynie Northern Blot
obecnos¢ mRNA dla tego genu, a testem ELISA potwierdzono obecno$é
AAT w perfuzacie na poziomie 13ug/ml. Pespektywa terapii genowej
AATD z wykorzystaniem komorek o charakterze endotelialnym, wydawata
si¢ szczegélnie atrakcyjng recepta ze wzgledu na znaczng ich ilos¢
W ludzkim organizmie i tym samym potencjalnie wynikajaca z tego
zwielokrotniong syntez¢ deficytowego biatka [20]. Skuteczny transfer genu
AAT z udzialem wektorow adenowirusowych potwierdza takze kilka
innych doniesien. Prawidtowa ekspresj¢ biatka uzyskano takze w warun-
kach in vivo na modelach zwierzgcych. Zastosowanie wektoréw adenowi-
rusowych pozwalalo na uzyskanie przejsciowej ekspresji AAT w dwodch
kluczowych dla AATD miejscach: w komoérkach pochodzacych z drog
oddechowych (model szczurzy) oraz w hepatocytach (model mysi) [21, 22].

Jednak zaleta wektorow adenowirusowych polegajaca na ich niezdol-
nosci do integracji z genomem komorki, okazata si¢ takze ich wadg. Nie-
zdolno$¢ do zapewnienia statej ekspresji biatka, zmuszata do wielokrotnej
aplikacji terapeutycznego nosnika. Adenowirusy, jak i wektory powstate na
ich bazie w konsekwencji okazaty si¢ silnie immunogenne, dlatego tez jak
w przypadku wektorow retrowirusowych odstgpiono od dalszego rozwoju
tego systemu w leczeniu AATD.
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2.1.3. Wirusy towarzyszace adenowirusom (AAYV)

AAYV to jednoniciowe wirusy DNA zaliczane do rodziny Parvoviridae
[23]. Niewatpliwg zaleta AAVs jest brak patogennos$ci, gdyz jak dotad nie
poznano zadnych powaznych jednostek chorobowych bgdacych wynikiem
ich dziatalno$ci. W przeciwienstwie do retrowirusé6w i wektoréw skonstru-
owanych na ich bazie, rekombinowane wektory AAV praktycznie w ogodle
nie integrujg si¢ z genomem komorki docelowej co eliminuje ryzyko
przypadkowej onkogennej mutagenezy insercyjnej [19, 24]. Ponadto,
rAAVs posiadajg zdolnos¢ do dhugiego utrzymywania si¢ w komorce
docelowej, a takze co jest ich najwigksza niepodwazalng zaleta, wykazuja
zdolnos¢ do infekowania komorek dzielgcych si¢ jak i tych ktore juz
podzialom nie podlegajg [25, 26]. Jako no$niki gendéw terapeutycznych
idealnie spelniaja swoje zadanie takze dlatego, iz wydaje si¢ ze nie sg
zdolne, w przeciwienstwie do wektoréw adenowirusowych, do indukcji
odpowiedzi cytotoksycznej, a jedyna reakcja uktadu odporno$ciowego
przejawia si¢ w produkcji przeciwcial neutralizujgcych czasteczki tych
wirusow [27, 28].

Wszystkie wymienione czynniki sprawity, ze rekombinowane wektory
oparte na wirusach towarzyszacych adenowirusem (rAAV) okazaly sie¢
w probach leczenia AATD rozwigzaniem stosunkowo najskuteczniejszym,
ale takze i bezpieczniejszym od pozostatych. Eksperymenty terapeutyczne
prowadzone z ich udzialem czesto skupiaja si¢ na optymalizacji ekspres;ji
leczniczego transgenu, ktorej wydajnos¢ wydaje si¢ by¢ zalezna od takich
czynnikow jak: serotyp wektora AAV, promotor pod kontrola ktoérego
znajduje si¢ transgen, sposob i docelowe miejsce podazy czy obecnos¢
przeciwciat neutralizujgcych bedaca wynikiem wczesniejszej ekspozycji na
okreslony serotyp wirusa AAV [25, 26, 29-35].

Jedne z najwczesniejszych doniesien o wykorzystaniu rekombi-
nowanych wektorow AAV w probach terapii AATD pochodza z roku 1998.
Eksperymenty prowadzone przez Song i wsp. zakladalty wprowadzenie
rAAVs niosacych gen dla hAAT do komorek mysich migéni szkieletowych
za pomocg wektorow w ktorych transgen znajdowal si¢ pod kontrolg
promotora dla wirusa CMV. Tak podj¢te dziatania pozwalaly na osiag-
nigcie 4-tygodniowej, stosunkowo zadowalajacej ekspresji transgenu,
jednak przy bardzo duzej podazy czasteczek wirusowych (co najmniej
5x10') [29]. Stosunek wielkosci organizmow: cztowiek/mysz zmusit ten
sam zespol do optymalizacji metody na rzecz redukcji iloSci wprowa-
dzanych nosnikéw niosacych gen terapeutyczny, w celu uniknigcia
ewentualnej odpowiedzi odpornosciowej. Optymalizacja metody polega-
jaca na 10-krotnie mniejszej podazy tych samych nosnikéw do zyly wrotnej
w celu modyfikacji mysich hepatocytow zapewniata podobny poziom

11
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ekspresji AAT w surowicy co transdukcja mysich komoérek migsniowych.
Co wazne, zwierzeta nie wykazywaly zadnych efektow ubocznych w trak-
cie prowadzonej terapii [30].

Podobnie jak w przypadku terapii AATD stosowanej od 1989 roku
polegajacej na podazy oczyszczonej rekombinowanej AAT do krwio-
obiegu, tak i w opisanych wyzej przypadkach, tylko niewielki odsetek
(<3%) AAT zsyntetyzowanej w zmodyfikowanych komorkach dociera do
phuc, gdzie wymagane jest jej faktyczne dziatanie [25]. Ponadto ryzyko
zapalenia watroby powodowanego administracjg znacznej ilosci czastek
AAV do zyly wrotnej, jak raportowano w przypadkach prob terapii
genowej hemofilii B, sktonity do poszukiwania metod podazy wektorow
AAV bezposrednio do pluc gdzie faktycznie niezbedna jest aktywnosc
AAT [31]. Flotte podjat podobne starania jak Song i wsp. udowadniajac, ze
wprowadzenie wektorow kodujacych hAAT opartych na szczepie AAV2
jest skuteczne u myszy takze po podaniu dotchawiczym [32]. Takze
zaproponowana przez zespot Zhang i wsp. genetyczna modyfikacja
ustalonej linii mysich makrofagow J774A.1 za pomoca wektora pAAV-
CB-AI1AT kodujacego hAAT (fuzyjny promotor wirusa CMV i Beta-
aktyny) i nastepcze ich dotchawicze wprowadzenie pozwalalo na osiag-
niecie u myszy, terapeutycznych stezen AAT w plucach [25]. Nastgpna
z kolei, dooplucnowa droga podazy po raz pierwszy zostala zapropono-
wana przez De i wsp. Porownanie wydajnosci zastosowania wektorow
AAV2 i AAVS5 u myszy przyniosto informacje o blisko 10-krotnie wyzszej
obecnosci AAT w surowicy oraz w ptynie oskrzelowo-pgcherzykowym
w przypadku zastosowania serotypu AAVS5. Zastosowana metoda pozwa-
lata na uzyskanie wysokiej (stezenie 1,5 razy wigksze od uznawanego
stezenia terapeutycznego) i dtugotrwatej (powyzej 40 tygodni) ekspresji
AAT w surowicy [31]. Dooptucnowa droga podania wektora wirusowego
w leczeniu AATD przyniosta szereg korzysci: duza dostgp-nos¢ biatka
terapeutycznego dla struktur znajdujacych si¢ w obrgbie klatki piersiowe;,
mozliwo$¢ zastosowania mniejszej dawki terapeutycznego nosnika niz
w przypadku iniekcji dozylnej i co z tego wynika, mniejsze ryzyko efektow
ubocznych w tym odpowiedzi zapalnej wynikajacej z obecnos$ci wektora
wirusowego [33].

Kolejnym problemem jaki postanowiono przezwycigzy¢ w terapii
genowej] AATD z udzialem AAV byly mechanizmy odpornosciowe.
Badania przeprowadzone przez Halbert i wsp. na myszach i psach
dowiodty, ze stosowanie niektorych wektorow AAV (AAV6) w terapii
AATD moze prowadzi¢ do odpowiedzi immunologicznej i szybkiego
zniesienia terapeutycznego efektu wektora wirusowego nawet w warunkach
immunosupresji [36]. Ponadto, przypuszcza si¢, ze blisko 80% ludzi
zostato zainfekowanych w czasie zycia serotypami AAV2 i AAVS, czego
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wynikiem jest obecno$¢ przeciwcial neutralizujacych. Wymienione
wektory sa najczesciej wykorzystywanymi nosnikami gendéw w probach
terapii genowej AATD z udzialem zwierzat. Limberis i Wilson skonst-
ruowali wektor oparty na wirusie AAV2/9, ktory byt zdolny do wydajnej
transdukcji mysich komoérek epitelialnych uktadu oddechowego i syntezy
hAAT, a takze omini¢cia w znacznej mierze wplywu przeciwciat neutra-
lizujacych. Wykonane analizy wykazaty, ze obecno$¢ AAT w mysiej
surowicy charakteryzowata si¢ 60-krotnie wyzszym poziomem niz jak
miato to miejsce w przypadku wektora opartego na wirusic AAVS,
a przeciwciala pojawiajace si¢ po pierwszej aplikacji nosnika niosacego
transgen obnizaty jego ekspresje przy nastepnej podazy tylko o 10%. Co
wiecej wektor pozwalal na osiggniecie stabilnej i bardzo dlugiej bo 9-
miesiecznej ekspresji AAT, co moze by¢ dowodem jego zdolnosci do
transdukcji komoérek progenitorowych w obrebie uktadu oddechowego
[26]. Aby uniknag¢ w przysztych prébach klinicznych wptywu wyprodu-
kowanych przed podaza wektora przeciwciat De i wsp. wykonujac badanie
przesiewowe z wykorzystaniem 25 wirusow AAV zidentyfikowali serotyp
AAVrh.10 rzadko obecny u ludzi, ktory okazal si¢ takze niezwykle
wydajnym narz¢dziem ekspresyjnym. Wykorzystujac wczesniej opraco-
wany model dooptucnowej podazy wektoréw terapeutycznych, udowo-
niono ze uzycie wektora opartego na wirusie AAVrh.10 u myszy przy-
nosito blisko 300% wicksza ekspresje AAT niz w przypadku klasycznie
stosowanych dotad wektorow opartych na wirusie AAVS5 [34]. Wyko-
rzystujac skonstruowany wektor ten sam zespo6t zaprojektowal szerokie
badanie przedkliniczne majgce na celu ocen¢ potencjatu nos$nika oraz
bezpieczenstwa jego stosowania W grupie 280 myszy oraz 36 ssakow
z rzedu naczelnych. Dooplucnowa administracja nosnika pozwalata na
detekcje mRNA dla AAT u naczelnych przez 12 miesi¢ecy od podazy, przy
jednoczesnym braku powazniejszych objawow ubocznych prowadzonej
terapii [35].

Wykazane w wielu badaniach nad AATD: zdolno$¢ do skutecznej
i dlugotrwatej transdukcji  réznych komorek oraz bezpieczenstwo
stosowania wynikajace z optymalizacji nosnikow opartych na wirusach
AAV staly si¢ powodem ich wykorzystania w badaniach klinicznych.

2.2. Supresyjna terapia genowa choroby watroby wynikajacej z AATD

Niedobdér AAT to dziedziczna choroba, ktora nie zawsze manifestuje
swoje objawy tylko z uktadu oddechowego. W czgsci przypadkéw, naj-
czesciej u dzieci, brak aktywnoS$ci protekcyjnej AAT dla ptuc moze wyni-
ka¢ nie tyle ze zmniejszenia syntezy AAT, co nieprawidlowej jej syntezy
i faldowania, a ostatecznie akumulacji w hepatocytach, czemu zawsze
towarzyszy uszkodzenie watroby [37].

W przewazajgcej czesci eksperymenty angazujace techniki terapii
genowej w leczeniu AATD skupiaja si¢ na zapewnieniu prawidlowego
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stezenia AAT w plucach. Istnieje natomiast bardzo mato doniesien na temat
potencjalnych préb genoterapeutycznych leczenia choroby watroby,
wymagajacych usunigcia zakumulowanych, blednie sfaldowanych
czasteczek AAT z hepatocytow.

Nieliczne doniesienia informujg o mozliwym wykorzystaniu w tym celu
interferencji RNA, a w czgéci przypadkow takze rybozymow w celu wyci-
szenia ekspresji wadliwych genéw u homozygot ZZ na etapie potrans-
krypcyjnym. Czg$¢ z tych doniesien informuje o réwnoleglej mozliwosci
odtworzenia protekcyjnego poziomu AAT w surowicy [14, 37-41].

Cruz i wsp. aplikujgc transgenicznym myszom zdolnym do ekspresji Z-
AAT drogg iniekcji do zyly wrotnej, rekombinowany wektor AAV8-3X-
siRNA kodujacy jednoczesnie trzy rozne czasteczki siRNA skierowane
przeciw niewielkim regionom eksonéw 2, 3 i 4 mRNA dla Z-ATT,
osiggneli blisko 3-krotny spadek poziomu krgzacej Z-AAT w surowicy
oraz zahamowanie akumulacji nowych monomeréw nieprawidlowego
biatka w hepatocytach zwierzat doswiadczalnych [38]. Z kolei Li i wsp.
rozszerzyli zamyst poprzednikow, o opcj¢ suplementacyjng, majacg na celu
obok wyciszenia ekspresji wadliwego genu, roéwnoleglte odtworzenie
protekcyjnych dla ptuc pozioméw prawidtowej AAT w surowicy. W tym
celu uzyto wektora AAVE/shRNA-AAT-opt kodujagcego rownolegle:
wyciszajace gen Z sekwencje shRNA oraz prawidlowo funkcjonujaca M-
AAT, ktorej sekwencja zostala zoptymalizowana w taki sposob aby nie
podelga¢ wyciszeniu przez czgsteczki indukujgce proces interferenciji.
Podobnie jak u poprzednikéw proby prowadzono na mysich modelach
w warunkach in vivo [39].

Wsrod metod postulowanych za potencjalnie skuteczne w potrans-
krypcyjnym wyciszaniu ekspresji wadliwych gendéw uja¢ nalezy wyko-
rzystanie rybozymow. Podobnie jak w przypadku wektoréw indukujacych
interferencj¢ RNA, uzycie w ustalonej linii komorkowej raka watroby
nos$nika retrowirusowego kodujacego: swoisty wobec wadliwych form
Z-AAT rybozym oraz zoptymalizowany gen dla AAT niepodatny na jego
dziatanie, pozwalalo na jednoczesne zahamowanie ekspresji wadliwej
formy genu i wzrost stezenia formy funkcjonalnej biatka [40].

3. Terapeutyczne préby kliniczne AATD prowadzone w oparciu
o transfer genow

Do dnia dzisiejszego w rejestrze of the U.S. National Institutes of
Health figuruje ponad 50 doniesien o trwajacych lub zakonczonych
badaniach klinicznych powiazanych z AATD, natomiast tylko trzy z nich
dotycza prob wykorzystania technik terapii genowe;.

Weczesniej przedstawione walory rekombinowanych wektorow opartych
na wirusach AAV sprawity, ze jako jedyne z posrod przedstawionych
W tym opracowaniu rozwigzan osiagnety status $rodka potencjalnie
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przydatnego w badaniach klinicznych [19, 24-27, 42]. Przeprowadzone
dotad w I i II fazie tych prob analizy, potwierdzity wczes$niej obserwowane
w modelach zwierzgcych, bezpieczenstwo ich stosowania [2, 43, 44] .

Oba wymienione badania kliniczne opieraly si¢ na wirusowym
transferze genu hAAT do komdrek migsniowych os6b homo- lub hetero-
zygotycznych pod wzglgdem wystepowania allelu Z i ewentualnie innego
warunkujacego rozwdj AATD. Podstawowa roznica w ich przepro-
wadzeniu polegata na zastosowaniu roéznych nosnikow genu terapeu-
tycznego oraz ich dawek [2, 43-45].

W pierwszym z badan zapoczatkowanym w roku 2004 i zaprojek-
towanym przez T.R. Flotte, ktore jak dotad osiggneto I faze, wykorzystano
wektor rAAV2-CB-hAAT. Niestety, tylko u 1 z 12 0séb poziom M-AAT
oscylowal przejsciowo niewiele ponad poziomem wykrywalnosci [43, 45].

Nieco lepsze rezultaty przyniosto kolejne uruchomione w 2006 roku
badanie, ktore do dnia dzisiejszego osiggnegto II etap. W jego poczatkowej
fazie zaproponowano uzycie innego nosnika genu terapeutycznego:
rAAV1-CB-hAAT. Badanie to miato na celu okresli¢ u dziewigciu pacjen-
tow z AATD podzielonych na trzy grupy, poza bezpieczenstwem terapii,
takze dawki wektora niezb¢dne do osiggnigcia ?ozioméw tera}geutycznych
M-AAT. Przy zastosowaniu dawek 2.2x10" oraz 6.0x10" u czesci
uzyskano statg ekspresje M-AAT powyzej progu detekcji. Jednak, co trzeba
zaznaczy¢, wynosita ona tylko 0,1% wartosci terapeutycznej [44]. W roku
2010 uruchomiono druga faz¢ badania. Zastosowano w niej inng metode
produkcji wektora niz w fazie pierwszej — wykorzystano system komple-
mentacji ludzkiego wirusa opryszczki. Dalsze analizy wykazaty, ze poziom
ekspresji M-AAT byt wyraznie zalezny od dawki wektora i przy najnizszej
zastosowanej ilosci no$nika wirusowego (6.0x10™ czastek/kg) byt dwu-
krotnie wyzszy niz u uczestnikéw pierwszej fazy badania [2].

Dane zebrane w przeprowadzonych dotychczas badaniach klinicznych
potwierdzaja bezpieczenstwo stosowania no$nikow wirusowych opartych
swoja strukturg na wirusach AAV1 oraz AAV2. Konieczne sg jednak
dalsze prace nad optymalizacja tych metod, odkad obserwowane poziomy
ekspresji M-AAT sa wielokrotnie nizsze od minimalnych wymaganych
stezen terapeutycznych.

4. Podsumowanie

AAT to jeden z najsilniejszych krazacych we krwi inhibitoréw proteaz
serynowych, ktorego dziedziczny niedobor prowadzi do groznych nas-
tepstw: wczesnego rozwoju rozedmy ptuc, a w czesci przypadkow takze
uszkodzenia watroby. Osiggalna od 1989 roku terapia AATD polegajaca na
cotygodniowych dozylnych infuzjach oczyszczonej AAT jest droga i ucigz-
liwa dla pacjenta, dlatego wcigz poszukuje si¢ nowych, tanszych,
skuteczniejszych i trwalszych rozwigzan terapeutycznych.
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Terapia genowa od dluzszego czasu stwarza atrakcyjna alternatywe dla
metod konwencjonalnych. Transfer ludzkiego genu AAT i/lub czasteczek
hamujacych ekspresje jej wadliwych form z wykorzystaniem wektorow
wirusowych réznego rodzaju, przynosi w modelach zwierzecych obie-
cujace rezultaty. Ze wzgledu na swoja niepatogenno$¢ oraz sporadyczna
integracj¢ z genomem komorki docelowej, szczegélnie wektory AAV,
stanowig potencjalnie uzyteczne narze¢dzie suplementacyjnej i supresyjnej
terapii genowej w AATD. Liczne walory AAV sprawity, ze jako jedyne
zostaly wykorzystane dotychczas w badaniach klinicznych angazujacych
techniki terapii genowej. Jednak, pomimo ze ich zastosowanie okazalo si¢
bezpieczne, poziom ekspresji wprowadzanego za ich pomoca do miesni
transgenu AAT pozostawal na bardzo niskim poziomie, dalekim od
minimalnego stgzenia terapeutycznego. Uzyskane w probach klinicznych
wyniki zmuszajg do optymalizacji zastosowanych rozwigzan.

Pomimo niezadowalajacych pozioméw ekspresji AAT notowanych
w przytoczonych badaniach klinicznych, znaczny profil bezpieczenstwa
stosowanych rozwigzan powinien zacheci¢ do dalszego rozwoju metod
terapii genowej w leczeniu AATD zgtoszona na Konferencje musi uzyskac
pozytywne recenzj¢ pracownikow naukowych niebedacych wspotautorami
pracy. Komitet Organizacyjny odpowiedzialny jest za wybdr recenzentow
oraz przekazanie ich wskazowek i uwag do autora korespondencyjnego
pracy. Autorzy odpowiadaja za dostarczenie poprawionego dzieta do
publikaciji.
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Terapia genowa w niedoborze a-1-antytrypsyny

Streszczenie

Niedobdér a-l-antytrypsyny to choroba genetyczna przejawiajaca si¢ jakosciowym badz
ilosciowym osoczowym niedoborem glownego inhibitora elastazy neutrofilowej. Rezultatem
niedoboru a-1-antytrypsyny jest przedwczesny rozwdj rozedmy pluc, a takze zaleznie od mutacji
w genie SERPINAL, i/lub symptomatycznej choroby watroby skutkujacej jej nieodwracalnym
uszkodzeniem. Brak jest aktualnie przyczynowych metod leczenia tego niedoboru. Terapia
genowa wydaje si¢ stanowi¢ atrakcyjng alternatywe dla aktualnie stosowane;j terapii o charakterze
suplementacyjnym. Jak dotad, udowodniono zréznicowana skuteczno§¢ prob tego rodzaju,
wykorzystujac m.in. wektory retrowirusowe, adenowirusowe oraz nosniki oparte na genomach
wiruséw towarzyszacych adenowirusom. Te ostatnie, ze wzgledu na swoja niepatogenno$¢ oraz
indukcje tylko humoralnej odpowiedzi immunologicznej, zostaly wykorzystanie w pierwszych
probach klinicznych. Wyniki tych prob, cho¢ wykazywaty zadowalajacy profil bezpieczenstwa
metody, charakteryzowaly si¢ niska skuteczno$cig, co sktania do kontynuowania badan
i optymalizacji metody na rzecz poprawy jej wydajnos$ci.

Stowa kluczowe: niedobor a-l-antytrypsyny, terapia genowa, wirusy towarzyszace
adenowirusom,

Gene therapy of a-1-antitrypsin deficiency

Abstract

a-1-antitrypsin deficiency is a genetic disorder manifesting by a qualitative or quantitative
deficiency of the main inhibitor of neutrophil elastase. The result of a-1-antitrypsin deficiency is
the early development of pulmonary emphysema, and also depending on the mutation in the gene
SERPINAL, and/or symptomatic liver disease resulting in its irreversible damage. Currently,
there are no causal treatment methods of this deficiency. Gene therapy seems to be an attractive
alternative for current supplementation therapy. Efficacy of varied attempts with use of, inter alia,
retroviral, adenoviral and adeno-associated viral vectors have been proven. Adeno-associated
viral vectors, due to their lack of pathogenicity and induction of only a humoral immune response
have been used in the first clinical trials. The results of these tests, however revealed a satisfactory
safety profile, were also characterized by very low efficiency, what leads to need of further
research and optimization of the method.

Keywords: a-1-antitrypsin deficiency, gene therapy, adeno-associated viruses,
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Wiasciwosci fluorescencyjne bialek

1. Wstep

Wprowadzony w 1888 roku przez E. Wiedemana termin luminescencja
oznacza emisj¢ §wiatta, ktore zostalo wywotane przez inne czynniki niz
wzrost temperatury zrodla promieniowania. Mozna wyr6zni¢ kilka
rodzajow luminescencji w zaleznos$ci od sposobu jej powstawania: chemi-
luminescencja, fotoluminescencja, elektroluminescencja, krystalolumi-
nescencja czy tryboluminescencja. Fotoluminescencja jest rodzajem
luminescencji wywotanej pochtanianiem przez czasteczki promieniowania
elektromagnetycznego. Fotoluminescencje dzielimy na fluorescencje
i fosforescencje. Zjawiska te bardzo tatwo mozna przedstawi¢ graficznie za
pomoca diagramu Jablonskiego (Rys. 1). Aleksander Jabtonski (1898-
1980) to wybitny polski fizyk, profesor UMK w Toruniu. Prowadzit
badania dotyczace optyki atomowej i molekularnej. W 1936r. w czaso-
pismie Physik zostata opublikowana pierwotna wersja jego diagramu [1-3].

Spektroskopia fluorescencyjna jest metodg czesto stosowang w ba-
daniach bialek. Z analizy widm fluorescencyjnych danej czasteczki bial-
kowej oraz z ich zaleznosci od r6znych czynnikoéw $rodowiskowych (takich
jak pH, temperatura, lepko$¢) mozna wyciggnac szereg ciekawych wnios-
kow np. na temat struktury przestrzennej biatka czy oddziatywania z inny-
mi czasteczkami. Biatka zawdzieczaja swoje wlasciwosci fluorescencyjne
obecnosci w tancuchu polipeptydowym aromatycznych aminokwasow —
tryptofanu, tyrozyny i fenyloalaniny [1-4].
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Rys.1. Diagram Jabtonskiego [opracowanie wiasne]

Wiasciwosci czgsteczek w stanach elektronowo wzbudzonych (diagram. Jablonskiego,
promieniste i bezpromieniste procesy dezaktywacji stanow). Stany elektronowe: SO — stany
singletowe, T — stan trypletowy; procesy promieniste: A —absorpcja, F — fluorescencja,

P — fosforescencja; procesy bezpromieniste: 1C — konwersja wewnetrzna,

ISC — przejscie miedzy-systemowe.

2. Zjawisko fluorescencji

Wszystkie czasteczki charakteryzuja si¢ posiadaniem odpowiednich dla
siebie poziomow elektronowych, oscylacyjnych i rotacyjnych. Energia
elektronowa jest $ci§le zwigzana z potozeniem elektronéow oraz z odleg-
loscig pomigdzy jadrami atomoéw. Energia oscylacyjna zwigzana jest ze
zblizaniem badz oddalaniem si¢ atomoéw, z ktérych zbudowana jest
czasteczka. Natomiast energia rotacyjna zwigzana jest z wykonywaniem
ruchow obrotowych czasteczki [1-3].

W wyniku absorpcji kwantu czasteczka przechodzi ze stanu podsta-
wowego SO na wysokoenergetyczny stan wzbudzony i przewaznie jest to
nie pierwszy, ale wyzszy poziom oscylacyjny danego wzbudzonego stanu
elektronowego. Czas przebywania czasteczki w stanie wzbudzonym jest
niezwykle krotki. Moze ona powrdci¢ do stanu podstawowego na roézne
sposoby. Moga by¢ to przejscia promieniste lub bezpromieniste. Czasteczka
W stanie wzbudzonym ulega relaksacji oscylacyjnej (przejscie bezpro-
mieniste) 1 przechodzi do najnizszego poziomu oscylacyjnego stanu
wzbudzonego S1. Nastgpnie moze ulec bezpromienistej konwersji wewnet-
rznej i przejs¢ bezposrednio do stanu podstawowego SO o tej samej
multipletowosci lub przej$¢ do stanu SO promieniscie, emitujac energie
kwantu hv. Kiedy przejscie S1-S0 zwigzane jest z emisja promieniowania
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mamy wowczas do czynienia ze zjawiskiem fluorescencji. Caty proces trwa
od 10-9 do 10-8s. [1, 3].

Zgodnie z prawem zachowania energii warto$¢ energii pochlonietej
powinna by¢ rowna warto$ci energii wyemitowanej. Jednak widma
absorpcji i fluorescencji tego samego zwigzku chemicznego nie sa sobie
rowne. Widmo fluorescencji jest przesunigte w kierunku fal o wigkszej
dlugosci. Przyczyna tego zjawiska jest przej$cie elektronéw, nie z osiag-
nigtego podczas wzbudzenia poziomu oscylacyjnego, ale z najnizszego
poziomu oscylacyjnego stanu S1. Foton wyemitowany podczas przejscia ze
stanu S1 do stanu SO ma zatem mniejsza energi¢ niz foton wzbudzajacy.
Przesunigcie widma fluorescencji w kierunku dtuzszych fal elektromag-
netycznych wobec widma absorpcji nosi nazwe przesunigcia Stokes’a
i stalo si¢ podstawg prawa luminescencji. Ze wzbudzonego stanu single-
towego, czasteczka moze przej$¢ na wzbudzony stan tripletowy T1 o innej
multipletowosci. Jest to tak zwane przej$cie migdzysystemowe. Przejscia
promieniste miedzy stanami o roéznej multipletowosci np. T1-SO s3
wzbronione i wiaza si¢ z dluzszym czasem zycia czasteczek w stanie
wzbudzonym. Czasteczka przebywa we wzbudzonym stanie tripletowym
tak dlugo dopdki, pomimo zakazu spinowego, nie powrdci promieni§cie do
stanu podstawowego S0. Zjawisko to nosi nazwe fosforescencji i trwa
dtuzej niz 10-8 s. Po odcigciu zrodla $wiatta wzbudzajacego $wiecenie
fosforescencyjne trwa o wiele dtuzej niz fluorescencyjne [1-4].

Najbardziej istotnymi parametrami opisujgcymi dany proces dezak-
tywacji stanu wzbudzonego jest jego wydajno$¢ kwantowa i czas zycia.
Wydajnos¢ kwantowa fluorescencji zdefiniowana jest jako stosunek ilo$ci
fotonéw wyemitowanych w procesie przej$cia promienistego ze stanu S1 do
SO do ilosci fotonéw pochtonigtych w procesie absorpcji. Czas zycia stanu
wzbudzonego okresla sredni czas, w ktorym czasteczka fluoroforu pozostaje
w stanie wzbudzonym przed powrotem do stanu podstawowego. Jest on
odwrotnie proporcjonalny do prawdopodobienstwa rozpadu stanu [5].

2.1. Spektroskopia czasowo-rozdzielcza

Zastosowanie rozdzielczej w czasie mikroskopii fluorescencyjnej
umozliwia pomiar czaséw zycia fluorescencji. Metoda ta polega na
wzbudzaniu probki impulsem $wiatla i rejestrowaniu zaniku intensywnosci
fluorescenciji [1].

Natezenie fluorescencji maleje z uplywem czasu wyktadniczo,
mechanizm ten opisuje funkcja:

I(t) = IDE_HT (1)
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gdzie:

lo — natezenie fluorescencji w chwili t=0 (w chwili przerwania
wzbudzenia)

T — $redni czas zycia fluorescencji, po ktorym natezenie fluorescencji
maleje e-krotnie

I(t) — zanik intensywnosci fluorescencji

Dla wigkszosci fluoroforéw czasy zycia fluorescencji (czasy zycia stanu
S1) sg rzedu 10-10 -10-8s. W przypadku fosforescencji, bedacej procesem
zabronionym ze wzgledu na reguly wyboru, czasy zycia mogg osiggac
warto$ci rzedu sekund, a wydajnosci kwantowe procesu rzadko
przekraczajg warto$¢ 10 — 6 [6].

3. Wlasciwosci fluorescencyjne biatek

Niektore substancje wsrdd zwigzkdéw biologiczne czynnych posiadaja
w swojej budowie tzw. fluorofor, czyli grupe funkcyjng zdolng do absorpcji
energii o okreslonej dtugosci fali, a pézniej do wyemitowania $wiatta. Do
grupy substancji zdolnych do fluorescencji nalezg migdzy innymi [6]:

+ aminokwasy aromatyczne: tryptofan, tyrozyna, fenyloamina

+ zasady nukleinowe w DNA i RNA: adenina, guanina, cytozyna,

tymina, uracyl

*  barwniki roslinne: chrofile, bakteriochlorofile i karotenoidy

« witaminy i hormony: np. ryboflawina

Naturalnymi fluoroforami wystepujacymi w biatkach sa aromatyczne
reszty aminokwasowe: fenyloalanina (Phe), tyrozyna (Tyr) i tryptofan (Trp)

(Rys. 2)) [7].

L-phenylalanine (Phe, F) L-tyrosine (Tyr, Y) L-tryptophan (Trp, W)

Rys. 2. Wzory strukturalne chromoforéw wystepujacych w biatkach
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Fluorescencja tryptofanu, tyrozyny i fenyloalaniny przypada na zakres

bliskiego ultrafioletu. Maksimum absorpcji i emisji aromatycznych reszt
ww. aminokwasowych przedstawiono w Tab. 1.

Tabela 1. Maksima absorpcji i emisji aromatycznych reszt aminokwasowych [1]

Maksimum absorpcji Maksimum emisji
Fenyloalanina 260 nm 282 nm
Tyrozyna 275 nm 304 nm
Tryptofan 295 nm 353 nm

Decydujaca role dla fluorescencji bialek odgrywaja reszty tryptofanu.

Fluorescencja pochodzaca od tyrozyny jest w znacznym stopniu wyga-
szona, przede wszystkim w wyniku bezpromienistego rezonansowego
przeniesienia energii miedzy tyrozyna a tryptofanem. Natomiast emisj¢
pochodzacg od fenyloalaniny obserwuje si¢ w niewielu przypadkach [6, 8].

3.1. Wlasciwosci emisji fluorescencji tryptofanu

Reszta tryptofanowa znalazla szerokie zastosowanie w szeregu badan

wykorzystujacych metody fluorescencyjne, ktore zawdziecza sSwoim
szczegblnymi wlasciwosciom, takim jak [9, 10]:

wysokiej wydajnos¢ kwantowej procesu fluorescencji wynoszacej
0.13 w wodzie w 23°C;

wysokiemu molowemu wspotczynniku absorpcji;

duzemu przesunigciu widma emisji w stosunku do pasma absorpcji;
czutosci wlasnosci fluorescencyjnych na polarno$¢ mikrootoczenia;
niskiej czgstosci wystepowania w sktadzie aminokwasowym biatek,
co ufatwia interpretacje danych pomiarowych;

zdolnosci do selektywnego wzbudzenia w pasmie absorpcji powyzej
295 nm. W tym zakresie wzbudzaniu nie ulegaja reszty fenyloalaniny
i tyrozyny;

wysokiej anizotropii fluorescencji, przydatnej do badania procesow
dyfuzji rotacyjnej makroczgsteczek;

wyjatkowej wrazliwos¢ na procesy kontrolowanego dyfuzyjnie
bimolekularnego gaszenia fluorescencji. Reszta tryptofanowa w stanie
wzbudzonym jest efektywnym donorem elektronow uczestniczacych
w tych procesach.

Fluorescencja tryptofanu pochodzi od obecnego w jego budowie

pierscienia indolowego. Maksimum emisji fluorescencji tryptofanu wyste-
puje przy ok. 355 nm w roztworze wodnym o pH obojetnym. Warto$¢ ta
jest uzalezniona od polarno$ci mikrootoczenia fluoroforu, co w przypadku
protein jest determinowane lokalizacjg reszty tryptofanowej w przes-
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trzennej strukturze czasteczki. Fluoroforu usytutowany na powierzchni
biatka, wyeksponowanego do $srodowiska, posiada maksimum emisji nie
odbiegajace od wartosci wymienionej wyzej. W przypadku gdy reszty
tryptofanowe zlokalizowane sg w hydrofobowym wnetrzu matrix biat-
kowego dochodzi do przesuniecia maksimum fluorescencji w kierunku fal
krotszych. Wyniki badan dotyczace czasowo-rozdzielczych wlasciwosci
emisji fluorescencji tryptofanu pokazuja, iz w zdecydowanej wigkszosci
przypadkow, zaréwno w roztworze wodnym jak i w biatkach, jest ona
wysoce heterogeniczna. Oznaczajac czasy zycia fluorescencji tryptofanu
przewaznie korzysta si¢ z modelu zaktadajacego eksponencjalny rozpad
stanow wzbudzonych fluoroforu. Model zaktadajacy monoeksponencjalny
zanik natgzenia fluorescencji biatka w czasie spelniony jest w stosunkowo
rzadkich przypadkach [9, 10].

Tryptofan w roztworze wykazuje heterogeniczng fluorescencje, ktora
niekiedy staje si¢ niemozliwa do opisania nawet jako suma epsponencjalnych
sktadnikow. W roztworze o pH 7 tryptofan wystepuje w formie jonu
obojnaczego z uprotonowang grupa aminowa — NHs" i zjonizowana grupa
karboksylowa —CO,. W takich warunkach §rodowiskowych zanik
fluorescencji tryptofanu staje si¢ dwueksponencjalny z czasami zycia 3.1 ns
i 0.53 ns. Widma emisyjne odpowiadajgce tym dwom sktadowym roznia si¢
od siebie w istotnym stopniu. Krétkozyciowa sktadowa charakteryzuje si¢
widmem emisyjnym przesunietym w strong fal krotszych z maksimum przy
ok. 335 nm, z kolei sktadowa dtugozyciowa posiada maksimum przy ok.
350 nm. Istnienie dwoch czaséw zycia fluorescencji thumaczy si¢ wyste-
powaniem rotameréw — izomerow rotacyjnych tryptofanu. Spowodowane jest
to mozliwoscia rotacji bocznych grup tryptofanu wokot wigzania Ca — CP.
Dodatkowym utrudnieniem wplywajacym na obraz fluorescencji reszt
tryptofanowych w biatkach jest fakt wystepowania szeregu proceséw
wplywajacych na wiasciwosci emisyjne fluoroforu. Wyr6zni¢ mozna przede
wszystkim oddziatywania z pozostalymi resztami tancucha polipeptydowego
uwarunkowane strukturg przestrzenng najblizszego mikrootoczenia chro-
moforu oraz dynamiczne procesy prowadzace do dezorganizacji tej struktury
w nanosekundowej skali czasowej [9-11].

3.2. Fluorescencja grup prostetycznych

Fluorescencja bialek moze pochodzi¢ nie tylko z tancuchow bocznych
aminokwasow, ale rowniez od niebialkowych sktadnikéw protein — grup
prostetycznych. Porfiryny naleza do typowych grup prostetycznych, ktore
wykazujg silng emisj¢ swiatla w dlugofalowym zakresie §wiatta widzial-
nego. Energia oraz wydajnos¢ kwantowa tej emisji jest zalezna od rodzaju
jonu centralnego, w mniejszym stopniu od obecnosci dodatkowego liganda
aksjalnego. Wigkszo$¢ jonow metali otwartopowlokowych wygasza fluo-
rescencje tetra pirolu [12].
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3.3. WKkorzystanie pomiar6w emisji do oceny wiazania
jonu metalu przez porfiryny

Porfiryny stanowig bardzo wazng grupe naturalnie wystepujacych
zwiagzkow, ktore biorg udziat w réznych waznych procesach biologicznych
takich jak np. transportu tlenu, fotosynteza czy rozne przemiany kata-
lityczne. Porfiryny to pochodne porfiny. Podstawowa struktur¢ makro-
cyklu porfinowego tworzy 16 atomow w tym cztery atomy azotu. Porfing
mozna opisa¢ jako makrocykliczne zwigzki, utworzone z czterech pierscie-
ni pirolowych, potaczonych jednowgglowymi mostkami metinowymi.
Zastapienie dwu atoméw wodoru w porfirynie na kation metalu prowadzi
do powstania metaloporfiryny. Do najbardziej powszechnych metalo-
porfiryn nalezg zwiazki Fe, Co, Zn, Ni. Przyktadami porfiryn o szczegodl-
nym znaczeniu w ukladach biologicznych sa hem i chlorofile. Addycja
centralnego jonu metalu do czasteczki protoporfiryny IX, determinuje
dalsze przeksztalcenie porfiryny albo w kierunku hemu, albo chlorofili.
Witamina B12 to kompleks kobaltu zawierajacy ligand korynowy,
0 strukturze zblizonej do porfiryny [13, 14].

Zelazoprotoporfiryna, czyli hem to grupa prostetyczna wszystkich
hemoprotein, do ktérych naleza hemoglobiny, mioglobina, cytochromy
i niektore enzymy takie jak katalaza oraz peroksydaza. Chlorofile
i feofityny (chlorofile pozbawione centralnego atomu magnezu) wystepuja
w aparacie fotosyntetycznym [13, 14].

Zdolnos¢ metaloporfiryn do wigzania gazoéw znalazta zastosowanie
W konstruowaniu sensoréw zbudowanych z filmu porfiryny na powierzchni
metalu lub potprzewodnika. Wtasciwosci porfiryn znalazty rowniez zasto-
sowanie przy wytwarzaniu baterii stonecznych oraz w katalizie chemiczne;j.
Ma to zwigzek z intensywng absorpcja promieniowania widzialnego przez
porfiryny. Zwiazki kompleksowe zawdzigczaja swa barwe przej$ciom
elektronowym z udzialem elektronow d metalu. Przej$cia migdzy orbi-
talami d s3 wzbronione ze wzgledu na symetrie i charakteryzuja si¢ mata
intensywnoscia. W przypadku komplekséw porfirynowych, widma absorp-
cyjne sa zdominowane przez intensywne pasma odpowiadajace przejsciom
n—7* w ligandzie porfirynowym [13].

W naturalnych uktadach biologicznych inercja jonu metalu prowadzaca
do utworzenia metaloporfiryny nast¢puje na etapie, w ktérym pierScien
tetrapirolowy jest juz w pelni uksztattowany. Ze wzgledu na szczegdlna
sztywno$ci pier§cienia makrocyklicznego oddziatywujacego z biopoli-
merami wigzanie jonu centralnego jest znacznie utrudnione. Tworzenie
kompleksu wymaga wigc uczestnictwa wyspecjalizowanych enzymow —
chelataz. Zaktada si¢, ze ich aktywno$¢ zwigzana jest ze zdolnoscia
przejsciowej deformacji makrocykla. Dla szeregu jonéw metali obserwuje
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si¢ samorzutne tworzenie kompleksow z ligandami tetrapirolowymi
w roztworach. Sledzenie tych reakcji jest tatwe dzigki mozliwosci wyko-
rzystania technik spektroskopii optycznych UV-vis. Obok zmian absorpcji
wyrazajacych si¢ m.in. w przesunigciu pasma Soreta i pasm Q zauwazalne
sa wyrazne zmiany witasciwosci emisyjnych porfiryny. Wigzanie metalu
powoduje przesunigcie pasma a w wielu przypadkach catkowite wyga-
szenie fluorescencji [13].

4. Bialko zielonej fluorescencji GFP

Green fluorescent protein — czyli GFP, jest biatkiem pochodzgcym
z meduzy Aquorea victoria. To nieduze (25,9 kDa) fluorescencyjne bialtko,
wystepujace naturalnie u meduzy Aequorea victoria, odkryli juz w 1962 r.
Shimomura i wsp., jednak jako znacznik biologiczny znalazto zastosowanie
dopiero 30 lat pozniej. GFP $wieci na zielono w ultrafiolecie. ZtoZone jest
z 238 aminokwaséw o strukturze beta-harmonijek tworzacych strukture
beta-barytki, w $rodku ktorej znajduje si¢ chromofor zbudowany z trzech
aminokwasow Ser65-Tyr66-Gly67 poddanych posttranslacyjnej cyklizacji
i oksydacji [15, 16].

AAMREERAL

Rys. 3. Fluorescencyjna meduza — Aequorea victoria [17]

Zastosowanie biatka zielonej fluorescencji GFP w biologii komorki
rozpoczeto rozwdj technologii znacznikéw fluorescencyjnych. Gloéwna
zaletg zastosowania GFP jest mozliwo$¢ obserwacji bialek, kompleksow
oraz okreslonych fragmentéw chromosomow w zywej komorce w czasie
rzeczywistym. GFP nie tylko pozwala na badanie zywych uktadow, ale
rowniez ulega w nich ekspresji. Niestety GFP i jego pochodne nie sg
toksyczne dla bakterii i organizméw eukariotycznych. Ponadto wada GFP
jest tendencja do tworzenia nierozpuszczalnych agregatow, przewaznie
W wyzszych temperaturach, a fuzja z GFP moze zaburzaé strukture
natywna analizowanego biatka, prowadzac do zmiany jego funkcjonalno$ci
i lokalizacji [15, 16].
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5. Podsumowanie

Wiasciwosci fluorescencyjne biatek sa wynikiem obecno$ci w tancu-
chach polipeptydowych trzech aminokwaséw: tryptofanu, tyrozyny
i fenyloalaniny. Fluorescencja biatek zalezy od ich struktury, warunkéw
srodowiska oraz oddzialywan z innymi czasteczkami. Wygaszanie
fluorescencji jest bardzo czesto obserwowane podczas tworzenia
kompleksow biatko-ligand. Efekt ten jest wykorzystywany do oceny
struktury przestrzennej biatka. Bialka fluorescencyjne GFP stanowia
nicocenione narzgdzie w biologii molekularnej. Umozliwiajg badanie
uktadéw zywych, obserwacje lokalizacji molekuty w komoérce oraz jej
zmian konformacyjnych pod wptywem czynnikow $rodowiskowych.
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Wiasciwosci fluorescencyjne bialek

Streszczenie

Fotoluminescencja jest rodzajem luminescencji wywolanej pochlanianiem przez czasteczki
promieniowania elektromagnetycznego. Fotoluminescencje dzielimy na fosforescencje i fluo-
rescencje . Fluorescencja jest szybkim procesem fotofizycznym, zachodzacym w czasie ~10°s.
Obecno$¢ w tancuchu polipeptydowym biatka aromatycznych aminokwasoéw: tryptofanu,
tyrozyny i fenyloalaniny powoduje, iz biatko to ma wlasciwosci fluorescencyjne. Reszty
tryptofanu odgrywaja decydujaca rolg dla fluorescencji biatek. Fluorescencja pochodzaca od
tyrozyny jest w znacznym stopniu wygaszona, w wyniku bezpromienistego rezonansowego
przeniesienia energii migdzy tyrozyna a tryptofanem. W niewielu przypadkach mozemy
zaobserwowac emisj¢ pochodzaca od fenyloalaniny. Spektroskopia fluorescencyjna jest metoda
czesto stosowang w badaniach biatek. Z analizy widm fluorescencyjnych danej czasteczki
biatkowej oraz z ich zaleznosci od réznych czynnikéw srodowiskowych mozna wyciagnaé szereg
ciekawych wnioskow np. na temat struktury przestrzennej biatka czy oddzialywania z innymi
czasteczkami.

Stowa kluczowe: spektroskopia fluorescencyjna, aminokwasy aromatyczne, tryptofan

The fluorescent properties of proteins

Abstract

Photoluminescence is a type of luminescence caused by the absorption of particles of
electromagnetic radiation. Photoluminescence is divided into phosphorescence and fluorescence.
Fluorescence is a fast photo -physical process, that occurs in ~ 10 s. The presence of the protein
polypeptide concatenation of the aromatic amino acids: tryptophan, tyrosine and phenylalanine
gives the protein fluorescent properties. Tryptophan residues play a decisive role for the protein
fluorescence. Fluorescence derived from tyrosine is substantially extinguished, mainly due non-
radiative resonance energy transfer between tryptophan and tyrosine. In a few cases we can
observe the emission derived from phenylalanine. Fluorescence spectroscopy is a method
commonly used in the study of proteins. The analysis of the fluorescence spectra of the protein
molecules and their dependence on various environmental factors can draw a number of
interesting conclusions for example on the spatial structure of the protein or interaction with other
molecules.

Key words: fluorescence spectroscopy, aromatic acids, tryptophan

30


http://pl.bab.la/slownik/angielski-polski/concatenation

Adrian Krajewski', Edyta Siminska?, Arkadiusz Goede®

Cykliny i kinazy zalezne od cyklin
— nie tylko regulatory cyklu komorkowego

1. Wprowadzenie

Choroba nowotworowa, w bardzo duzym uproszczeniu, jest zabu-
rzeniem wynikajacym z niesprawnosci systeméw odpowiedzialnych za
prawidtowy przebieg cyklu komorkowego. Ze wzgledu na swoja kluczowa
role w progresji cyklu, cykliny jak i kinazy zalezne od cyklin (CDKs,
Cyclin Dependent Kinases), stanowig bardzo wazny element, ktorego
doktadne poznanie przybliza nas do odpowiedzi, czym tak naprawde jest
proces nowotworowy 1 w jaki sposob komorka wymyka si¢ spod kontroli
mechanizméw zabezpieczajacych przed nadmierng proliferacja. Nowe
badania wskazujg, ze biatka, ktérych kanoniczng funkcja jest regulacja
cyklu komorkowego, biorg udziat takze w wielu innych, zréznicowanych
procesach, ktore opowiadajg za utrzymanie homeostazy komodrkowe;j.
Cykliny jak i kinazy, moga wptywac na ekspresje genow dziatajac jako
czynniki transkrypcyjne, utrzymuja stabilno$¢ genomu posredniczac
w naprawie uszkodzen DNA, a nawet wplywaja na procesy zwigzane
Z metabolizmem. Niniejszy rozdzial ma na celu przedstawienie niektorych,
niezwigzanych bezposrednio z procesem kontroli cyklu komoérkowego,
funkcji jakie mogg petni¢ kinazy cyklinozalezne i cykliny.

2. Regulacja cyklu komoérkowego

Od wiasciwego przebiegu cyklu komoérkowego, zalezy prawidlowe
funkcjonowanie komorek i ich podzial, w wyniku ktorego — w przypadku
jednokomorkowcow — powstajg nowe organizmy, natomiast niezliczone
podzialy w organizmach wielokomorkowych, prowadzg do rozwoju
skomplikowanych struktur tworzacych tkanki i narzady. Cykl komérkowy,
to seria $cisle kontrolowanych, nastepujacych po sobie zdarzen,
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odpowiedzialnych, za prawidtowy podzial komoérki macierzystej na dwie
komoérki potomne. Zasadniczo, eukariotyczny cykl komoérkowy, mozna
podzieli¢ na cztery fazy — faze G1, S, G2 i M. Punkty G1, S i G2 wspdlnie
okreéla si¢ jako interfazg¢. Ponadto, wyrdznia si¢ jeszcze faze GO, kiedy to
komoérka po fazie Gl nie decyduje si¢ na dalsza progresje cyklu
i przechodzi w stan spoczynkowy. W fazie G1 dochodzi do wzrostu
komérki oraz gromadzenia sygnatow mitogennych i antyproliferacyjnych,
ktorych dziatanie powoduje przejscie komorki do fazy S lub zatrzymanie
w fazie GO. W fazie S, nastgpuje replikacja materialu genetycznego oraz
synteza niezbednych do tego biatek. Faza G2 bedaca przerwa pomiedzy
fazg S i M, jest czasem, w ktorym komorka przygotowuje si¢ do podziatu
na dwie komoérki potomne w fazie M [1]. PrzejScie z jednej fazy cyklu
komorkowego do drugiej, odbywa sie pod kontrolg ogromnej ilosci biatek,
czuwajacych nad tym, aby wszystkie procesy przebiegaty w $ci§le okres-
lonej kolejnosci i w odpowiednim czasie. Punkty w ktéorych komorka
upewnia si¢, czy wszystkie warunki niezbedne do przejsécia z jednej fazy
cyklu do drugiej zostaly spetnione nazywane sg punktami kontrolnymi
(ang. checkpoints). Wyr6zniamy 4 punkty kontrolne: punkty G1/S i G2/M,
kt(’)rych aktywacja zapobiega rozpoczeciu przez komorke proces()w syntezy
DNA i mitozy oraz wewngetrzne punkty kontrolne fazy S i M nadzorujace
przebieg dwoch wymienionych powyzej zdarzen [2]. W punkcie kont-
rolnym G1/S sprawdzana jest integralno$¢ materialu genetycznego oraz
stan metaboliczny komoérki. W momencie wykrycia uszkodzenia DNA,
dalsza progresja cyklu komoérkowego, jest zatrzymywana i uruchamiane sg
procesy majace na celu naprawe DNA, a jezeli zmiany sg na tyle powazne,
ze okazuje si¢ to niemozliwe, komdrka kierowana jest na drogg apoptozy
[3]. Wewnetrzny punkt kontrolny fazy S odpowiada, za zwolnienie tempa
w jakim poruszajg si¢ widelki replikacyjne, w przypadku pojawienia si¢
fizycznych uszkodzen DNA w trakcie replikacji. W czasie punktu kont-
rolnego G2/M, dochodzi do sprawdzenia wiernosci kopii DNA, co ma na
celu upewnienie si¢, ze nowopowstate komorki pozbawione beda bigdow,
ktére moga doprowadzi¢ do $mierci komorki, badz zainicjowac proces
nowotworzenia. Proces mitozy, ktory sktada si¢ z dwoch nastgpujacych po
sobie zdarzen: kariokinezy, czyli podzialu jadra komoérkowego oraz
cytokinezy — podziatu cytoplazmy wraz z organellami, jest kontrolowany
przez wewngetrzny punkt kontrolny fazy M tzw. punkt kontroli wrzeciona
podziatowego. Jest on niezbedny do tego, aby istniata pewno$¢, co do
prawidtowego potaczenia chromosomow z wrzecionem mitotycznym i ich
odpowiedniej segregacji [4]. Za prawidlowa, w pelni zsynchronizowana
progresje, przez kolejne etapy cyklu komoérkowego odpowiadaja setki
bialek, polaczonych ze soba niezwykle zlozona siecia wzajemnych
odzialywan, ktorych natura nie jest w pelni poznana. Wydaje si¢ jednak, ze
kluczowa role w procesie przejScia komorki przez kolejne fazy cyklu
komorkowego odgrywaja kompleksy kinaz cyklinozaleznych (CDKs) oraz
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INK4a INK4b INK4c
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cyklin, biatka supresorowe z rodzin INK: pl , p15 , pl and
p19™K* oraz inhibitory kinaz z rodziny Cip/Kip: p21°*, p27KiPt, p57XiP?
[5]. Kinazy cyklinozalezne, naleza do grupy kinaz serynowo-treoninowych,
ktore katalizuja progresje cyklu komoérkowego. Aktywacja kazdej kinazy,
zachodzi w innym punkcie cyklu komorkowego, a odbywa si¢ ona poprzez
zwigzanie odpowiedniej podjednostki zwanej cykling, ktora fosforyluje
treoning w miejscu aktywnym biatka. Ilo$¢ kinaz w komorce w czasie
cyklu komoérkowego nie ulega wigkszym zmianom, a modyfikacja ich
aktywnosci zalezy od st¢zenia wiasciwej dla danej CDK cykliny. To
wlasnie cyklicznym wahaniom stgzenia cykliny zawdzigczaja swoja nazwe.
Cykliny mozemy podzieli¢, na cykliny fazy G1 (cyklina D, wigzaca si¢
z CDK4/6), cykliny G1/S (cyklina E — CDK2), cykliny S (cyklina A —
CDK2/1) i cykliny fazy M (cyklina B — CDK1) [1]. Cykl rozpoczyna sie,
gdy komorka znajdujaca si¢ w fazie stacjonarnej otrzymuje wewngtrzny lub
zewnetrzny sygnat do rozpoczecia proliferacji. Wowczas, w wyniku
dzialania czynnikéw wzrostu, gwaltownie zwicksza si¢ stezenie cykliny
D1, ktéra przy udziale biatek z rodziny Cip/Kip (bedacych jednoczesnie
inhibitorami CDK?2), wigze si¢ z kinazami CDK4 i CDK6. Aktywny
kompleks fosforyluje biatko pRB unieczyniajac je. Niektywne pRb uwalnia
zwigzany z nim czynnik transkrypcyjne E2F, ktory uczynnia geny kodujace
biatka niezbgdne do przejscia w faze S m. in. cykliny El i E2, cykling A
i CDK2. CDK2 w aktywnym kompleksie z cykling E, calkowicie
inaktywuja biatko pRB, poprzez jego hiperfosforylacje, co jeszcze bardziej
zwigksza aktywno$¢ E2F maksymalizujac ekspresje genow dla cyklin A
i B. Fosforylacji ulegajg takze biatka odpowiedzialne, za modyfikacje
histonoéw, replikacje i naprawe DNA oraz duplikacje centrosomu. Rosnace
stezenie cykliny A, pozwala na przejscie z fazy G1 do S, dodatkowo w celu
uniknigcia powtérnej replikacji, juz powielonego materialu genetycznego,
degradacji ulega cyklina E. W jej miejsce z CDK2 wiaze si¢ z cyklina A,
a aktywny kompleks powoduje fosforylacje czynnika E2F co skutkuje
ponownym zwigzaniem go przez biatko Rb. W czasie trwania fazy G2,
degradacji ulega kompleks CDK2-cyklina A, natomiast cyklina B, taczy si¢
z CDK1, tworzac tak zwany czynnik promujacy mitoz¢ MPF (ang. Mitosis
Promoting Factor). Aktywnosc¢ tego kompleksu skutkuje fosforylacjg wielu
biatek, ktore sg zaangazowane w procesy niezbedne do przepro-wadzenia
mitozy, takie jak kondensacja chromatyny, przerwanie otoczki jadrowe;j,
utworzenie wrzeciona podzialowego i1 segregacja chromosomow. Zanim
rozpocznie si¢ mitoza, cyklina B jest ubikwitynowana i degradowana, na
drodze proteasomalnej. Po zakonczonej mitozie, komérka pozostaje w fazie
GO lub po otrzymaniu kolejnego sygnatu mitogennego rozpoczyna kolejny
cykl komorkowy [6].
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3. Udzial cyklin i CDKs w procesach innnych niz regulacja
cyklu komérkowego

3.1. Naprawa DNA

Jak juz wcze$niej wspomniano, cykl komorkowy podzielony jest
punktami restrykcyjnymi w ktéorych komorka sprawdza prawidtowosé
wszystkich procesow i gotowos¢ do przejécia w kolejng fazg. W przypadku
wystapienia nieprawidlowosci, roéznorakie regulatory powoduja zatrzy-
manie proliferacji. Ostatnie badana pokazuja, ze cykliny, inhibitory kinaz
i same kinazy mogg w sposdb bezposredni modulowaé procesy zwigzane
znaprawag DNA i zachowaniem integralnosci genomu. W przypadku
zablokowania sie widetek replikacyjnych, cyklina E1 ulega akumulacji, co
zapobiega oddysocjowaniu biatka Cdc6, co z kolei promuje aktywacje
Chkl 1 inicjacje szlaku naprawy DNA zwigzanej ze stresem replikacyjnym
[7]. Z kolei cyklina D1 bierze udzial w naprawie podwojnych peknigé
DNA (DSBs — double strand breaks), rekrutujagc Rad51, ktory z kolei
aktywuje szlak naprawy DNA zwigzany z homologiczng rekombinacjg.
Ponadto podwojne peknigcia mogag zostaé naprawione na drodze
nichomologicznego taczena koncow (NHEJ — non-homologous end-
joining) [8]. Takie dziatanie cykliny D1 jest uniezaleznione od aktywnoS$ci
CDKs, a same kinazy s3 rowniez zaangazowane w procesy naprawy. Cdkl
w komorkach drozdzy fosforyluje biatka Sae2 i Dna2, co inicjuje pierwszy
etap homologicznej rekombinacji, czyli wycigcie DNA na koncach 5’ oraz
bierze udzial we wstgpnym etapie wyboru odpowiedniej Sciezki naprawy
DNA [9,10]. Zalezne od cyklu komorkowego fluktuacje w aktywnosci
Cdkl moga tlumaczy¢, dlaczego homologiczna rekombinacja wymagajaca
obecnosci dwoch chromatyd siostrzanych, ma miejsce w fazie G2/M, gdzie
w fazie G1 mechanizmem naprawy jest NHEJ. Stosunkowo niedawno
odkryto znaczaca rol¢ regulatorow cyklu w naprawie peknig¢ DNA
w neuronach. Postmitotyczne komorki neurondéw przechodzg z fazy GO do
G1 w celu aktywacji NHEJ. Przejscie z fazy spoczynkowej kontrolowane
jest przez kompleks Cdk3/cyklina C, ktory fosforyluje Rb. Ta modyfikacja
jest wystarczajaca do przejécia fazy G1, jednakze nie umozliwia wejscia
w faze S, co mogtoby skutkowaé zainicjowaniem procesu apoptozy. Ze
wzgledu na duzg zywotno$¢ neuronéw, narazone sg one na powstawanie
uszkodzen indukowanych m.in. przez wolne rodniki, dlatego tez efektywna
ich naprawa jest kluczowa dla prawidtowego funkcjonowania tych komo-
rek. Opisany mechanizm moze by¢ zatem swoistym wentylem ubezpie-
czenstwa, pozwalajacym na napraweg uszkodzen, bez grozby skierowania
komorki na $ciezke $mierci [11]. Kompleks Cdk9/cyklina K odziatuje
z biatkami Atr i Atrip i klaspina, redukujac zapadnigcia si¢ widetek replika-
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cyjnych w przypadku ich zablokowania. Ponadto Cdk12/cyklina K reguluja
transkrypcje niektorych genéw zaangazowanych w naprawe DSBs [12, 13].
Nieprawidtows ekspresj¢ Cdk12 obserwuje si¢ m.in w raku jajnika [14].
Coraz wigcej danych wskazuje na ogromna rolg cykliny F w procesach
zwigzanych z naprawg DNA i utrzymaniem stabilno$ci genenomu. Cyklina
F jest pierwszym bialkiem w ktérym zidentyfikowano domen¢ F-box. Od
pozostaltych cyklin odréznia ja fakt, Ze nie posiada ona swojego
katalitycznego partnera w postaci kinazy cyklinozaleznej [15]. Cyklina F
stanowi funkcjonalng podjednostk¢ kompleksu SCF bioracego udziat
w ubikwitynacji r6znych celoéw molekularnych. Jednym z nich jest RRM2
(ribonucleotide reductase family member 2), ktéra jest niezbedna do
funkcjonowania reduktazy rybonukleotydowej (RNR). RNR jest odpo-
wiedzialna za konwersje rybonukleotydow do deoksyrybonukleotydow, co
jest kluczowe dla prawidtowego przebiegu replikacji DNA oraz jego
naprawy. RRM2 jest ubikwitynowana nastepnie degradowana w fazie G2
w celu zachowania odpowiedniej puli dNTP [16]. Badania wykazaty, ze
gdy RRM2 nie ulega degradacji, co osiagnicto wyciszajac ekspresje
cykliny F lub wprowadzajac do komdrek forme¢ RRM2 odporna na cykline
F, w znaczacy sposOb zwigksza si¢ czestotliwo$¢ wystepowania mutacji
i niestabilnosci genomowych. Ponadto uszkodzenia DNA generowane
przez rézne czynniki, m.in. doksorubicyne, promieniowanie UV, promie-
niowanie gamma, czy kamptotecyne, powodowaly zalezng od ATR,
zmniejszong ekspresje cykliny F i akumulacje RRM2. Co wazne, niepra-
widlowa eliminacja cykliny F, zapobiegata indukowanej uszkodzeniem
DNA akumulacji RRM2, opdzniata naprawe DNA i uwrazliwiala komorki
na dalsze uszkodzenia, co wszystko razem promowato $mier¢ komorki.
Fenotyp ten zanikal w momencie wprowadzenia odpornych na degradacje
form RRM2 [16].

3.2. Regulatory cyklu a zmiany epigenetyczne

Cze$¢ bialek bioracych udziat w regulacji cyklu komorkowego, moze
wplywaé takze na ekspresj¢ genow poprzez modulowanie procesow
epigenetycznych. Cdkl i Cdk2 zwigkszaja aktywno$¢ kompleksu PRC2
(Polycomb repressive complex 2), odgrywajacego kluczowa role w global-
nym wyciszeniu transkrypcji poprzez metylacje histonu H3K27. Cdkl
i Cdk2 powodujg ufosforylowanie treoniny 350 w podjednostce kompleksu
PRC2 — Ezh2 (Enhancer of zeste homolog 2), co skutkuje zwickszong
efektywno$cia metylotransferazy i skuteczniejszym wyciszeniem trans-
krypcji. Najwyzsza aktywno$¢ wspomniane kinazy wykazujg w fazie S
I M, zatem zwigkszenie efektywnosci metylacji w tym okresie powoduje
pewnose, ze wzor metylacji histonéw, po kolejnym podziale komorkowym,
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bedzie wiernie odtworzony na nowopowstatej nici DNA [17,18]. Z kolei
inne doniesienia mowia o tym, ze fosforylacja treoniny znajdujgcej si¢
W pozycji 487, wywiera zupelie odwrotny wptyw na dziatanie podjed-
nostki Ezh2, uniemozliwiajac jej polaczenie z innymi komponentami
kompleksu PRC2, m. in. Hotair i Xist, odpowiedzialnymi za rozpoz-
nawanie metylowanego loci. Skutkiem tego byta zmniejszona ilos¢ metylo-
wanego histonu H3K27 i indukcja réznicowania si¢ mezenchymalnych
komorek macierzystych [19]. Z kolei cyklina D1 wraz z Cdk4 znaczgco
zwigkszala metylacj¢ histonéw H3 i H4, poprzez fosforylacj¢ biatka
Mep50, ktora zwigkszata aktywno$¢ kompleksu Mep50/Prmt5 (Protein
arginine methyltransferase 5) [20].

3.3. Regulatory cyklu jako czynniki transkrypcyjne

Biatka cyklu komorkowego moga regulowa proces transkrypcji
oddziatujac bezposrednio z chromatyng lub biatkami zaangazowanymi
w proces przepisywania informacji genetycznej do mRNA. Jednym z naj-
lepszych przyktadow takiej aktywnosci jest opisany w pierwszej czesci
szlak Rb/E2F. Ponadto, kompleksy kinaz i cyklin moga regulowa¢ dziatanie
RNA polimerazy II, poprzez fosforylowanie jej konca karboksylowego
(CTD - carbonyl terminal domain) [22-24]. Kontrola transkrypcji odbywa
si¢ w analogiczny sposob do nadzoru nad cyklem komérkowym. Na proces
transkrypcji sktada si¢ seria nastgpujacych po sobie zdarzen, ktore
wymagaja $cistej kontroli i upewnienia si¢, czy poprzedni etap zostat
prawidlowo przeprowadzony. Udzial cyklin i kinaz w fosoforylacji CTD
polimerazy, zostal odkryty juz pod koniec lat osiemdziesigtych, a pdz-
niejsze doniesienia, dotyczace nowych cyklin i kinaz, przyniosty kolejne
dane na temat kontroli transkrypcji przez te biatka. Niedawno odkryta
cyklina K wraz z Cdk12 i Cdk13 posrednicza w procesie fosforylacji CTD.
Najwickszym wyzwaniem w kolejnych latach jest zidentyfikowanie tego,
w jaki sposob wzor fosforylacji CTD ma przelozenie na regulowanie
aktywnos$ci polimerazy [12, 21]. O ile kontrola cyklu komoérkowego jest
wielopoziomowa i zaopatrzona w szereg mechanizméw kompensacyjnych,
wydaje sie, ze brak cyklin i kinaz zaangazowanych w kontrole transkrypcji
jest letalny na wczesnym etapie rozwoju zarodkowego. Taka prawidtowos¢
zaobserwowano w przypadku Cdk7, Cdk8, cykliny H, cykliny K, czy cykliny
T2 [22-24]. Poza zaangazowaniem w procesy bezposrednio zwigzane
z transkrypcja, cykliny i kinazy mogg modulowaé aktywno$¢ innych
szlakow transkrypcyjnych. Przyktadem takiego szlaku moze by¢ Wnt/f-
katenina. Kontroluje on wiele procesow rozwojowych i jego nieprawidtowe
dziatanie wigzane jest z wystepowaniem wielu chorob w tym nowotwordw.
W nowotworach jelita obserwuje si¢ utrate funkcji supresora APC, co
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skutkuje nadekspresja -kateniny. Udato si¢ ustali¢, ze hiperaktywacja [-
kateniny koreluje z proliferacja komoérek nowotworowych i aktywno$cig
Cdk8 [25] . Szczegoty procesu nie zostaly jeszcze do konca poznane, ale
mozliwe, ze Cdk8 stanowi cze$¢ komleksu mediujacego w ktéry zaanga-
zowane sg jeszcze cyklina C, MED12 i MED13 [26]. Poza modulowaniem
szlaku w jadrze komorkowym, regulatory cyklu komoérkowego moga
wplywaé na szlak Wnt w cytoplazmie. W ten proces zaangazowan jest
kompleks Cdkl14/cyklina Y, ktora oddziatywujac z koreceptorem Wnt —
Lrp6 i powodujac wzmocnienie transdukcji sygnatu. W tym przypadku
rowniez notuje si¢ jednoczesne wzmocnienie sygnatu i wzrost poziomu
ekspresji cykliny Y [27]. Cykliny i kinazy moga wptywaé na transkrypcje
rowniez niezaleznie od siebie. Cykliny D1-3 biora udzial w regulacji
réznicowania si¢ ludzkich pluripotentnych komorek macierzystych.
Cykliny te rekrutujg korepresory transkrypcji, kompleksy koaktywatorow,
do genoéw odpowiadajacych za réznicowanie si¢ do ektodermy, mezo-
dermy, czy neuroektodermy. Aktywnos$¢ tych cyklin powoduje zabloko-
wanie szlakéw transkrypcji odpowiedzialnych za roznicowanie si¢
W kierunku ektodermy, natomiast promuje ekspresje czynnikow warun-
kujacych powstawanie neuroektodermy [28] .

3.4. Regulacja metabolizmu

Badania nad cyklinami w kontekscie regulacji metabolizmu prowadzone
sa od stosunkowo niedawna. W hodowli in vitro czgsto stosowanym
modelem sg komorki watrobowe, ze wzgledu na duzg liczbe $ciezek metabo-
licznych jakie maja miejsce w hepatocytach. W czasie syntezy glikogenu
w watrobie, Cdk5/p35 zostala zidentyfikowana jako element posredniczacy
w aktywacji syntazy glikogenowej, ktoéra odpowiada za polimeryzacje
glukozy do glutationu [29]. Biosynteza lipidow stymulowana jest przez
insuling, co z kolei powoduje aktywacje czynnika transkrypcyjnego Srebp-
1c. Badania wskazuja, ze fosforylacja Srebp-1c przez cdk8/cykling C moze
blokowac¢ $ciezke lipidogenezy poprzez udziat w ubikwitynacji i degradacji
tego czynnika [30]. Ponadto w lipidogeneze zaangazowana jest cyklina D,
ktora powoduje jej inhibicj¢ dziatajac na dwa inne czynniki transkrypcyjne:
ChREBP (carbohydrate response element-binding protein) oraz hnf4a
(hepatocyte nuclear factor 4a). Istnieje hipoteza, méwiaca o tym, ze biatka
cyklu komorkowego moga w ten sposob zwigkszaé zapasy glukozy w celu
wykorzystania jej w czasie gdy zapotrzebowanie na nig wzrosnie, gdy
komorki zaczng proliferowacé [31].
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4. Podsumowanie

Im wiecej wiemy o cyklinach i kinazach cyklinozaleznych, tym bardziej
staje si¢ jasne, ze ich zaangazowanie w kontrole cyklu komorkowego jest
tylko jedna z wielu funkcji pelnionych przez te biatka. To powoduje, ze
dziatanie tych biatek nalezy traktowa¢ kompleksowo, ze §wiadomoscia, ze
prawidtowa proliferacja zalezy nie tylko od zdarzen bezposrednio powia-
zanych z podzialami komorkowymi, ale takze od wielu innych czynnikow
sktadajacych si¢ razem na ogolnie pojeta homeostaze. [1os¢ nowych danych
jakie udato si¢ zdoby¢ o nowych funkcjach pelnionych przez te biatka,
a takze stale powigkszajaca si¢ wiedza dotyczaca cyklin i CDKs powoduje,
ze te elementy regulacyjne cyklu komorkowego, jeszcze przez diugi czas
beda przedmiotem badan, pozwalajacych na lepsze zrozumienie proceséw
zachodzacych we wszystkich komorkach.
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Cykliny i kinazy zalezne od cyklin
— nie tylko regulatory cyklu komorkowego

Streszczenie

Prawidtowa regulacja cyklu komorkowego jest podstawowym warunkiem pozwalajagcym na
zrownowazony rozwdj tkanek i organow. Kluczowymi biatkami odpowiadajacym za kontrolg
tego procesu sg cykliny oraz kinazy cyklinozalezne. Poza zaangazowaniem w cykl komorkowy
biatka te mogg modyfikowa¢ dziatanie wielu réznych szlakéw molekularnych. Niniejsza praca
przedstawia udziat cyklin i kinaz cyklinozaleznych w procesach komorkowych, niezwigzanych
bezposrednio z ich kanoniczna rola.

Stowa kluczowe: cykliny, kinazy cyklinozalezne, cykl komorkowy, transkrypcja, naprawa DNA

Cyclins and cyclin-dependent kinases — not only cell cycle regulators

Abstract

A proper regulation of the cell cycle is fundamental for balanced development of tissues and
organs. The cyclins and cyclin dependent kinases are the key regulators of these process. Beyond
the involvement in the cell cycle regulation, these proteins can modify a lot of molecular
pathways. Current review presents the role of cyclins and cyclin dependent kinases in processes
different from its canonical role.

Keywords: cyclins, cyclin-dependent kinases, cell cycle, transcription, DNA repair
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Metylacja DNA

1. Wstep

W ssaczych jadrach komorkowych znajduje si¢ DNA w postaci chro-
matyny, ktora jest dynamiczna struktura reagujaca na bodzce docierajace
do komérki z zewnatrz co w konsekwencji reguluje dostep do DNA.
Najbardziej podstawowa jednostka strukturalng budujacg chromatyne jest
nukleosom, ktérego mobilnos¢ jest regulowana poprzez kowalencyjne
modyfikacje histonéw w komorce. Modyfikacje te polaczone sa z kazdym
procesem wymagajacym dostepu do komoérkowego DNA takimi jak
replikacja, transkrypcja czy tez naprawa [1]. Wyniki badan na drozdzach
pokazuja, ze pozycja nukleosomu nie jest warunkowana jedynie przez
pojedynczy czynnik, ale decyduje o niej grupa czynnikow takich jak
maszyna transkrypcyjna, remodelowanie nukleosoméw, sekwencja DNA
oraz bialka wiazace DNA [2]. Jednak na poczatku rozwoju genetyki
naukowcy zajmowali si¢ jedynie genami, poniewaz to one kodujg strukturg
I-rzedowg bialek, czyli sekwencje aminokwasow w biatku. Jednak wraz
z rozwojem badan odkryto, Ze istniejg inne biatka, ktore moga odgrywac
bardzo wazng rol¢ w regulacji ekspresji genow poprzez regulowanie
dostepnosci DNA w procesie transkrypcji. Odkrycie to spowodowato rozwoj
nowej gatezi biologii molekularnej — epigenetyki [3]. Jednym z pierwszych
mechanizméw epigenetycznych, ktorym zaczeli zajmowac si¢ naukowcy,
byt proces metylacji DNA. Potwierdzono, ze metylacja bierze udziat
w kilku procesach takich jak wyciszanie genow pojedynczej kopii w czasie
normalnego rozwoju i rozwoju nowotworu, ale takze w wyciszaniu
elementow powtarzalnych. Istnieja takze inne mechanizmy epigenetyczne,
na przyktad zalezagce od modyfikacji histonow, ktore zostaty juz wyjas-
nione i w zwigzku z tym przypuszcza si¢, ze istnieje kilka sposobow aby
epigenetycznie wyciszy¢ geny. Do najwazniejszych cech epigenetycznie
wyciszonych genéw nalezy zaliczy¢ ich stabilnos¢ oraz to, ze dziedzicza
one somatycznie wyciszong ekspresje nie powodujac trwalej zmiany
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w sekwencji zasad i mozna spowodowal aby powrdcily do stanu
funkcjonalnego [4]. Procesy takie jak m. in. metylacja czy tez modyfikacje
kowalencyjne histonéw sg kontrolowane przez procesy epigenetyczne, ktore
reguluja dostep do DNA [5]. Do najwazniejszych cech epigenomu mozna
zaliczy¢ to ze odpowiada za regulacje genomu, w poréwnaniu do genomu
jest zmienny, a takze zalezy od rodzaju i wieku komorki. Takze wplyw na
niego maja docierajace do komorki sygnaty fizjologiczne, srodowiskowe czy
tez patologiczne, nadaje tozsamos$¢ komoérkom oraz decyduje o ekspresji
genow.

2. Mechanizmy epigenetyczne

W sklad epigenomu wchodzi chromatyna oraz jej modyfikacje, a takze
modyfikacje w obrgbie pier§cieni cytozyny w obszarach wysp CpG [6].
U ssakow epigenetyczne modyfikacje obejmuja 2 gltdéwne grupy: mody-
fikacje histonéw oraz metylacje DNA [7].

Modyfikacje histonow odgrywaja istotng role w wielu procesach
manipulacji i ekspresji DNA. Opieraja si¢ na dwoch gléwnych mecha-
nizmach: w jednym z nich modyfikacja lub modyfikacje maja bezposredni
wplyw na strukture chromatyny. Natomiast w drugim dochodzi do regulacji
modyfikacji (pozytywnej lub negatywnej) poprzez wigzanie czasteczek
efektorowych [8]. Modyfikacje mogg takze wptywaé na zmiane struktury
chromatyny w wyniku taczenia si¢, mogacych wystawaé, N-koncowych
aminokwas6w z ogona histonu z sgsiednim nukleosomem. Natomiast
w histonach rdzeniowych zachodzi wiele modyfikacji potranslacyjnych,
z ktorych najlepiej poznane sg acetylacja, fosforylacja, ubikwitynacja
i metylacja [7, 8].

W procesie acetylacji histonow dochodzi do acetylacji lizyny. Proces
ten jest katalizowany przez antagonistyczne dziatanie dwoéch rodzin
enzyméw — acetylotransferazy histonéw (HAT — histone acetylotrans-
ferase) i deacetylazy histonéow (HDAC — histone deacetylase) [9]. Rola
acetylotransferazy jest neutralizacja fadunku dodatniego lizyny, poprzez
przeniesienie grupy acetylowej na grupe aminowg lizyny, reakcja ta
przebiega z udzialem acetyloCoA. Powoduje to ostabienie oddziatywan
pomigdzy DNA a histonami [10]. Fosforylacja, podobnie jak acetylacja,
jest procesem dynamicznym. Modyfikacji tej ulegaja gtéwnie aminokwasy
takie jak seryna, treonina czy tyrozyna na N-koncowym ogonie histonu.
Dodawanie i usuwanie tej modyfikacji jest kontrolowane przez kinazy
i fosfatazy [11]. Reakcja ta polega na przeniesieniu przez kinaze grupy
fosforanowej z ATP na grupe hydroksylowa aminokwasu o okreslonym
fancuchu bocznym, co powoduje zwigkszenie fadunku ujemnego histonow,
a w konsekwencji zmiang struktury chromatyny [12]. Ubikwityna jest
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peptydem ztozonym z 76 aminokwasow, ktora jest przylaczana do lizyny
histonow w wyniku dziatania trzech enzyméw El-aktywujacego, E2-
koniugujacego i E3- ligujacego. Proces ten jest znacznie wigkszg zmiang
niz modyfikacje kowalencyjne [13]. W przypadku procesu metylacji
histonow ulegaja jej tancuchy boczne lizyny i argininy, ale proces ten nie
powoduje zmiany tadunku histonow [8]. Katalizatorem reakcji jest metylo-
transferaza histonow (HLMT - histone lysine methyltransferase), ktora
w wiekszosci przypadkéw powoduje metylacje wewnatrz ogonéw N-
koncowych [14, 15]. Natomiast w metylacji argininy biorg udziat metylo-
transferazy [ i II [16]. Ponadto mozemy wyr6zni¢ jeszcze ADP-rybozylacje
(mono- lub poli-), ktéra polega na przytaczeniu do reszt argininy i glutami-
nianu w histonach czasteczki ADP-rybozy, ktoéra pochodzi od NAD+
(dinukleotydu adeninowego nikotynamidu), ktory jest mediatorem wielu
reakcji oksydoredukcyjnych. Proces ten jest odwracalny, ale niewiele jak
dotad wiadomo o jego funkcji. W konsekwencji modyfikacje takie jak
acetylacja 1 fosforylacja powodujg zmniejszenie tfadunku dodatniego histo-
néw, co powoduje ze oddziatywania elektrostatyczne pomigdzy histonami
a DNA moga by¢ rozrywane. To z kolei prowadzi do powstania mniej
zwartej struktury chromatyny i prawdopodobnie utatwia dostgp do DNA,
np. w procesie transkrypcji [17]. W wyniku ubikwitynacji do nukleosomu
zostaja przylaczone bardzo duze czasteczki, co prawdopodobnie powoduje
zmiany wewnatrz nukelosomu i/lub oddziatywania z innymi kompleksami
chromatyny. Do zmian nie powodujacych dezorganizacji struktury chroma-
tyny nalezy metylacja histonow. Zmiany ktére powoduje sa niewielkie i nie
powoduja zmiany tadunku histonéw [8].

Oprécz modyfikacji chromatyny jako nici DNA, czasteczka DNA ulega
modyfikacji poprzez przylaczanie grup metylowych (-CH3) do 5. wegla
pierscienia cytozyny, co prowadzi do powstania metylocytozyny. Metyalcja
DNA nalezy do poreplikacyjnych zmian epigenetycznych, ktorych glowna
rolg jest zmiana funkcji lub ekspresji genu. Proces ten jest katalizowany
przez enzymy DNA-metylotransferazy, dla ktorych substratami sa
dinukleotydy CpG [6,18,19]. DNA wielu organizméw od bakterii do
zwierzat w swoim genomie zawiera zasady, ktore sa modyfikowane grupa
metylowa. Do najczgstszych produktow metylacji naleza N6-metyloadenina
(m6A), C5-metylocytozyna (m5C) i N4-metylocytozyna (m4C).
U Eucaryota wystgpuje tylko C5-metylocytozyna, u Procaryota N4-
metylocytozyna za$ N6-metyloadenina wystepuje u Procaryota i u bez-
kregowcow (nizsze Eucaryota) [21].
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3. Metylotransferazy w procesie metylacji

U Eucaryota metylacja cytozyny jest przeprowadzana po procesie
replikacji z wykorzystaniem enzymu DNA-metylotransferazy i S-adeno-
zylometioniny jako donora grupy metylowej [22, 23].

S-adenozylometionina (SAM-CH,)

Rysunek 1. Mechanizm metylacji cytozyny w miejscu C5 przez metylotransferazg DNMT [20]

DNA-metylotransferaza jest biatkiem, ktéorego masa czasteczkowa
wynosi okoto 200 kDa. Zawiera ona na koncu C domeng o aktywnosci
katalitycznej, a na koncu N domeng, ktora wigze si¢ z DNA i oddziatluje
z kompleksem biatek zaangazowanych w replikacjg. Aktywnos¢ tego
enzymu jest zmienna i zalezy od rodzaju komorki i fazy cyklu komor-
kowego (najwyzsza jest w fazie S) [24,25]. Jego rola jest takze metylacja
de novo podwdjnej nici DNA oraz hemimetylacja podczas replikacji
pojedynczej nici DNA. Metylacja cytozyny przebiega w trzech etapach:

I.  Kowalencyjne wigzanie enzymu z reszta cytozyny w DNA

Il.  Przeniesienie grupy metylowej (-CH3) z S-adenozylometioniny na
cytozyng

I1l. Rozerwanie wigzania enzym-DNA co skutkuje uwolnieniem
enzymu i S-adenozylohomocysteiny (SAH) i powstaniem 5-metylocy-
tozyny [22, 26].

Do tej pory zidentyfikowano cztery izoformy DNA-metylotransferaz.
DNMTI, ktora uczestniczy w metylacji zachowawczej oraz przekazuje
staly profil metylacji podczas podziatow komoérkowych [27]. DNMT?2,
ktora nie posiada wlasciwosci katalitycznych, jej funkcja nie zostata
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jeszcze poznana. W metylacji de novo podczas embriogenezy oraz procesie
réznicowania si¢ komorek biorg udziat DNA-metylotransferazy 3A i 3B.
Ostatnig izoformg jest DNMT3L, ktéra zwigksza powinowactwo DNA do
pozostatych metylotransferaz, ale nie ma funkc;ji katalitycznych [28].

4. Rola metylacji

Glownym celem metylacji jest regulacja ekspresji genow, dlatego tez
miejsca, w ktorych genom jest metylowany, nie sg przypadkowe. Metylacji
nie ulegaja geny odpowiedzialne za podstawowe funkcje komorki
tzw. house keeping genes, ktore sg caty czas aktywne transkrypcyjnie [29].
Natomiast procesowi temu ulegaja jedynie cytozyny, znajdujace si¢
w obrebie sekwencji CpG. Komorki eukariotyczne zawieraja 60-80%
metylowanej cytozyny w obrebie wysp CpG i kazda z nich ma charakte-
rystyczny wzor metylacji DNA, ktory jest przekazywany komoérkom
potomnym podczas replikacji [30, 31]. Po replikacji grupy metylowe s3
przylaczane do nici potomnej w tych samych miejscach, w ktorych byly
przylaczone na nici matczynej. Dzieki temu jest zachowany oryginalny
wzor metylacji, poniewaz dwie czgsteczki potomne sg tak samo zmety-
lowane jak czgsteczka rodzicielska, jest to metylacja zachowawcza [26].

Do procesow, w ktorych metylacja odgrywa wazna role mozna zaliczy¢:
imprinting rodzicielski (pietno genomowe, pietno rodzicielskie) proces ten
prowadzi do zréznicowanej ekspresji alleli niektérych gendéw pocho-
dzacych od matki i od ojca. Do tej poru poznano okoto 30 genow, ktorych
ekspresja zalezy od tego czy znajdujg si¢ na allelu pochodzacym od ojca
lub od matki. Wazna cechg pig¢tna rodzicielskiego jest to, ze sg dziedzi-
czone podczas podzialow komorkowych i odwracalne podczas gameto-
genezy [19, 32]. Kolejnym procesem jest inaktywacja chromosomu X
U samic ssakoéw tozyskowych, u ktoérych wystepuja dwa chromosomy X.
Inaktywacja jednego z nich ma na celu wyréwnanie ekspresji gendéw
potozonych na chromosomach ptciowych. W stadium wczesnego zarodka
oba chromosomy sg aktywne, jednak w pdzniejszej fazie rozwoju embrio-
nalnego dochodzi do losowej inaktywacji jednego z nich, a zmiana ta jest
przekazywana podczas podzialow mitotycznych [19]. Metylacja DNA
odgrywa takze wazna role w regulacji ekspresji genéw oraz modulacji
struktury chromatyny. Proces ten prowadzi zazwyczaj do wyciszenia
ekspresji genow, co spowodowane jest zmiang struktury chromatyny na
skondensowana, nieaktywng (heterochromatyng) [19]. Duzy wplyw
metylacja DNA ma na rozwdj nowotworu, gdzie dochodzi do zmiany
epigenotypu komorki. Moze doj$¢ do takich zmian jak: hipometylacja
gendéw normalnie zmetylowanych (globalna i lokalna), gdzie dochodzi do
demetylacji regionéw promotorowych onkogenoéw, co skutkuje nadmierng
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stymulacjg proliferacji komoérkowej [33]. Hipermetylacja, do ktorej
dochodzi w regionach wysp CpG, ktore nie sg zmetylowane, co
w konsekwencji powoduje wyciszenie genow supresorowych [33]. Kolejna
zmiang jest tranzycja mS5C-tymina. C5-metylocytozyna czesciej ulega
deaminacji w poréwnaniu do cytozyny. Reakcja deaminacji m5C powoduje
powstanie tyminy, natomiast cytozyny prowadzi do powstania uracylu.
Powstanie tyminy nie jest korzystne, poniewaz nie jest ona usuwana i jest
mutagenna, powodujac nieprawidtowe taczenie guaniny z tyming.
Natomiast uracyl jest usuwany z DNA z wykorzystaniem enzymu
glukozylazy uracylowej [18, 34]. Ponadto wystgpuje takze metylacja ,,non-
CpG” w komorkach nowotworowych, jest to zmiana niezwigzana z wyspami
CpG, w ktorej prawdopodobnie biorg udziat DNMT3A i DNMT3B [18].

5. Metody analizy epigenomu

Wykorzystanie technik biologii molekularnej umozliwia analize
metylacji catego genomu ale takze poszczegdlnych genow. Techniki wyko-
rzystywane do badania metylacji w catym genomie, wymagaja duzych
ilosci DNA, dlatego nie majg zastosowania do analizy biomarkerow [35].

Metody analizy metylacji DNA mozna sklasyfikowa¢ wedtug takich
kryteriow jak:

1) zakres analizy w materiale biologicznym (genom, pojedyncze geny);

2) rodzaj zastosowanej techniki:

e cigcie enzymami restrykcyjnymi wrazliwymi na metylacje
(w potaczeniu z hybrydyzacjg lub PCR);

* metody hybrydyzacji (Southern blot, mikromacierze);

* PCR (jakosciowy i ilosciowy) [36].

Pierwsze metody analizy metylacji wykorzystywaty technike Southern
blot oraz ciecie enzymami restrykcyjnymi w potgczeniu z reakcja PCR.
Hybrydyzacja metodg Southern polega na wykorzystaniu enzymoéw
restrykcyjnych wrazliwych na metylacje, ktore nie sa w stanie rozpoznaé
zmetylowanych sekwencji wysp CpG, co pozwala na okre$lenie ogdlnego
stopnia metylacji wysp CpG [37]. Do wad tej techniki nalezy zaliczy¢
stosunkowo duza ilos¢ DNA wymagang do analiz (Spug lub wiecej), co
powoduje zmniejszenie uzyteczno$ci badan w metylacji w linii piciowe;j
zenskiej oraz nad implantacjg zarodka [38]. Druga metoda, ktdra opiera sie
na hybrydyzacji sg mikromacierze. W technice tej jednoniciowy DNA
(ssDNA) zostaje unieruchomiony na nylonowej membranie, a nast¢pnie
poddany hybrydyzacji w odpowiednich warunkach. Sondy oligonukle-
otydowe, ktore sa specyficzne dla sekwencji zmetylowanych i niezmetylo-
wanych, sa unieruchamiane na membranie, a do roztworu hybrydyzm-
cyjnego dodawany jest wodorosiarczyn sodu, powodujacy modyfikacje
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produktu PCR. Gdy genomowe DNA lub produkt PCR unieruchomione sa
na membranie, wtedy sg one wstepnie modyfikowane roztworem wodoro-
siarczynu sodu oraz ci¢te enzymami restrykcyjnymi, a sondy oligonukle-
otydowe znajduja si¢ w roztworze. Sygnat hybrydyzacyjny wykrywany jest
najczesciej przez chemiluminescencje [39].

Wsrod metod jakosciowych wyrdznia sig:

MSP (MS-PCR, Methylation specyfic PCR) jest to reakcja, ktora
wymaga modyfikacji DNA za pomocg wodorosiarczynu sodu (NaHSO3),
ktory powoduje deaminacje cytozyny w jednoniciowym DNA, ktora ulega
przeksztatceniu do uracylu. Nastepnie produkt reakcji z wodorosiarczynem
sodu jest poddawany reakcji PCR, z wykorzystaniem dwoch par starterow.
Jedna para starterow rozpoznaje metyalcje w wyspie CpG i traktuje 5-
metylocytozyne jako cytozyne. Natomiast druga para rozpoznaje sekwencje
niezmetylowana tego fragmentu, w ktorej cytozyna uleglta konwersji do
uracylu i jest rozpoznawana jako uracyl/tymina. Reakcja zachodzi z jedna
para starterow i w ten sposob otrzymuje si¢ informacj¢ czy dany fragment
jest zmetylowany czy nie. Analiza przeprowadzana jest poprzez porow-
nanie produktow poddanych sekwencjonowaniu [40]. Kolejng metoda jest
BGS (Bisulfite Genome Sequencing- sekwencjonowanie genomu potrakto-
wanego bisulfidem) metoda ta opiera si¢ na reakcji ssDNA z tiosiarczanem
sodu. W wyniku tej reakcji cytozyna ulega deaminacji do uracylu.
Nastepnie przeprowadzana jest reakcja PCR, podczas ktorej dochodzi do
przeksztatcenia si¢ uracylu do tyminy. I podobnie jak w metodzie MSP 5-
metylocytozyna jest amplifikowana jako cytozyna, a produkty reakcji sa
poddawane sekwencjonowaniu, w celu okreslenia miejsc metylacji [41].
Do metod jako$ciowych nalezy takze MCA-RDA (Methylated CpG
Amplification-Representational Difference Analysis — amplifikacja metylowa-
nych wysp CpG potaczona z klonowaniem), w metodzie tej amplifikuje si¢
fragmenty DNA zawierajace wyspy CpG, a nastgpnie klonuje si¢ je metoda
RDA. W pierwszym etapie wybrang sekwencj¢ trawi si¢ dwoma enzymami
restrykcyjnymi, ktore sg izoschizomerami, a takze maja r6zng wrazliwosé
na metylacje rozpoznawanej sekwencji CCCGGG. Jako pierwszy wyko-
rzystuje si¢ enzym Smal, ktéry tnie sekwencje niezmetyolwane i pozosta-
wia tgpe konce. Nastgpnie wybrany fragment poddaje si¢ dzialaniu endo-
nukleazy Xmal, ktora rozpoznaje sekwencje zmetylowane i, w porownaiu
do Smal, pozostawia lepkie konce, do ktorych przylaczane sg adaptery
i calo$§¢ poddawana jest reakcji PCR, a analizy dokonuje sie poprzez
subtraktywna hybrydyzacje [36]. Ostatnig opisywang technikg jest RLGS
(Restriction Landmark Genomic Scanning — skanowanie miejsc restryk-
cyjnych specyficznych dla metylacji), metoda, ktora pozwala na analize
tysigcy nieoznakowanych wysp CpG w calym genomie. Na poczatku
genomowe DNA jest trawione enzymem restrykcyjnym wrazliwym na
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metylacje np. Notl, ktéry rozpoznaje sekwencje bogate w CpG. Nastepnie
strawione DNA jest znakowane radioaktywnie i ponownie trawione np.
EcoRI. Tak przygotowana probka poddawana jest elektroforezie z trzecim
enzymem restrykcyjnym. DNA rozdziela si¢ na zelu poliakrylamidowym,
podczas elektroforezy dwuwymiarowej [42].

Do metod ilosciowych mozna zalicz¢é: MethyLight, ktora jest wysoko-
wydajng technika analizy metylacji DNA, ktora wykorzystuje fluorescencje
i real-time PCR i pozwala na iloSciowe okre$lenie metylacji wysp CpG.
W pierwszym etapie matryce traktuje sie¢ wodorosiarczanem sodu, a naste-
pnie poddaje amplifikacji. Do amplifikacji wykorzystuje si¢ startery oraz
specjalng sond¢ (TagMan), ktora jest wyznakowana barwnikiem fluoros-
cencyjnym na koncu 5’ (najczeSciej wykorzystywana jest 6-karboksy-
fluoresceina) i wygaszaczem na koncu 3’ (TAMRA). W trakcie procesu
amplifikacji sonda zwigzana z matrycg jest cigta przez polimerazg, w Wyni-
ku czego zostaje uwolniony reporter, ktorego fluorescencja zostaje zmie-
rzona przez detektor laserowy. Sygnal fluorescencji jest wprost propor-
cjonalny do liczby amplifikowanych sekwencji [40, 43]. Kolejng technika
jest QAMA (Quantitative analysis of methylated alleles — ilo§ciowa analiza
metylowanych alleli), ktora jest to nowszg modyfikacjg real-time PCR,
gdzie wykorzystywane sg sondy TagMan wigzace si¢ zgodnie z technologia
MGB (Minor Groove Binder). W metodzie tej sondy sa wysoko specy-
ficzne zaprojektowane odpowiednio dla sekwencji zmetylowanej i nie-
zmetylowanej oraz znakowane dwoma barwnikami fluorescencyjnymi
—VIC i FAM. Reakcja zachodzi jednoetapowo co pozwala uzyska¢ wysoka
wydajnos¢ podczas oceny metylacji, znacznie skraca czas analizy, a takze
zmniejsza ryzyko zanieczyszczenia. Do wad nalezy zaliczy¢ brak mozli-
wosci rozpoznawania sekwencji czeSciowo zmetylowanych, a takze
utrudnione wigzanie si¢ sondy do miejsc polimorficznych oraz zawiera-
jacych mutacje [40,43]. Bardzo czula metoda jest Heavy-Methyl, ktora
pozwala oznacza¢ poziom zmetylowanego DNA w probkach o bardzo
niskim stezeniu. Technika ta takze jest modyfikacjg real-time PCR
i wykorzystuje si¢ oligonukleotydowe blokery, przylaczane do matrycy
W pozycji 3’ wigzania startera, ktore sa zaprojektowane do sekwencji
niemetylowanej, a ich obecno$¢ sprawia, ze startery nie mogg si¢ przy-
faczy¢, co uniemozliwia amplifikacje. Przy ilosciowym zastosowaniu tej
techniki stosowana jest znakowana sonda [40, 44]. Technika COBRA
(Combined Bisulfite Restriction Analysis- metoda bisulfidowa potaczona
Z analizg restrykcyjna) jest metoda bisulfidowa, ktéra wykorzystuje roznice
w dlugosci fragmentow restrykcyjnych pomigdzy DNA zmetylowanym
i niezmetylowanym oraz pozwala na iloSciowa analiz¢ poziomu metylacji
DNA w okreslonych loci. W technice tej wykorzystywana jest reakcja
Z tiosiarczanem sodu, ktora powoduje konwersje cytozyny w tyming,
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a metylocytozyny w cytozyne. W rezultacie powstaja nowe miejsca rest-
rykcyjne lub zostajg zachowane istniejace. Nastgpnie przeprowadzana jest
reakcja PCR, z wykorzystaniem starterow nie odrdzniajacych alleli zmety-
lowanych od niezmetylowanych, ktoéra amplifikuje pozadana sekwencje.
Startery projektuje sie tak, zeby nie zawieraty dinukleotydow CpG. Frakcja
powstatych czasteczek zawiera nowopowstate lub zachowane dinukleotydy
CpG, ktore sg procentowym odzwierciedleniem metylacji DNA [36, 42].
Ostatnig opisywang metodg jest technika pomiaru globalnej metylacji DNA
wzorowana na metodzie ELISA. Jest to nowopowstata technika wzorowana
na tescie ELISA, w ktorej wykorzystywane sa przeciwciata i reakcja kolo-
rymetryczna. Wykorzystuje si¢ tutaj mozliwos¢ wigzania zmetylowanego
DNA z bialkami. Poziom metylacji okre$la sie wzgledem zmetylowanej
kontroli. Analiz¢ przeprowadzana si¢ za pomocg specjalnego zestawu, ktory
zawiera wszystkie niezbgdne odczynniki. Do zalet tej metody nalezy
zaliczy¢ krotki czas i niski koszt analizy, stosunkowo niewielkie ilo$ci
DNA, nie wymaga uzycia specjalistycznego sprzgtu oraz radioaktywnych
izotopow [36].

6. Podsumowanie

Badania nad epigenomem sg prowadzone wielokierunkowo i maja
ogromny zasigg. Jednak jest to dopiero poczatek drogi pozwalajacej
opisywac ztozone mechanizmy regulacji epigenetycznej waznych funkcji
genomu. Aby moc dokladniej zrozumie¢ rol¢ metylacji cytozyny oraz
modyfikacji histonéw w trakcie normalnego rozwoju osobniczego, a takze
w trakcie choroby, nalezy przeprowadzi¢ wieksza ilos¢ badan oraz udosko-
nali¢ metodologig.

Obecnie do wykrywania metylacji DNA moga by¢ wykorzystywane
roznorodne techniki. Stopien metylacji DNA mozna okresli¢ zaréwno
jakosciowo jaki i ilo§ciowo wykorzystujac do tego celu chociazby techniki
o wysokiej wydajnosci czy tez hybrydyzacje¢ in situ z uzyciem przeciwcial
antymetylocytozynowych, ale caly czas powstaja nowe techniki umozli-
wiajace analize nowych miejsc metylacji w calym genomie. Praktyczne
zastosowanie wiedzy o epigenomie moze mie¢ szerokie zastosowanie np.
w przypadku deregulacji pojedynczych genow, ktora nastgpuje chociazby
przy przywroceniu aktywnosci gendéw supresordéw nowotworzenia, ktore
zostaly wyciszone przez metylacje, ale takze w przypadku genéw, ktore
koduja czynniki transkrypcyjne lub DNA-metylotransferazy. Wprowa-
dzenie technologii epigenetycznych do diagnostyki i leczenia niesie ze soba
ogromny potencjat zarowno dla chorych jak i lekarzy [45, 46].
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Metylacja DNA

Streszczenie

Powszechnie znane jest zjawisko kodowania informacji poprzez okreSlone ulozenie
deoksyrybonukleotydow w tafcuchu DNA, jednak istnieje rowniez kodowanie informacji
poprzez strukture chromatyny. Informacja zakodowana w ten sposob moze by¢, podobnie jak
informacja zawarta w sekwencji DNA, utrzymywana i przekazywana w trakcie kolejnych
podzialéow komoérkowych. Jednym z najbardziej znanych i najlepiej przebadanych zmian
epigenetycznych jest metylacja DNA, ktora odpowiada za mechanizm regulacji ekspresji genow.
Wzor metylacji jest ustalany podczas embriogenezy i przekazywany roznicujacym si¢ komorkom
i tkankom. Jednak moze doj$¢ do zmian w jego wzorze na skutek dziatanie ré6znych czynnikow.
Na poczatku badania koncentrowaty si¢ na okresleniu ogdlnego poziomu metylacji, jednak
obecnie bada si¢ metylacje specyficznych sekwencji DNA. Aktualnie istnieje wiele metod, ktore
umozliwiajg okreslenie metylacji DNA zaréwno jakos$ciowo jak i ilosciowo.

Stowa kluczowe: DNA, metylacja, epigenom

DNA methylation

Abstract

Commonly known phenomenon of encoding information through a specific location
deoxyribonucleotides in the DNA chain, but there is also the encoding of information through
chromatin structure. Information encoded in this manner may be, as the information contained in
the DNA sequence, maintained and passed on during subsequent cell division. One of the best
known and most studied epigenetic changes is DNA methylation, which is responsible for the
regulatory mechanism of gene expression. Methylation pattern is established during
embryogenesis and passed differentiating cells and tissues. However, this may lead to changes in
the formula due to various factors. At the start of the test focus on defining the overall level of
methylation, however, is currently examining the methylation of specific sequences of DNA.
Currently, there are many methods that allow the determination of DNA methylation both
qualitatively and quantitatively.

Keywords: DNA, methylation, epigenome
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miRNA w leczeniu bolu

1. Wstep

W 1957 roku Francis Crick sformutowat hipotez¢ mowiacag o tym, ze
przeplyw informacji genetycznej nastepuje od DNA poprzez RNA do
biatka. Zatozenie to nazywane jest centralnym dogmatem biologii
molekularnej, z ktorego wynika m.in., ze geny kodujg biatka. Pelnig one
funkcje strukturalng i katalityczng oraz regulujg procesy zachodzace we
wszystkich komorkach, zaréwno u mikroorganizmow jak i u ssakow.
W przypadku organizméw ztozonych, powyzsza koncepcja nie jest
zachowana. Genom organizmow eukariotycznych ztozony jest nie tylko
z sekwencji kodujacych biatka, ale réwniez tzw. niekodujacych. Przez
dlugi okres czasu sekwencje niekodujgce biatka uwazano za czasteczki
nagromadzone w trakcie ewolucji, ktére powstawaly podczas procesow
ksztaltujagcych geny. Jak dotad, udowodniono, ze omawiane molekuly biora
udziat w wielu procesach organizméw wyzszych. Pelnig znaczaca role
w degradacji mRNA, kontroli struktury chromosomoéw, regulacji trans-
krypcji i alternatywnego splicingu oraz ekspresji biatek. Liczba pozna-
wanych czasteczek ncRNA (ang. Non-coding RNA, ncRNA) stale ro$nie,
lecz wérod wszystkich rodzajow ncRNAs, grupa miRNA (ang. miRNA —
micro ribonucleic acid) stanowi zbior molekul najlepiej przebadanych.
miRNA stanowig duza czgs¢ czasteczek, ktore istotnie wplywaja na rozwoj
uktadu nerwowego, jak i jego funkcjonowanie w warunkach fizjologi-
cznych i patologicznych. W ostatnim czasie, znaczaco wzroslo zaintere-
sowanie polgczeniami miRNA a boélem patologicznym. Taki rozwdj
zdarzen jest zrozumialy, biorgc pod uwage wzrost zapadalnosci spote-
czenstwa na choroby cywilizacyjne, ktorym bdl przewlekly nieustgpliwie
towarzyszy. Dla naukowcow czgsteczki miRNA moga by¢ cennym
narzgdziem do badania transkrypcyjnych i translacyjnych mechanizméw
chronicznego bolu. Odpowiednia manipulacja ekspresja i funkcjg pojedyn-
czego miRNA in vivo, moze dostarczy¢ nam mozliwo$¢ wptywania jedno-
cze$nie na kilka mediatoréw w skomplikowanym szlaku bélu. W niniejszej

! piotr.stepien@interia.pl, Wydzial Farmaceutyczny z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej
w Sosnowcu , Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach
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rozprawie chciatbym przyblizy¢ role miRNA w zjawisku bolu oraz wyni-
kajace z nich mozliwosci wykorzystania ich jako molekuty terapeutyczne [1].

2. Zjawisko bélu

2.1. Definicja bélu

Wedhug Migdzynarodowego Towarzystwa Badania Bol (ang. IASP —
International Association for the Study of Pain) bol definiowany jest jako
»hieprzyjemne doznanie czuciowe i emocjonalne, zwigzane z aktualnym,
potencjalnym czy tez domniemanym uszkodzeniem tkanek, a takze
opisywanym przez chorego w kategoriach takiego uszkodzenia” [2]. Wielu
naukowcOw uwaza, ze bol jest jednym ze standéw motywacyjnych
organizmu, jak na przyktad: giéd czy lek. Funkcje jaka przypisuje si¢
bolowi jest alarmowanie organizmu przed uszkodzeniem lub jest sygnatem
informacyjnym o rozpoczynajacym lub rozwijajacym si¢ procesie
chorobowym [3]. Ztamaniu kosci lub dotknigciu goracej powierzchni
towarzyszy bol ostry, a chorobom nowotworowym czy zapaleniom stawow
towarzyszy bol chroniczny, ktéry jest trudniejszy do zlokalizowania
i leczenia [4]. Dzigki wielu badaniom naukowcéw lepiej poznalisSmy
anatomiczne i funkcjonalne podloze zjawiska bolu, jednakze nadal
pozostaje wiele nierozstrzygnietych badz nieznanych kwestii [5].

2.2. Fizjologia bélu

Zjawisko bolu powstaje w wyniku zadzialania na organizm bodzca
nocyceptywnego. Dziatanie na organizm ludzki bodzca bolowego powo-
duje powstanie impulséw, ktore przekazywane sa do wyzszych pozioméw
uktadu nerwowego za pomoca komoérek nerwowych tworzacych uktad
nocyceptywny. Receptory nocyceptorowe, biorgce udzial w odbieraniu
bodzcoéw bolowych sa wolnymi zakonczeniami nerwowymi, zaliczanymi
do grupy receptorow jonotropowych. Receptory wrazliwe na substancje
modulujace bol klasyfikuje sie do receptorow metabotropowych [4]. Proces
nocycepcji, pozwala organizmowi na odbior bodzcow szkodliwych,
poprzez ich neuronowy proces przetwarzania. Impulsy bdélowe przeka-
zywane sg do rogu grzbietowego (znajdujagcym si¢ w osrodku rdzenia
kregowego) poprzez komoérke zwojowa znajdujaca sic w zwoju rdze-
niowym. W rogu grzbietowym impulsy bolowe przekazywane s3a do
neuronu II rzedu, ktérym podazajg do osrodka w pniu moézgu. W tej czesci
osrodkowego uktadu nerwowego realizowane jest czucie bolu powolnego.
Impulsy boélu szybkiego dochodza neuronem III rzedu do okolicy
czuciowej kory moézgu. Dzigki temu mechanizmowi czucie bolu jest
uswiadamiane [6]. Cechg charakterystyczng receptorow bolowych jest ich
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wysoki prog pobudliwosci oraz brak ich adaptacji do bodzca. W wyniku
tego czucie bolu nie podlega procesowi habituacji, co sprawia ze nie
jesteSmy w stanie zapomnie¢ o doznaniu bolu. Kompensowane jest to
istnieniem bardzo waznego systemu hamowania bolu [5].

2.3. Uklady hamowania bolu

Osrodki thumigce bol zmniejszaja intensywnos¢ natezenia odczuwanego
bolu. Proces redukowania wrazliwosci bolowej nazywany jest analgezja
[2]. Komorki nerwowe uktadu osrodkowego oraz obwodowego wytwarzaja
endogenne opiaty, ktore pelnig istotng role w pomniejszaniu bolu [6].
Endorfiny dziatajg na receptory opioidowe, znajdujace si¢ we wszystkich
strukturach uktadu tlumigcego. Stymulacja receptora opioidowego powo-
duje uaktywnienie zwigzanego z nim biatka G typu hamujacego i zatrzy-
manie enzymu cyklazy adenylanowej, czego konsekwencja jest ograni-
czenie procesOw metabolicznych w neuronach. Jest to jeden ze sposobow
dziatania endorfin, poniewaz mogg one doprowadzi¢ takze do otwarcia
kanatéw potasowych, co przyczynia si¢ do wyptywu jonéw potasu z ko-
morki i hiperpolaryzacji blony komoérkowej. Obydwa schematy dziatania
peptydow opioidowych prowadza do hamowania przekazywania impulsow
bolowych w neuronach [3]. W organizmie ludzkim wystepuja takze inny
uklady biorace udziat w modulacji czucia boélu, jak na przyktad: uktad
serotoninergiczny, noradrenergiczny czy GABA-ergiczny [6]. Wymienione
wyzej uklady sa w stanie zredukowa¢ bol o niskim natgzeniu, jednakze
W momencie wystepowania w organizmie ludzkim boélu o silniejszym
nat¢zeniu wymagane jest zastosowanie odpowiednich farmaceutykéw w celu
zlikwidowania jego objawow [7].

2.4. Leczenie bolu

Najpopularniejszym zwigzkiem wykazujacym podobne dziatanie do
endomorfin jest morfina. Opium jest alkaloidem, otrzymywanym z soku
niedojrzatych makowek maku lekarskiego, wykazujacym silne dziatanie
przeciwbolowe. Jest niezwykle skutecznym $rodkiem przeciwbolowym,
jednakze stosowanie go niesie ze soba mozliwo$¢ uzaleznienia od niego
organizmu. Kolejng niekorzyscig stosowania morfiny jest fakt ze, organizm
Z czasem jego stosowania nabiera do niego coraz to wigkszej tolerancji.
W celu uzyskania pozadanego efektu, wymagane jest stosowanie coraz to
wickszych dawek morfiny [3, 7]. W obecnym momencie na szeroka skalg
stosuje si¢ nowoczesne nienarkotyczne $rodki przeciwzapalne czy,
przeciwbolowe. Wsrod nich najpopularniejszymi sg: aspiryna (kwas
acetylosalicylowy), paracetamol (acetaminofen) czy niesteroidowe leki
przeciwzapalne (ang. NSAIDs — nonsteroidal anti-inflammatory drugs).
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Szeroka grupa tych lekéw wykazuje stabsze dziatanie, aczkolwiek nie
uzaleznia organizmu w takim stopniu jak morfina. Nalezy pamigtaé, ze
pomimo zalet stosowania tych lekarstw, dtugotrwate ich zazywanie moze
doprowadzi¢ do uzaleznienia organizmu oraz przyczyni¢ si¢ do groznych
powiktan np. zotgdkowo-jelitowych [7].

Obecnie, najwigcksze wyzwanie w leczeniu bolu stanowi leczenie bolu
przewlektego utrzymujacego si¢ przez co najmniej sze$¢ miesiecy. Pomimo
uzyskania wielu informacji na temat obwodowych jak i centralnych
mechanizmoéw przewleklego bolu, uzycie tej wiedzy do klinicznych terapii
tego rodzaju bolu pozostaje problematyczne. Wydaje si¢ ze, glowna
przyczyng jest istnienie wielu mediatoréw oraz szlakow sygnalizacji,
majacych wptyw na powstawanie przewlekltego bolu oraz wysoki stopien
redundancji funkcjonalnej miedzy nimi. Malo prawdopodobnym staje si¢
fakt, iz pojedyncza czasteczka, moze by¢ stosowana jako skuteczny
terapeutyk farmakologiczny w leczeniu przewlektego bolu. Waznym
wydarzeniem w konteks$cie leczenia zjawiska bolu bylo pojawienie si¢
miRNA, jako kluczowych regulatorow potranskrypcyjnych ze zdolno$cia
do modyfikacji ekspresji wielu czasteczek mRNA i1 odpowiadajacym im
biatek. Czasteczki miRNA uwaza si¢ za wazne sktadowe réznych aspektow
uktadu nerwowego, poczawszy od jego rozwoju do chordb neurodegene-
racyjnych [8]. Informacje uzyskane z badan nad czasteczkami miRNA
W odniesieniu do zjawiska bolu sprawiajg, ze zainteresowanie nimi jako
potencjalnymi molekutami terapeutycznymi wzrasta z roku na rok.

3. miIRNA

3.1. Ogolna charakterystyka miRNA

MikroRNA to rodzina matych, niekodujacych RNA, ktoére jak dotych-
czas wzbudzito wsrod naukowcow najwicksze zainteresowanie z posrod
wszystkich klas endogennych matych RNA. Wystepuja one we wszystkich
organizmach ro$linnych jak i zwierzecych. Wykazano ich istnienie
U jednokomorkowych pierwotniakow, a takze u organizmow bardziej
ztozonych migdzy innymi u ludzi. Fakt ten nasuwa nam na mysl przy-
puszczenie, ze mechanizm regulacji ekspresji genow z udzialem miRNA
funkcjonowat juz u wezesnych eukariontow [9]. Do obecnej chwili wszys-
tkie poznane miRNA, to jednoniciowe czasteczki o $redniej dlugosci 22
nukleotydow (od 19 do 25 nt) posiadajace na koncu 5’ reszte fosforanowa
i grupe hydroksylowa na 3’ koncu. Ilo$¢ kopii miRNA w komorkach jest
znacznie wieksza w poréwnaniu do ilosci kopii mRNA oraz sa znaczniej
bardziej odporne na degradacje niz czasteczki mRNA. Odkryte i opisane
miRNA tworzg zupelie nowa klas¢ nickodujacych czasteczek, ktore
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nadaty nowy wymiar w zrozumieniu dzialaniu regulacji genéw. W $wietle
najnowszych badan, wiemy ze miRNA maja duzg zdolno$¢ kontrolowania
ekspresji niejednego genu poprzez regulacje aktywnosci odpowiednich
mRNA. Fakt ten moze postuzy¢ nam jako podstawa do znalezienia
skutecznej metody leczenia bolu z wykorzystaniem odpowiedniego rodzaju
miRNA. Kazda komorka zawiera zroznicowany profil miRNA, nadekspresja

danego genu miRNA moze powodowac¢ jej nieprawidlowe funkcjonowanie
[10].

3.2. Biogeneza miRNA

Fakt, ze naukowcy zdotali wyjasni¢ mechanizm biogenezy miRNA,
przyblizyl nas do wyjasnienia przyczyn powstawania wielu groznych
chordb oraz daje nadzieje na rozwiktanie wielu z nich. Proces biosyntezy
czasteczek miRNA ma swoj poczatek w jadrze komorkowym. MiRNA sa
syntetyzowane kilkuetapowo, pierwszym etapem biogenezy jest synteza
pir-miRNA (rys.1). Powstajace pri-miRNA tworza struktur¢ spinki do
wlosow (ang. hairpin) sktadajacej si¢ z dwuniciowego fragmentu zakon-
czonego jednoniciowg petla. Konce takich czasteczek zazwyczaj nie sg do
siebie komplementarne, tworzac jednoniciowe odcinki flankujgce. W drugim
etapie syntezy czasteczek miRNA, pri-miRNA przetwarzane sa przez
jadrowa rybonukleaz¢ do pre-miRNA. Enzymem o aktywnosci Rnazy IlI,
ktora tnie dwuniciowe pri-miRNA dajac krotsze pre-miRNA jest Drosha.
Enzym ten jest gldwnie zlokalizowany w jadrze komoérkowym. Efek-
tywnos$¢ dziatania enzymu Drosha zalezy od rozmiaru koncowej petli
i regionéw flankujgcych miejsca cigcia. Krotsza petla oraz mutacje
w sekwencjach flankujacych moga przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia lub
calkowitego braku ciecia pri-miRNA przez Drosha. Enzym ten tnie
czasteczki pri-miRNA na okoto 70 nukleotydowe pre-miRNA o strukturze
spinki do wtosow. Powstate molekuly posiadajg na koncu 5° reszte
fosforanowa i okoto 2 nt koniec 3’ z wolna grupa hydroksylowa. Pre-
miRNA transportowane jest z jadra komorkowego do cytoplazmy przez
btong jadrowa. Dalsze etapy biosyntezy miRNA zachodzg w cytoplazmie
[11]. Kolejnym etapem jest ciecie pre-miRNA w cytoplazmie przez enzym
Dicer. Enzym ten podobnie jak Drosha nalezy do grupy enzymow
0 aktywnosci RNAz III. Wynikiem tego cigcia jest powstanie okolo 22
nukleotydowego dsRNA, w ktorym na koncu 3’ znajdujg si¢ dwa
niesparowane nukleotydy. W dupleksie tym znajduje si¢ miRNA, z ktdrego
powstanie koncowa czasteczka miRNA oraz komplementarna do niej nié
miRNA*. Nastepny etap polega na rozpleceniu dupleksu miRNA/miRNA*
przez enzym helikazg. P6zniej nastgpuje wlaczenie jednej pojedynczej nici
miRNA do kompleksu RISC (ang. RISC- RNA-Induced Silencing
Complex). Druga ni¢ jest uwalniana i degradowana [11, 12].
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Rys. 1 Schemat biogenezy miRNA [12 zmodyfikowano]. Kolejnymi humerami oznaczono:
1 —synteza pri-miRNA, 2 — powstawanie pre-miRNA, 3 — transport pre-miRNA do cytoplazmy,
4 — powstawanie dsRNA, 5 —rozplecenie dsRNA, 6 — powstawanie kompleksu RISC,
7 — aktywny kompleks RISC

58



miRNA w leczeniu bolu

Aktywne miRNA w RISC jest gotowe do wykonywania swoich funkcji.
Glownym dziataniem miRNA jest specyficzne przylaczanie si¢ do
catkowicie (lub cze$ciowo) komplementarnych odcinkéw danej czasteczki
mRNA, oddziatywaja w ten sposob na jej stabilnosc¢ i translacje [10].

3.3. Mechanizmy dzialania miRNA

Najnowsze badania wskazujg na interesujacy fakt, dotyczacy
mozliwosci regulacji ekspresji mRNA poprzez aktywacje ich translacji, co
jak sie okazuje istotnie zwigksza potencjal regulatorowy czasteczek
miRNA [13]. Jednakze w tym rozdziale, przedstawione zostang mecha-
nizmy dziatania miRNA prowadzace do zahamowania syntezy biatka.
Kompleks RISC moze obniza¢ ekspresje genow poprzez dwa potrans-
krypcyjne mechanizmy: degradacje mRNA lub inhibicje translacyjna (rys. 2).

mRNA degradation: 4/5 of all mMRNA targets A

translational inhibition: 1/5 of all mRNA targets B

o

Rys. 2 Schemat posttranskrypcyjnych mechanizméw dziatania miRNA [16]. (A) Degradacja
mMRNA; (B) Inhibicja translacji mRNA

5'Cap

Wybor posttranskrypcyjnego mechanizmu nie jest determinowany przez
miRNA, a przez docelowg czasteczke, ktéra ma podlega¢ temu mecha-
nizmowi. W zalezno$ci od tego jak duza jest komplementarno$¢ czasteczek
mRNA/miRNA bedzie zalezato jaki mechanizm bedzie zachodzit. Aby
mogl zajs¢ jeden z tych dwoch mechanizméw, odcinek co najmniej 2-8
nukleotydow konica 5 miRNA, musi by¢ komplementarny do czasteczki
mRNA. Oprécz komplementarnosci pomigdzy miRNA i mRNA, kilka
innych czynnikow zostato zidentyfikowanych jako majacych wptyw na
dziatanie miRNA. Naleza do nich proces metylacji, zjawisko polimorfizmu
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genoéw czy ich translokacji. W kompleksie RISC znajduja si¢ biatka
wykazujace aktywno$¢ nukleaz, helikaz oraz biatka umozliwiajgce wig-
zanie si¢ z dSRNA. Gléwnym miejscem przylaczania si¢ tego kompleksu sa
komplementarne sekwencje w regionie 3 UTR (ang. untranslated region)
mRNA. Waznym biatkiem znajdujacym si¢ w tym kompleksie jest biatko
regulatorowe Ago2 nalezace do rodziny biatek Argonaute. Warto pod-
kresli¢, ze biatka z tej rodziny majg zdolno$¢ przytagczania RNA, ktore
rozpoznaja docelowy gen i przy ich pomocy degradujg go lub blokuja jego
ekspresje [14, 15, 16]. Deadenylacja i pdzniejsza degradacja czasteczki
mRNA bedzie zachodzila gdy miRNA bedzie prawie 100% komple-
mentarna do mRNA. Degradacja mRNA jest gldownym mechanizmem
regulacji ekspresji genéw przez miRNA (rys. 2 A) [14, 16]. Duza czes¢
czasteczek miRNA posiada jedynie komplementarny region okoto 2-8
nukleotydow konca 5°. Taki odcinek nukleotydow zwany jest regionem
seed. MiRNA charakteryzujace si¢ posiadaniem takie regionu wzgledem
danego mRNA powoduja jego inhibicj¢ translacji [15]. Zdajac sobie
sprawe, ze proces translacji sktada si¢ z 3 etapow: inicjacji, elongacji oraz
terminacji nalezy zwroci¢ uwage ze, do inhibicji translacji dochodzi
gléwnie na etapie inicjacji. Jednakze nie jest to jedyna droga przepro-
wadzania inhibicji, poniewaz czg$¢ badan dostarcza nam informacji ze
zahamowanie syntezy biatka moze rowniez doj$¢ na etapie elongacji [17].
Koncentrujac sie na etapie inicjacji, jedng z mozliwosci inhibicji translacji
na tym etapie jest przylaczenie si¢ kompleksu RISC w poblizu konca 5’
mRNA, w wyniku czego kompleks preinicjacyjny nie ma mozliwosci
przylaczenia si¢ do mRNA [18]. Rozpatrujac natomiast pozostate mozli-
wosci, czasteczki miRNA moga zablokowa¢ prawidlowy proces sktadania
rybosomu lub przytaczy¢ si¢ do ogona poliA w wyniku czego uniemoz-
liwia wigzanie si¢ PABP (ang. PABP — PolyA Binding Protein) do mRNA
i ten schemat dziatania przedstawiony jest na rys. 2 B [16]. Nie ulega
watpliwosci, ze czasteczki miRNA wykazuja specyficznos$¢ tkankowa, to
znaczy odpowiadaja za profil ekspresji genow danej komorki. Czasteczki
miRNA biorac udzial w regulacji ekspresji gendéw maja wptyw na wiele
procesow biologicznych zachodzacych w organizmach zywych. Jak wynika
z przeprowadzonych badan, pewne grupy czasteczek miRNA, poprzez
regulacje ekspresji genow neuronéw wptywaja na ich wzrost, aktywnosé
oraz plastyczno$¢ synaps, co pozwala nam sadzié, ze moga one znaczaco
wplywac na przewodzenie sygnatu nerwowego [10].

4. miRNA a zjawisko boélu

Duza ilo$¢ czasteczek miRNA wystepujaca w uktadzie nerwowym,
posiada szeroki zasi¢g dziatania na komodrkowe mechanizmy regulacyjne
oraz utwierdzajg nas w przekonaniu, ze mikroRNA wykazuja plejotropie
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wzgledem rozpoznawania docelowego genu [19]. Tak wigc, zmieniona
ekspresja biatka jest cecha charakterystyczng dla boélu chronicznego
i przyczynia si¢ do rozwoju dlugoterminowej nadpobudliwosci nocyce-
ptywnych neuronéw obwodowego i osrodkowego uktadu nerwowego.
Przyczyna takiej modyfikacji uktadu nerwowego jest takze, zmiana
ekspresji czasteczek sygnatowych, transmiterow, kanatéw jonowych oraz
struktury biatek. Fakt, ze czasteczki miRNA s3 molekutami, ktore uczes-
tniczg w mechanizmach regulacji gendéw, sprawia ze przyczyniajg si¢ do
zachodzenia tych zmian. Pierwsze badania, ktore sprawdzaly regulacje
i funkcje czasteczek miRNA w réznych modelach patofizjologicznego bolu
wsparty tg hipotez¢. Zasugerowano, takze ze jeden z rodzajow czasteczek
miRNA odgrywa role w rozwoju antynocyceptywnej tolerancji pow-
szechnie stosowanej morfiny. Dowiedziono, ze morfina swoiscie aktywuje
czasteczke let-7 (rodzaj czgsteczek miRNA u myszy), ktora thumi receptory
opioidowe dla morfiny. Wykazano réwniez, ze inhibicja let-7 czg¢sciowo
ostabita tolerancje na antynocyceptywne efekty opioidowe [20].

Do chwili obecnej jedynie kilka badan dotyczyto roli miRNA w ekspe-
rymentalnym boélu zapalnym. Jedno z badan opierato si¢ na wylaczeniu
genu enzymu Dicer w neuronie Navl.8 (jest to neuron zwigzany z pro-
cesem nocycepcji). Wynikiem czego byla utrata lub inhibicja okoto 60
znanych lub nowych czasteczek miRNA, ktére znajdowaty si¢ w tych
neuronach. Wptynelo to na zmiane ekspresji i regulacje swoistych trans-
kryptoéw nocyceptorow. Interesujgcy jest fakt, ze usunigcie enzymu Dicer
przyczynitlo si¢ do utraty wszystkich dojrzalych miRNA, a niektore
sensoryczne neurono-swoiste transkrypty byty inhibitowane przez CamKII
(kinaza zalezna od wapnia i kalmoduliny, ktéra jest jedng z najwaz-
niejszych kinaz w komorkach nerwowych) i Navl.8.

W jednym z badan na szczurze laboratoryjnym u ktérego zaimpli-
kowano kompletny adiuwant Freunda (ang. CFA — complete Freund’s
adjuvant) do mig$nia zwacza, kilka miRNA byty istotnie cho¢ roznie
hamowane w neuronach zwoju tr6jdzielnego. Autorzy badania zasugerowali,
ze spadek miRNA pozwala na aktywowanie biatek zwigzanych z procesem
bolowym, ktore przyczyniaja si¢ do rozwoju stanu zapalnego i allodynii,
czyli bolu powstatego na skutek oddziatywania bodzca, ktory zwykle nie
wywotuje bolu [20].

Jak wynika z przeprowadzonych badan na szczurze laboratoryjnym,
ktory posiadat pourazowe uszkodzenie rdzenia kregowego na skutek
sttuczenia (ang. SCI — spinal cord contusion), ekspresja powyzej 250
czasteczek miRNA zostata uregulowana po 4 godzinach, 1 dniu Iub 7
dniach po operacji. Pdzniejsze bioinformatyczne analizy zidentyfikowaly
kilka docelowych genow regulowanych przez miRNA odgrywajacych
wazng role w patogenezie SCI poprzez wplywanie na procesy zapalne lub
apoptozg neuronow. Interesujacym faktem, jest ze niektore miRNA
regulujace przeciwzapalne i przeciwapoptotyczne biatka byty aktywowane,
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podczas gdy kilka miRNA kontrolujace ekspresj¢ prozapalnych i proapo-
ptotycznych biatek byly zahamowane. Badanie te dostarczyly informacji,
ze miRNA przyczyniaja si¢ do patogenezy SCI. Jednak szczegodtowe
znaczenie miRNA in vivo w SCI pozostaje wcigz do ustalenia.

Kolejne badania przeprowadzone na szczurze laboratoryjnym z uszko-
dzonym obwodowym nerwem wskazujg, ze kilka rodzajow miRNA licznie
ulegaty ekspresji w tkankach i organach zwigzanych z percepcja senso-
ryczng. Znaleziono je w znacznej ilosci w duzych mielinowych i matych
niemielinowych neuronach w zwojach korzeni bocznych (ang. DRG —
dorsal root ganglia). Zaproponowano, ze jeden z rodzaju czasteczek
miRNA (miRNA-183) w DRG odpowiedzialne jest za regulacje Kilku
waznych gendéw dla specyficznej funkcji nocycepcji i podstawowych
aferentnych neuronéw mechanoreceptordw. Zanotowanie réznicy w ilosci
wystepowania miRNA-183 odnotowano takze u szczura, ktoremu zaimpli-
kowano CFA do mig$nia zwacza. Fakt ten moze sugerowac, ze ten rodzaj
czasteczek miRNA moze odgrywaé gldwng role w kilku rodzajach bolu
przewlektego [20]. Przedstawione w tym rozdziale wyniki badan pozwalajg
przypuszczac, ze czasteczki miRNA moga mie¢ duzy potencjat terapeu-
tyczny choréb cywilizacyjnych.

5. miRNA jako potencjalne czasteczki terapeutyczne

W dobie poszukiwania coraz to nowych rozwigzan do walki z choro-
bami i wigzgcemu si¢ z nimi bolu, zaczeto przeprowadzaé¢ badania
w ktorych sprawdzano terapeutyczne mozliwosci mikroRNA. Odnotowano
zmiany ekspresji miRNA u pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem
stawow, zapaleniem ko$ci i stawow oraz ukladowym toczeniem rumienio-
watym. Réznice w profilach ekspresji miRNA zostaly rowniez pokazane
pomiedzy endometrium kobiet zarowno tych, ktore posiadajg oraz nie
posiadaja bolesnej endometriozy we wczesnych fazach wydzielniczych.
Podobnie, zmiana ckspresji miRNA zostala odnotowana u pacjentow
z chronicznym zespotem boélowym pecherza moczowego. Sugerowano, ze
zwickszona ekspresja odrgbnych grup czasteczek miRNA w tkance pecherza
moczowego u tych pacjentow moze indukowa¢ hamowanie receptorow
neurokininowych. Mechanizm ten moze by¢ takze wazny dla innych
bolesnych choréb powigzanych z modulacjg receptorow neurokininowych,
jak choroba nowotworowa lub zapalenie trzustki. Zgromadzone wyniki
pokazuja jednoznacznie, ze czasteczki miRNA odgrywaja bardzo wazna
rolg¢ w regulacji ekspresji genéw w kilku chorobach ludzkich powigzanych
z bolem. W zwigzku z tym moga one stanowi¢ nowe biomarkery dla
odpowiednich chordb lub postuzy¢ jako nowe cele dla poszczegdlnych
antagonistow miRNA. Wydaje si¢, ze stosunkowo niedawno odkryte
czasteczki miRNA zdobywaja coraz to wigksze zainteresowanie jako
narzedzie badawcze. Jak pokazuja przytoczone przeze mnie przyktady moga
by¢ wykorzystywane z powodzeniem jako, biomarkery i potencjalnie nowej
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generacji leki skierowane przeciwko wielu chorobom. Chociaz wigkszos¢
badan jest wciaz opisowych, pokazujacych regulacje tylko na poziomie
miRNA, nie jest wykluczone, Zze ich znaczenie w walce zjawiskiem bolu
bedzie wzrastalo w ciagu kilku kolejnych lat. Niemniej jednak kilka nowych
ostatnio opublikowanych badan dostarcza nam w tym kierunku nadziei [8,
20]. Dla przyktadu, podskérne podanie antysensownego inhibitora mir-122
zostato z sukcesem testowane w drugiej fazie badan klinicznych przeciwko
wirusowemu zapaleniu watroby typu C (ang. HCV — hepatitis C virus)
u cztowieka [20]. W kolejnym badaniu udato si¢ skutecznie podskornie
dostarczy¢ asRNA (ang. asRNA — antisense RNA) jako inhibitora rodziny
czasteczek MIRNA-33 znajdujacych sie u haczel-nych. Dozylne wstrzyk-
nigcie liposomow zawierajacych substancje imitujaca miRNA34 w celu
leczenia nowotworu watroby jest w fazie I badan klinicznych [21].
Korzystajac z wynikéw wykonanych badan, mozliwe ze uda si¢ uzyskac
sposoby dostarczania modulatorow miRNA do obwodowych i centralnych
neurondéw czuciowych wspomagajac w ten sposob opracowywanie nowych
technik leczenia bolu. miRNA sg kluczowymi molekutami zmieniajacymi
progi aktywacji i pobudliwosci czuciowych nocyceptorow Navl.8. Moze to
dostarczy¢ nowego narzedzia do leczenia pacjentdow z chronicznym bdlem
zapalenia. Oczywistym faktem jest, ze ze wzgledu na duza liczbg funkcji
jakie spelnia miRNA w regulacji translacji, catkowita utrata miRNA przez
delecje enzymu Dicer moglo by utrudnia¢ w innych funkcjach fizjolo-
gicznych 1 wywotywa¢ skutki uboczne. Jednak, wyciszanie genow
pojedynczymi specyficznymi czasteczkami miRNA moze zredukowac bol
zapalny poprzez modelowanie pobudliwo$ci uktadu nocyceptywnego.
Przyszte badania roli miRNA jako czasteczki regulujace przetwarzanie
i rozwoj bolu mogg dostarczy¢ scharakteryzowanych czasteczek miRNA
jako potencjalnych i specyficznych lekéw tagodzacych bol [20].

6. Perspektywy na przyszlos¢

Szczegotowe przeanalizowanie opublikowanej literatury pozwala na
sformutowanie kilku wnioskow 1 spostrzezen dotyczacych potencjatu
czasteczek miRNA w leczeniu bolu. Z przedstawionych w rozdziale
pierwszym rozwazan jasno wynika, ze stosowane dotychczas farmaceutyki
oprocz wielu korzysci ktore nam dajg, niosa réwniez istotne wady
objawiajace pojawieniem si¢ groznych powiktan lub uzaleznien podczas
dhuzszego stosowania ich. Nie ulega watpliwosci, ze niedoskonatosci
(a w wielu przypadkach powazne wady) stosowanych lekarstw przyczynilty
si¢ do poszukiwania alternatywnych drog tagodzenia bolu. Warto pod-
kresli¢, ze kolejnym bodzcem do szukania nowych oraz skuteczniejszych
metod leczenia jest wzrost zapadalnosci na choroby XXI wieku w naszym
spoteczenstwie. Nalezy sadzi¢, ze pojawienie si¢ miRNA w kontekscie
leczenia bolu dato spora nadziej¢ na rozwigzanie problemoéw z dotychczas-
sowymi metodami leczenia. Zwigzku z tym, miRNA odgrywaja funkcjo-
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nalna rol¢ w modulacji uktadu nocyceptywnego. Oddziatywaja jedno-
cze$nie na kilka mediatorow w skomplikowanym szlaku bolu, co bardzo
cenne jest w przypadku prob leczenia bolu przewlektego, na ktorego pow-
stawanie ma wplyw wiele mediatoréw. Jednakze, pomimo istnienia
niezawodnych narzedzi do badania ekspresji i regulacji miRNA w szlakach
nocyceptywnych, wyjasnienie ich udziatu w funkcjonowaniu zjawisku bolu
pozostaje nadal malo poznane. Nalezy jeszcze uwzgledni¢ fakt, ze ze
wzgledu na duza liczbe funkcji jakie spelnia miRNA w regulacji translacji,
mogg one powodowac oprocz pozadanych efektow, pewne skutki uboczne.
Dlatego wazne jest doskonalenie ich jako molekul terapeutycznych
w odniesieniu do ich modyfikacji in vitro: dostarczanie, biodostepnos¢,
skutecznos¢ i bezpieczenstwo. Jest to dzial badan charakteryzujacy si¢
wieloma wyzwaniami i pulapkami ale takze ogromna nadzieja na zrozu-
mienie 1 leczenie patologicznego bolu. Wydaje si¢, ze w najblizszych latach
okaze si¢ czy miRNA podotajg wywigzaniu si¢ z wielkich obietnic danym
biologii molekularnej i leczeniu wielu choréb uktadu nerwowego [8].
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MiRNA w leczeniu bolu

Streszczenie

Niekodujace RNA u organizméw wyzszych odgrywajg istotng role w prawidtowym
funkcjonowaniu komoérek poprzez regulacje ekspresji biatek, transkrypcji i alternatywnego
splicing. Najdoktadniej przebadane i uznawane za wazne sktadowe roéznych aspektow uktadu
nerwowego sa czasteczki zwane miRNA. Wzrost zapadalnosci spoleczenstwa na choroby
cywilizacyjne, ktorym towarzyszy zjawisko bolu chronicznego sprawito zainteresowanie
naukowcow potaczeniami miedzy miRNA a zjawiskiem bolu. Czasteczki miRNA wydaja si¢ by¢
przydatnym narzedziem w zrozumieniu transkrypcyjnych i translacyjnych mechanizmow
chronicznego bolu. MiRNA poprzez regulacje ekspresji genow neurondéw wplywaja na ich
przewodzenie sygnatu nerwowego. Manipulacja ekspresja odpowiedniego rodzaju czasteczek
miRNA in vivo, moze stworzy¢ nam mozliwo$¢ oddziatywania jednocze$nie na kilka
mediatorow w skomplikowanym szlaku bolu. Ze wzgledu na duza liczbe funkcji jakie spetnia
miRNA w utrzymaniu homeostazy w organizmie ludzkim, nieprawidlowe ich zastosowanie
moze powodowal pewne nieporzadane efekty. Wazne jest doskonalenie ich jako molekut
terapeutycznych w odniesieniu do ich modyfikacji in vitro: dostarczanie, biodostgpeno$¢,
skuteczno$¢ oraz bezpieczenstwo. W niedalekiej przysztosci okaze si¢ czy leczenie bolu przy
uzyciu czasteczek miRNA stanig si¢ skuteczng i powszechnie stosowang terapig.

Stowa kluczowe: bol, miRNA, czasteczki terapeutyczne

MIRNA in treating pain

Abstract

Non-coding RNA in higher organisms play an important role in normal cell function by
regulation of protein expression, transcription and alternative splicing. The most thoroughly tested
and recognized as an important component of various aspects of the nervous system are
molecules called miRNAs. Increased incidence of lifestyle diseases society, accompanied by the
occurrence of chronic pain caused interest of scientists connections between miRNAs and the
occurrence of pain. MiRNAs seem to be a useful tool in understanding the transcription and
translation mechanisms of chronic pain. MiRNA regulate gene expression in neurons caused
changes in conduction of nerve signal. Manipulation of expression of the corresponding
molecular species miRNAs in vivo, we can create the possibility of influencing simultaneously on
several mediators in the complex pathway of pain. Due to the large number of functions that
correspond to miRNAs in maintaining homeostasis in the human body, improper use thereof can
cause certain undesirable effects. It is important to improve them as therapeutic molecules in
relation to the in vitro modification of: providing, bioavailability, effectiveness and safety. The
near future will prove if the treatment of pain using miRNA molecules will become effective and
widely used treatment.

Key words: pain, miRNA, therapeutic molecules
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MIRNAS — znane czasteczki w nieznanej roli

1. Wprowadzenie

Postgp technologiczny i coraz doktadniejsze techniki pozwalaja na
izolacj¢ 1 identyfikacj¢ nawet najmniejszych molekut bioracych udziat
w sterowaniu skomplikowang siecia szlakow biochemicznych, ktérych
niezaktocony przebieg jest niezbedny do prawidtowego funkcjonowania
komorek, tkanek i catych organizméw. Odkryte stosunkowo niedawno —
bo na poczatku lat 90 czasteczki mikro RNA(miRNAs) spowodowaty
rewolucje w naszym postrzeganiu dotyczacym regulacji ekspresji genow.
Szacuje si¢, ze miRNAsbiorg udzial w kontroli aktywno$ci ponad potowy
wszystkich genéw kodujacych biatka. Czasteczki te zaangazowane sa
w niemal kazdy aspekt biologii komorki — od jej powstania, poprzez
kierowanie cyklem komoérkowym i metabolizmem, az po programowsg
$mier¢. Zaburzenia w syntezie miRNAs mogg prowadzi¢ do stanoéw
patologicznych. Zmiany w profilu ekspresji miRNA obserwuje si¢ m. in.
w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego, cukrzycy, nowotworach czy
nawet chorobach psychicznych [1-6]. Udziat w tych zdarzeniach powoduje,
ze miRNAs stanowig potencjalne biomarkerypozwalajce na diagnostyke,
monitorowanie pocesu leczenia, a takze ocen¢ rokowan w wielu stanach
chorobowych.Poczatkowo uwazano, ze dominujacym mechanizmem
stojacym za dziataniem miRNA jest post-transkrypcyjne taczenie z doce-
lowym mRNA w regionie 3°’UTR (3 untranslated region). Intensywnie
prowadzone badania wskazaly, ze kanoniczna $ciezka miRNA, nie jest
jedyna dzigki ktoérej te niekodujace, jednoniciowe RNA moga wywierad
wplyw na aktywnos¢ poszczegolnych genow. Coraz liczniejsze doniesienia
wskazuja, ze miRNAs moga takze taczy¢ sie do komplementarnych
regionow 5’UTR, regionéw kodujacych mRNA oraz promotorow genow
[7-9]. Wszystko to powoduje, ze traktowanie czasteczek miRNA jako
elementow przede wszystkim post-transkrypcyjnej kontroli ekspresji nie
jest w peini uprawnione, a mnogo$¢ mechanizméw przez ktore te
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niewielkie czateczkimoga na nigwpltywaé, pozwala sadzi¢, ze liczba
proceséw w ktore zaangazowane sg miRNAs wielokrotnie przewyzsza nasze
poczatkowe przypuszczenia. Niniejsza praca ma na celu podsu-mowanie
dotychczasowej wiedzy dotyczacej mechanizmow dzialania microRNA ze
szczegodlnym uwzglgdnieniem roli jadrowych miRNA w kontroli ekspresji
genodw na poziomie ich transkrypcji.

2. miRNA w ujeciu tradycyjnym

2.1. BiogenezaczasteczekmiRNA

Kazda czasteczkami RNA powstaje w wyniku serii przemian, ktérych
efektem jest przeksztalcenie pierwotnego pri-miRNA, w dojrzalemi RNA
regulujace ekspresje genow. Biosynteza miRNAs zachodzi dwuetapowo —
pierwszy etap ma miejsce w jadrze komérkowym, natomiast drugi w cyto-
plazmie. Po transkrypcji przez polimeraze II powstate pri-miRNA w wyniku
endonukleazowej aktywnosci enzymu Drosha, przycinane jest do pre-
miRNA o strukturze spinki do wlosow o dhugosci 60-100 nukleotydow
[10]. Nastepnie, przy udziale eksportyny 5 i Ran-GTP, pre-miRNA
transportowane jest z jadra komorkowego do cytoplazmy, gdzie podlega
kolejnej obrobee enzymatycznej przeprowadzanej przez kompleks DICER.
Dojrzate miRNA ma dtugos$¢ 20-30 nukleotydow i sktada si¢ z dwoch nici
— nici wiodacej, ktora bierze udzial w wyciszaniu gendéw oraz nici
towarzyszacej (passengerstrand) oznaczanej czasami jako miRNA*. Dalej,
mikroRNA wilaczane jest do kompleksu enzymatycznego RISC (RNA
InducedSilencingComplex) w ktorym nié towarzyszaca najczeSciej jest
degradowana, jednakze istniejg doniesienia o tym, ze moze ona by¢ nicig
aktywng. Najwazniejszymi sktadnikami kompleksu RISC sg biatka
Argonaute (Agol-4), ktore odpowiadajg za wigzanie miRNA i rozpozna-
wanie docelowego mRNA [11].

2.2. Mechanizm post-transkrypcyjnego wyciszania ekspresji genow

Kanoniczny mechanizm dziatania microRNAodnosi si¢ do post-trans-
kprypeyjnego wyciszania genow poprzez wigzanie si¢ do komplemen-
tarnych czasteczek mRNA.MicroRNAw kompleksie z biatkiem Argonaute
wyszukuje komplementarng sekwencj¢ w docelowym mRNA. Dla stwo-
rzenia dupleksu kluczowy jest 6-7 nukleotydowy region na koncu 5’UTR
w miRNA zwany seed. Od stopnia komplementarnosci pomigdzy nim,
a czasteczka matrycowego RNA zalezy mechanizm poprzez ktory dojdzie
do wyciszenia ekspresji. W przypadku stuprocentowej komplementarno$ci
dochodzi do degradacji mRNA, jednakze taki mechanizm obserwowany
jest przede wszystkim wsrdd roslin. W organizmach zwierzecych dominuje
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mechanizm indukowany niepelna komplementarnoscia pomiedzy dwiema
niciami. W takim przypadku nast¢puje inhibicja translacji, destabilizacja
mRNA 1 transfer do cialek P, gdzie ostatecznie nastgpuje jego degra-
dacja. MicroRNA stanowi bardzo wydajny system regulacyjny, ze wzgledu
na to, ze jedna taka czasteczka moze wplywac na ekspresj¢ wielu genow,
poniewaz na réoznych mRNA moze wystepowaé taka sama lub bardzo
podobna sekwencja w regionie 3’UTR. Jak juz wspomniano, najczestszym
miejscem wigzania si¢ miRNA do docelowego matrycowego RNA jest
region 3’UTR. Mozliwe jest takze wigzanie si¢ do regionu 5’UTR czy tez
sekwencji kodujacych biatko. To wszystko powoduje, ze liczba celow
molekularnych z ktérymi mogg taczy¢ si¢ microRNA jest ogromna i jak si¢
okazuje, post-transkrypcyjne wyciszanie nie jest jedynym mechanizmem
przez ktéry te niewielkie czasteczki moga kierowa¢ skomplikowanym
szlakiem biogenezy biatek [12, 13].

3. Promotorowe microRNA

Jak juz wspomniano, miRNAs kojarzone sg przede wszystkim jako
elementy wyciszajace ekspresje genowpoprzezinhibicjetranslacji mRNA.
Jednak coraz wigksza liczba publikacji wskazuje, ze microRNAs mogg takze
wystepowac w innej, jeszcze stosunkowo mato poznanej roli — regulatorow,
ktére mogg zaréwno aktywowac jaki i wycisza¢ ekspresje genéw juz na
etapie transkrypcji poprzez bezposrednie oddziatywanie z DNA.

3.1. Jadrowa lokalizacja microRNAs i odkrycie promotorowych
MiRNA

Poczatkowo uwazano, ze dziatanie miRNAs ograniczone jest do
przestrzeni cytoplazmatycznej komorki. Jednakze, gdy funkcjonalne ele-
menty maszynerii enzymatycznej odpowidzialnej za dziatanie RNA i zostaty
odnalezione m.in. w jadrze komorkowym i mitochondriach, pozwalito to
wysuna¢ hipoteze, ze microRNA moga wywiera¢ wptyw na regulacje eks-
presji takze w innych kompartmentach komoérkowych. Ponadto, coraz
doktadniejsze techniki sekwencjonowania pozwolity ustali¢, ze cz¢s¢ miRNAs
wykazuje jadrowa lokalizacje. Ponadto udato si¢ ustali¢, ze w transport
pomiedzy cytoplazmg, gdzie miRNA powstaja, a jadrem komoérkowym
zaangazowany jest kompleks CRM1/Ekportyna 1 oraz Importyna 8 [14, 15].
To wzmocnito podejrzenie, ze miRNA reguluja ekspresje takze poza
cytoplazma. Kolejnym krokiem do zidentyfikowania nowego mechanizmu
dziatania miRNA, bylo odkrycie, Ze syntetyczne dwuniciowe RNA (dsRNA)
zwane takze matymi aktywujacymi RNA (saRNA), moga intensyfikowac
ekspresje gendw poprzez odziatywanie z promotorami w procesie nazwanym
aktywacja RNA (RNAa). Dodatkowo, analiza mutacji wykazata, ze podobnie
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jak w przypadku czasteczek micro RNA, do zainicjowania procesu nie jest
niezbedna petna komplementarno$¢ pomigdzy dsRNA i docelowasekwencja
[16, 17]. To pozwolito na wysuniecie hipotezy o tym, ze wytwarzane
W komoérce miRNAs réwniez moga uczestniczy¢ w mechanizmie RNAa.
Rzeczywiscie zalozenie to okazato si¢ stuszne. Huang i wsp. jako pierwsi
zidentyfikowali miR-373, jako endogenne promotorowe mMIiRNA,
wytwarzane przez komorki ludzkie.  Czasteczka ta jest zdolna do
aktywowania ekspresji E-kadheryny oraz biatka CSDC2 (cold-shock domain
containing protein C2), poprzez lgczenie si¢ z promotorami. Stopien
komplementarno$ci pomigdzy miR-373 i sekwencjami w regionie
promotorowym wynosi okoto 80%. Aktywacja ekspresji zalezna byta od
enzymu Dicer i powodowata zwigkszong rekrutacjec RNAP II do regionu
promotora [18]. Od momentu odkrycia nowego mechanizmu regulacyjnego,
udato si¢ zidentyfikowac kilkadziesigt nowych miRNAs promotorowych,
ktérych celem dziatania jest wiele réznych, waznych dla prawidtowego
funkcjonowania komorki genéw. W kolejnym podrozdziale opisane zostana
przyktady zidentyfikowanych w ostatnich latach promotorowych miRNAs.

3.2. PromotorowemiRNAS — stan wiedzy na dzi$

Promotorowe miRNA moga bra¢ udzial zarowno w procesie transkryp-
cyjnego wyciszania genéw (TGS — Transcriptonal Gene Silencing), jak
i wprocesie aktywacji ekspresji (RNAa). Mechanizm dziatania tych
czasteczek roéwniez okazal si¢ by¢ bardzo réznorodny i zlozony. Takie
microRNA mogg stanowi¢ zaréwno regulatory cis jak i regulatory trans.
Przyktad miRNA bedacego czynnikiem cis stanowi miRNA-320, wycisza-
jace ekspresje genu POLR3D kodujacego jedna z podjednostek dla polime-
razy 1ll. Sekwencja dla miR-320 ulokowana jest na nici antysensownej,
doktadnie powyzej promotora POLR3D. Wysoka ekspresja miR-320
koreluje ze zmniejszeniem ilosci mRNA dla POLR3D. Podejrzewa sig, ze
miR-320 dziala jako czynnik rekrutujacy biatko Agol i posredniczacy
w modyfikacjach epigenetycznych promomotora, gdyz komorki transfe-
kowane tym miRNA charakteryzowata zwickszona ilo$¢ Agol, metylo-
transferazy EZH2 oraz histonu H3K27me3 [19]. MicroRNAs dziatajace
jako czynniki trans wydaja si¢ by¢ bardziej powszechne. MiR-589 moze
wten sposob zwigksza¢ ekspresje genow COX-2 i PLA2G4A. Inne
badania wykazaty, ze syntetyczny miR-423-5p indukuje TGS taczac si¢
z konserwatywnym regionem promotora receptora progesteronowego. Co
ciekawe, w przypadku wyciszenia ekspresji przez to microRNA nie zaob-
serwowano charakterystycznych dla TGS zdarzen, takich jak modyfikacja
histonéw, czy metylacja DNA. MicroRNA s3a uznanymi czynnikami
mogacymi inicjowa¢ i modulowac przebieg procesu onkogenezy. Dlatego
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tez czasteczki te budza wielkie zainteresowanie, ze wzgledu na potencjalng
mozliwo$¢ wykorzystania ich jako celéow molekularnych w  terapii
przeciwnowotworowej lub jako markerow pozwalajacych na wykrycie,
badz tez przewidzenie rokowania, a w pdzniejszym etapie takze monito-
rowanie przebiegu leczenia. Dlatego tez po odkryciu promotorowych
miRNA, szybko podjeto si¢ weryfikacji hipotezy, czy te czasteczki rowniez
moga wptywac na procesy,ktorekojarzone sg z nowotworzeniem. Jedng
Z najbardziej charakterystycznych cech komdrki nowotworowej jest jej
nieprawidlowa proliferacja, spowodowana zaburzeniem ekspresji biatek
cyklu komorkowego. W wyniku badan przeprowadzonych in silico udato
si¢ zidentyfikowa¢ miejsce wigzania dla kilku microRNA, na promotorze
genu Cenbl, ktory koduje cykling B1. Cykliny stanowig grupg biatek, ktore
wraz z kinazami cyklinozaleznymkontroluja przejscie komorek z jednej
fazy cyklu komorek do drugiej. Kompleks cyklina B1 fosoforylujac kinaze
CDK1 umozliwia progresj¢ do fazy M cyklu komérkowego. Huang i wsp.
w swojej pracy wykazali, ze ekspresja cykliny B1 jest zalezna od ele-
mentow uczestniczacych w biogenezie miRNA (enzymy Drosha i Dicer)
oraz od bialek odpowiadajach za funkcjonowanie tych czasteczek (Agol
i Ago2). MiR-744 zwigkszal aktywnos$¢ polimerazy RNAP II oraz
zwigkszat ilo§¢ histonu H3K4me w regionie miejsca startu transkrypcji
(TSS — transcription starting site). Nadekspresja Ccnbl sprzyja procesowi
nowotworzenia, a gen ten uznawany jest za onkogen. W opisywanym bada-
niu, wykazano, ze mysie komorki TRAMP C1, transfekowane miR-744
i miR-1186, w przypadku krotkiej nadekspresji Ccnbl wykazywaty
zwigkszong proliferacj¢ w stosunku do komoérek w ktoérych nadekspresja
tego genu trwala dluzej. Zaleznos$¢ te potwierdzity badania in vivo, gdzie
U myszy z wszczepionymi komorkami nowotworowymi pasazowanymi do
dziesigciu razy, obserwowano wigksza objetos¢ guza, niz u tych zwierzat,
ktoérym wszczepiono komorki pasazowane 30 razy. Mozna to wytlumaczy¢
tym, ze nadekspresja cykliny Bl sprzyja gromadzeniu si¢ aberracji
chromosomowych, co powoduje zmniejszenie tempa proliferacji komoérek
nowotworowych [20]. Oprécz opisanych zidentyfikowano takze miRNAs
wigzace sie¢ z promotorami réznych, innych genéw m.in. interleukiny 24
i 32 czy czynnika NFI-A [21, 22].0 ile istnienie zjawiska transkrypcyjnego
wyciszania i aktywacji genow przez miRNa jest juz dosy¢ dobrze
udokumentowane, trudnosci nastrecza opis mechanizmu, ktory lezy
U podstaw tego zjawiska. Najbardziej prawdopodobne jest tworzenie si¢
trojniciowycch struktur DNA-miRNA. Paugh i wsp. w swojej pracy
potwierdzili istnienie takich struktur, za pomoca spektroskopii NMR,
analizy FTIR i SPR. Tripleksy takie byty tworzone zar6wno przez miRNA
bogate zarowno w puryny jaki i pirymidyny, a ktore taczyly si¢ z specy-
ficznymi miejscami na dupleksie DNA. Autorzy przypuszczaja, ze

70



MiRNAS — znane czgsteczki w nieznanej roli

mechanizm aktywacji zwigzany jest z niewielkim rozwinigciem si¢ helisy
DNA, co moze by¢ potencjalnym czynnikiem wzmagajagcym ekspresje.
Druga wspomniana przez badaczy hipoteza mowi, ze stworzenie dupleksu
w mejscu zblizonym do promotora moze indukowac taka zmiang jego
topologii, ktéra bedzie umozliwiwala latwiejsze wiazanie sie¢ czynnikow
transkrypcyjnych [23]. Liczba poznanych miRNAs caty czas rosnie. Ro$nie
tez nasza §wiadomos$c¢, ze mechanizm dziatania tych czasteczek jest o wiele
bardziej ztozony niz by moglo sie wczeéniej wydawaé. Caly czas odkry-
wamy nowe szlaki, w ktorych miRNAs odgrywaja znaczaca role. Nasza
wiedza jednak caly czas pozostaje niepetna. O tym, ze miRNAs maja przed
nami wiele do ukrycia, $wiadczy¢ moga badania, w ktorych wskazuje si¢
na nowy model dzialania miRNAs — jako czasteczek uruchamiajgcych
dziatanie sekwencji wzmacniajacych — enhancerow. MikroRNA (m.in.
miR-26a-1, miR-3339) nazywane przez autorow eRNA, laczyly sie¢
z komplementarnymi sekwencjami enhanceréw, powodujac zmiany epige-
netycznne i zwigkszong ekspresj¢  sasiadujacych  genow  [24].
Przedstawione powyzej dane wskazuja na konieczno$¢ kontynuowania
badan nad miRNAs jako regulatorami transkrypciji.

3.3. PromotorowemiRNAs a wirus HIV

Transkrypcja kompletnego wirusa HIV, wymaga wspotdziatania wielu
r6znych mechanizméw kontrolnych. Badania wykonane w ostatnim czasie
wskazuja na wazng rolg niekodujacych RNA, ktore zaangazowane sa w proces
jego rozwoju. Po zintegrowaniu si¢ z organizmem gospodarza wirus rozpo-
czyna namnazanie swojego mRNA w niemal wszystkich komorkach CD4",
W tych komoérkach, wirusowe biatko Tat, odziatowywuje ze strukturg spinki
do wloséw wirusowego RNA, zwanego TAR (transactivation response
element), ktéry zwigksza intensywno$¢ rekrutacj polimerazy, co powoduje
zwickszenie transkrypcji elementéw wirusa. W czesci limfocytow CD4",
wirus integruje si¢ z genomem, lecz pozostaje w uspieniu i nie dochodzi do
procesu transkrypcji. Przejscie do fazy latencji wigze si¢ z utworzeniem
zamknietej heterochromatyny, metylacjg histonow oraz ich deacetylacja.
Procesy te sa przeprowadzane przez specyficzne metylotransferazy
i deacetylazy. Z kolei aktywacja wirusa przebiega z utworzeniem euchro-
matyny i acetylacja ogonow histonowych. Mechanizm odpowiedzialny za
przejscie wirusa w stan utajenia nie zostat w pelni poznany. Wiadomo, ze
wirusowy material genetyczny integruje si¢ z chromatyng gospodarza, na
ktorej tworzg si¢ 3 nukleosomy w regionie 5’LTR wirusa. Lokalizacja tych
nukleosoméw jest stata i przewidywalna. Ostatnie badania pokazuja, Ze
niekodujace RNA, w tym promotorowemi RNA maja duzy udziat w procesie
tworzenia heterochromatyny. Niedawno odkryte wirusowe miR-H3 okazuje
si¢ wzmaga¢ namnazanie si¢ HIV-1 poprzez laczenie si¢ z sekwencja TATA
w regionie 5’LTR wirusa. Jest to pierwsza praca w ktorej wykazano, ze
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miRNA kodowane przez wirus wykorzystuje aparat enzymatyczny nosiciela
w celu intensyfikacji namnazania. Ponadto wcze$niej opisywane promoto-
rowe miRNA laczyty si¢ w odlegtosci do 1000 par zasad od miejsca startu
transkrypcji, natomiast w tym przypadku obserwujemy pokrycie przez miR-
H3 kluczowego miejsca dla inicjacji transkrypcji, gdzie dochodzi do ztozenia
kompleksu preinicjacyjnego polimerazy 1l (PICs — polymerase Il pre-
initiationcomplex). MiR-H3 jest kolejnym poza biatkiem Tet elementem
wirusowym kontrolujacym proces jego namnazania. Nadekspresja mir-H3
wywotywata wzmozong produkcje mRNA wirusa oraz jego bialek. Co
niezwykle wazne, t¢ whasciwos¢ miR-H3 wykazywat zarowno w limfocytach
CD4" aktywowanych jak i w limfocytach CD4" spoczynkowych. Trudnosé
W usunigciu latentnych wiruséw jest gléwnym powodem niepowodzenia
terapii przeciwwirusowych. Stosowane dzisiaj metody, farmakologiczne
charakte ryzuja sie duzg toksycznoscig dla pacjenta, dlatego tezodkrycie
mMiR-H3 daje nadzieje¢ na wypracowanie precyzyjnej, selektywnej
i pozbawionej efektow ubocznych strategii pozwalajacej na aktywacje wirusa
i pelng jego eradykacje [25]. U osob zakazonych wirusem HIV, obserwuje
si¢ zmieniony poziom wielu cytokin. Moze on by¢ spowodowany zaburzong
ekspresjg miRNAs nosiciela. W zainfekowanych aktywowanych komorkach
CD4", obserwuje si¢ obnizony poziom let-7 oraz podwyzszony poziom
interleukiny 10. Z kolei let-7i komplementarne do regionu promotora IL-2
powoduje obnizenie ekspresji interleukiny 2. Dane te wskazuja na udziat
promoto-rowych mikroRNA w procesie aktywacji wirusa HIV. Ponadto
W tej samej pracy autorzy wykazali, ze promotorowe mikroRNA moga
wplywac na ekspresje m.in. insuliny, kalcytoniny czy c-myc [26]. Wszystko
to powoduje, ze nalezy zintensyfikowa¢ badania nad promotorowymi
MiRNAs, w kon-tekscie zakazenia HIV, gdyz tylko pelne poznanie biologii
wirusa umozliwi w przysztosci opracowanie skutecznych terapii.

4. Podsumowanie

Ostatnie badania zidentyfikowaly nowy, dosy¢ niespodziewany mecha-
nizm regulacji ekspresji genow. Znane od lat czasteczki wiazanie przede
wszystkim z dziataniem na poziomie post-transkrypcyjnym, okazuja si¢
by¢ dziatajacymi niezwykle kompleksowo regulatorami. Zdolno$¢ miRNA
do zrowno aktywacji jak i wyciszania ekspresji, powoduje, ze musimy
spojrze¢ szerzej na funkcjonowanie tych czasteczek w komorce. Pomocna
w zrozumieniu nowej roli miRNAs, bedzie wiedza jakiej dostarczyly nam
badania nad innnymi rodzajami matych niekodujagcych RNA, gdyz
promotorowe miRNA wykazuja analogi¢ do czasteczek siRNA, czy
saRNA. Nowe, coraz bardziej czute metody detekcji i sekwencjonowania
kwasow nukleinowych, w niedlugim czasie z pewno$cia pozwolg na
uzyskanie nowychh informacji, dzigki ktérym nasza wiedza na temat
ncRNAs bedzie bardziej kompletna.
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MiRNAS — znane czgsteczki w nieznanej roli

MiRNAs — znane czasteczki w nieznanej roli

Streszczenie

Czasteczki miRNA dobrze znane sa jako post-transkrypcyjne regulatory ekspresji genow.
Badania ostatnich lat wskazujg, ze mechanizm ten nie jest jedynym, przez ktéry te niewielkie
czasteczki wywieraja wplyw na poziom ekspresji. Okazuje si¢ bowiem, ze poza wyciszaniem,
mozliwe jest takze aktywowanie genéw przez miRNAs. Ponadto miRNAs moga regulowaé
ekspresj¢ juz na poziomie transkrypcji taczac si¢ z regionami promotorowymi. Taki mechanizm
powoduje, ze aktywacja badz wyciszenie jest bardzo efektywne. Szczegdty tego procesu nie sig
do konca poznane, podejrzewa si¢ jednak, ze promotorowe miRNAs wywoluja zmiany epi-
genetyczne oraz zmiany konformacyjne helisy DNA, ulatwiajace przytaczanie si¢ czynnikéw
transkrypcyjnych. Dotychezas poznana liczba promotorowychmiRNAs nie jest duza, jednakze to
co juz wiemy, pozwala stwierdzi¢, ze biora one udzial w wielu waznych procesach biolo-
gicznych. Celem pracy byto podsumowanie aktualnej wiedzy 0 miRNAS jako czynnikach
transkrypcyjnych.

Stowa kluczowe: miRNA, transkrypcja, cykl komorkowy, epigenetyka, HIV

mMiRNAs — known molecules in unknown role

Abstract

Micro RNAs are well known from its post-transcriptional regulation of gene expression. Recent
studies show that it is not only mechanism by which these small molecules affect the expression
level. It appears that beyond silencing miRNAs are capable to activate gene expression.
Moreover, miRNAs can fine-tune gene expression on transcriptional level, targeting gene
promoters. Such a mechanism makes activation or silencing is very effective. But the details of
the process still unclear, but it is possible that promoter targeting miRNAS trigger epigenetic
modifications or change conformation of double helix DNA and supports binding of the other
transcription factors. To date several promoter miRNAs were discovered. The aim of these
review was to summarize current knowledge about miRNAs as a transcriptional factors.
Keywords: miRNA, transcription, cell cycle, epigenetics, HIV
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CRISPR-Cas9
nowe narzedzie inzynierii genetycznej

1. Wstep

Opracowanie metod sekwencjonowania w latach 70 XX wieku umoz-
liwiajacych analize sktadu nukleotydowego DNA pozwolity na doktad-
niejsze poznanie struktury, funkcji i wiasciwosci kwasow deoksyrybo-
nukleinowych, prowadzac do rozwoju genomiki strukturalnej oraz genomiki
funkcjonalnej [1]. W ciagu ostatnich czterdziestu lat powstato wiele technik
umozliwiajgcych badanie funkcji genow poprzez indukowanie mutacji
losowych i selekcje pozytywnych mutantow. Metody oparte na mutage-
nezie fizycznej i chemicznej opracowane jako jedne z pierwszych
charakteryzowaly sie niska specyficzno$cig, byly praco- i czasochtonne
oraz wymagatly stosowania czynnikéw kancerogennych, szkodliwych dla
cztowiecka. Wykorzystanie transpozonow oraz zmodyfikowanych plaz-
midow Ti w mutagenezie genetycznej pozwolito na skrdcenie czasu
trwania do§wiadczen. Dzigki zastosowaniu mechanizmu transpozycji oraz
wlasciwosci plazmidéw Ti mozliwe bylo badanie wptywu inaktywacji
genow na funkcjonowanie poszczegdlnych procesow metabolicznych [2].
Niska specyficzno$¢ cechujaca si¢ brakiem zdolnosci do wprowadzania
zmian w obrebie poszczegolnych nukleotydow wsrod wyzej wymienionych
technik znacznie ograniczata mozliwo$¢ badania ztozonych proceséw
metabolicznych o podlozu wielogenowym. Wieloletnie badania prowa-
dzone na systemie CRISPR-Cas (ang. CRISPR-Cas-Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats and CRISPR-associated sequences)
powszechnie wystepujacym u bakterii i archeonéw umozliwity opraco-
wanie nowej technologii pozwalajgcej na wprowadzanie miejscowo-
specyficznych modyfikacji w genomowym DNA komoérki. CRISPR-Cas9
oparty na systemie CRISPR-Cas typu Il wyizolowanym z Streptococcus
pyogenes to doskonale narzedzie inzynierii genetycznej, ktore znalazto
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szerokie zastosowanie w medycynie i biotechnologii m. in. w projektowaniu
modeli choréb nowotworowych, terapii genowej i przeciwwirusowej [3].
W niniejszym artykule przedstawiono charakterystykg oraz zastosowania
aplikacyjne systemu CRISPR-Cas9.

2. Zarys historyczny

Po raz pierwszy szereg czternastu sekwencji palindromowych o dtu-
gosci 29 nt przeplatany 32-33 nt regionami tacznikowymi, charakter-
rystyczny dla systemu CRISPR-Cas zostat odkryty w 1987 roku podczas
sekwencjonowania genu iap u Escherichia coli [4]. Wraz z opisem
nastepnych genoméw organizméw prokariotycznych identyfikowano
kolejne klastry kodujace podjednostki CRISPR-Cas, jednak ich rola nie
byta znana [5]. Powstato wiele hipotez na temat funkcji pelnionych przez
wyzej wymienione fragmenty DNA. W 2005 roku Mojica, F. i wsp.
udowodnili, ze system CRISPR-Cas zaangazowany jest w ochrong komorki
przed bakteriofagami i wplywem obcego DNA na jej metabolizm, co
nastepnie zostalo potwierdzone przez inne zespoly badawcze. W ostatnich
latach system CRISPR-Cas zostat opisany u okoto 40% bakterii i 90%
archeon6éw, poznano réwniez jego budowe i mechanizm dziatania [6].

3. Budowa i mechanizm dzialania CRISPR-Cas9

CRISPR-Cas9 wykorzystywany w inzynierii genetycznej sktada sig
z wektora zawierajacego podstawowe elementy skladowe systemu CRISPR-
Cas typu Il [7]. Umozliwia on na wprowadzenie 20nt sekwencji
komplementarnej wzgledem docelowego DNA do fragmentu crRNA (ang
CRISPR RNA), ktora wraz z tracRNA (ang. trans-activating crRNA) tworzy
czgsteczke zwang sgRNA (ang. single guide RNA). Wektor dodatkowo
zawiera geny CAS kodujace biatka Cas9 oraz system selekcji w postaci
sekwencji kodujacej antybiotyk ampicyling.

Genomowe DNA = = | | o) -

Sekwencja docelowa
(20nt) v PAM

5" ..AATGGGGAGGACATCGATGTCACCTCCAATGACTAGGGTGGGCAACCAC. . 3’

(AN LTI
3" . .TTACCCCTCCTGTAGC FACAGTGGAGGTTACTGATCCCACCCETTGGTG. . 57

sgRNA . BUUCAACUAUUGCCUGAUCGGAAUXAAAUU CGAUA
GAA

CGA
1116
3\ UUUUUUCGUGGCY Cas9

Rysunek 1. Schemat przedstawiajacy kompleks rybonukleoproteinowy przyltaczony do sekwencji
docelowej DNA [8- zmodyfikowano]
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Po wprowadzeniu wektora do komoérki nastgpuje biosynteza czesci
sktadowych systemu CRISPR-Cas9, ktore tworza aktywne kompleksy
rybonukleoproteinowe, rozpoznajace sekwencje docelowe w obrgbie DNA
komoérki (Rys. 1). Przytaczenie sgRNA do Cas9 powoduje aktywacje
biatka w wyniku zmian konformacyjnych w obrebie domen HNH i RuvC,
odpowiedzialnych za cigcie podwojnej nici DNA. Interakcja pomiedzy
homologicznym fragmentem sgRNA, a DNA prowadzi utworzenia DSBs
(ang. double-strand break). Miejsce trawienia znajduje si¢ w obrebie
trzeciego nukleotydu powyzej sekwencji PAM (ang. protospacer adjacent
motif) nici sensownej oraz pomigdzy trzecim, a 6smym nukleotydem
powyzej sekwencji PAM nici nonsensownej. Dwuniciowe pgknigcia DNA
s nastepnie taczone w wyniku dziatania dwoch odrgbnych mechanizmow
naprawy DNA: NHEJ (ang. non-homologous end joining) i HDR (ang.
homologous directed recombination) [7, 9, 10].

Opracowanie zmodyfikowanego biatka Cas9 umozliwito stworzenie
nowego wariantu systemu CRIPR-Cas9, ktory odpowiedzialny jest za
cigcie pojedynczej nici DNA. W zaleznosci od wprowadzonej mutacji
(D10A / H840A) w domenie RuvCl lub HNH nukleaza zdolna jest do
generowania przerw W nici nonsensownej, czy tez nici sensownej, cO
wykazano w badaniach in vitro [3].

4. Mechanizm dzialania NHEJ oraz HDR

W zalezno$ci od wykorzystywanego organizmu oraz fazy cyklu
komorkowego, w ktorym znajduje si¢ badana komodrka preferowany jest
jeden z dwoch systemow naprawy DNA.

Cas9 DSB
@& 2 ol

5
3’ ) / e 5

NHEJ / Q/‘???QRNA \ HDR

Genomowe 5’ = = .

i -.3: DNA 3/ = = s == 5
3 =55 Matrycowe 5’ a’
DNA 37 -ﬁ r —

Kodon

Delecja e Precyzyjna edycja fragmentu
fragmentu DNA g DNA
5 am -=3 5 mm -=3
3’-- --5' 3’-- --5’

Rysunek 2. Mechanizmy naprawy DNA [8-zmodyfikowano].
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System niehomologicznego taczenia koncéw (NHEJ) jest powszechnie
stosowany w komorkach ssaczych. Okoto 90% uszkodzen, w ktorych
doszto do przerwania obu nici DNA usuwanych jest na drodze NHEJ.
W pierwszym etapie DSBs rozpoznawane sa przez biatkowy kompleks
Ku70/Ku80, ktéry taczy si¢ z kinaza DNA — PK. Nastgpnie w proces
naprawy angazowany jest szereg enzymow takich jak: nukleazy,
polimerazy oraz ligazy IV, ktore tacza przeciwlegte konce nici DNA.
W wyniku dziatania NHEJ dochodzi do utraty czg¢sci sekwencji, co moze
powodowa¢ mutacje w danym genie (Rys. 2) [11].

Rekombinacja homologiczna (HDR) jest to system, ktory wykorzystuje
matryce DNA do naprawy DSBs. Zachodzi w pdznej fazie S oraz w fazie
G2 cyklu komoérkowego. W przeciwienstwie do NHEJ w trakcie trwania
HDR odbudowany jest utracony fragment DNA (Rys. 2). W celu
zwigkszenia wydajnosci rekombinacji homologicznej stosuje si¢ plazmidy
kodujace fragment DNA wykorzystywany przez komorki jako matryca.
Dodatkowo aplikuje si¢ inhibitory NHEJ oraz zwigzki chemiczne hamujace
cykl komorkowy w danej fazie [12]. W naprawe podwojnych peknigé nici
DNA zaangazowany jest kompleks MRN, ktéry rozpoznaje miejsce
uszkodzenia, aktywuje kinaze ATM i wraz z biatkiem CtIP uczestniczy
W powstawaniu odcinkow ssDNA (ang. single strand DNA). W nastgpnym
etapie dochodzi do interakcji ssSDNA z matrycg przy udziale BRCAI,
BRCA2 oraz RAD51 oraz naprawy miejsca uszkodzenia w wyniku
aktywnosci polimeraz, nukleaz oraz helikaz [11].

5. Sposoby wprowadzania CRISPR-Cas9 do komérek.

Proces transformacji oraz transfekcji w przypadku komoérek ssaczych
jest to jeden z kluczowych etapéw doswiadczenia. Wysoka specyficznosé
oraz wydajno$¢ gwarantuje uzyskanie pozytywnych wynikow. W zaleznosci
od stosowanego wektora wyrdznia si¢ rozne metody wprowadzania DNA do
komorek.

5.1. Wektory wirusowe

Wektory wirusowe ze wzgledu na swoje wlasciwosci staty sie
najczescie] wykorzystywanym no$nikiem DNA w doswiadczeniach z uzy-
ciem komorek ssaczych. Wyrdznia si¢ wektory na bazie parwowirusow
(adenoassociated virus, AAV) oraz lentiwirusow. Wektory AAV posiadaja
4% genomu wirusa, w obrebie ktérego mozna wyrozni¢ sekwencje
odpowiedzialne za pakowanie DNA do kapsydu oraz jego integracje
z DNA komorki. Nie sa grozne dla gospodarza i stymuluja uktad
immunologiczny na niskim poziomie. Nosniki na bazie parwowiruséw
zdolne sg do transdukcji zaré6wno komoérek mitotycznych jak i w pelni
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zréznicowanych, odpowiednio zaprojektowane transportuja materiat
genetyczny do komérek w obrebie jednej tkanki [13]. Senis E. i wsp. jako
pierwsi zastosowali wektor AAV do wprowadzenia sekwencji kodujacej
system CRISPR-Cas9 do hepatocytow mysich, potwierdzajac jego skutecz-
nos¢ w doswiadczeniach in vivo [14]. Bezpieczenstwo wektorow wiruso-
wych AAV potwierdza fakt, iz w 2012 zostaty zatwierdzone przez Euro-
pejska Agencje Lekow w leczeniu niedoboru lipazy lipoproteinowej [15].

Wektory lentiwirusowe na bazie wirusa HIV-1 powszechnie stosowane
w biotechnologii i medycynie pozwalajg na skuteczne wprowadzenie
sekwencji docelowych zaréwno do zréznicowanych komorek jak i komorek
zdolnych do podzialow [13]. Wymagaja one integracji z genomem gospo-
darza, co moze powodowaé zaburzenia niektérych procesow metabo-
licznych. Nowa generacja wektoréw lentiwirusowych zwana IDLVs (ang.
Integrase-deficient lentivirus vectors) efektywne dostarcza materiat
genetyczny do wnetrza komorki bez koniecznosci integracji z DNA. Dzigki
duzej pojemnosci genomu wirusa (ok. 10 kb) wektor umozliwia wprowa-
dzenie systemu CRISPR-Cas9 do docelowych komorek bez wywotywania
skutkéw ubocznych [15].

5.2. Wektory niewirusowe

Wektory niewirusowe ciesza si¢ duzym zainteresowaniem ws$rdéd nau-
kowcow m.in. ze wzgledu na wysokie bezpieczenstwo oraz duza wydaj-
nos¢. Aktualnie opracowanych zostato jedynie kilka wektoréow Niewiru-
sowych zdolnych do transportu CRISPR-Cas9, jednak trwajg intensywne
badania nad wykorzystaniem nowych systeméw transportu [16]. Duza
popularno$¢ tego typu nosnikow zaowocowata powstaniem wielu technik
transformacji/transfekcji wektorow niewirusowych, w tym: elektroporacji,
iniekcji hydrodynamicznej, czy wykorzystania nanoczasteczek na bazie
lipidow.

5.3. Sposoby wprowadzania wektoréw niewirusowych

5.3.1. Elektroporacja

Jest to powszechna metoda stosowana w celu wprowadzania makro-
czasteczek do wnetrza komorek. Wykorzystuje pole elektromagnetyczne
0 wysokim napigciu generujace elektropowy w blonie komorkowej, ktore
umozliwiaja wnikanie do cytozolu molekut o $rednicy nieprzekraczajacej
10 nm. Pory powstale w wyniku dezintegracji btony komorkowej sa
niestabilne i zanikajag w ciggu kilku-kilkunastu minut od momentu pow-
stania. Ekstremalne warunki panujgce podczas elektroporacji odpowie-
dzialne sg za wysoka $miertelno$¢ komorek, dlatego nalezy odpowiednio
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dobra¢ parametry procesu w celu ich optymalizacji [17]. Wykorzystanie
pola elektromagnetycznego w transporcie wektorow CIRSPR-Cas9
znalazto zastosowanie w do§wiadczeniach in vitro [18].

5.3.2. Iniekcja hydrodynamiczna

Technika stosowana w doswiadczeniach in vivo. Polega na wpro-
wadzeniu duzych ilosci DNA pod wysokim ci$nieniem do wngtrza naczyn
krwiono$nych. Iniekcja hydrodynamiczna znalazta zastosowanie w bada-
niach z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych. W celu dostarczenia
wektora CRISPR-Cas9 do miejsca docelowego wykonuje si¢ nastrzyk jednej
z zyt, w przypadku myszy najczesciej sg to zyly ogonowe [19].

ooooo

.....

amfipatycznym tworza struktury zwane lipopleksami. Dodatnio natadowane
LZowki” lipidéow reaguja z ujemnie natadowanymi czgsteczkami kwasu
dezoksyrybonukleinowego osptaszczajac DNA. Ze wzgledu na swoje
wilasciwosci umozliwiajace im fuzje z blong komorkowa skutecznie
transportuja DNA do wnetrza komorki [20]. Liczne modyfikacje polegajace
na integracji przeciwcial na powierzchni dwuwarstwy lipidowej wykorzys-
tywane w nanoczasteczkach lipidowych do transportu lekow dajg szans¢ na
opracowanie nowych, tkankowo specyficznych nosnikow DNA [21].
dzenie $ciany naczyn krwiono$nych zdolne sg do pokonywania bariery
krew-mozg, co umozliwia ich zastosowanie w terapii zwigzanej z lecze-
niem centralnego uktadu nerwowego. Transport CRISPR-Cas9 za pomoca
nanoczasteczek o charakterze lipidowym stosowany jest Ww zaréwno
w doswiadczeniach in vitro jak i in vivo [16].

6. Zastosowanie systemu CRISPR-Cas9

6.1. Terapia genowa z wykorzystaniem CRISPR-Cas9

Terapia genowa jest to nowa metoda wykorzystywana w medycynie
spersonalizowanej, ktorej gtdéwnym zalozeniem jest wprowadzenie kwasow
nukleinowych kodujacych dany produkt biatkowy do komorek posiada-
jacych zamiany w obrebie genomowego DNA. Zastgpienie uszkodzonej
sekwencji DNA nowymi kopiami prawidtowego genu ma na celu regulacje
1 optymalizacje proceséw metabolicznych. Wykorzystanie narzedzi pozwa-
lajacych na precyzyjna manipulacj¢ materiatem genetycznym umozliwito
opracowanie metod nowej generacji opartych na systemie CRISPR-Cas9,
ktorych zadaniem jest naprawa uszkodzonych fragmentow DNA w komorce
[15, 22].
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Pierwsze prace z wykorzystaniem CRISPR-Cas9 w celach terapeu-
tycznych prowadzono na prostych modelach chorobowych, posiadajacych
mutacje w obrebie jednego genu. CRISPR-Cas9 znalazt zastosowanie
w leczeniu m.in. beta-talasemii, mukowiscydozy oraz dystrofii migsniowe;j
Duchenne’a.

Beta-talasemia jest to jedna z najczeSciej wystepujacych choréb
0 poditozu genetycznym, bedaca przyczyng nieprawidtowosci w funkcjo-
nowaniu uktadu Krwionosnego. Szacuje si¢ ze okolo 4,5% populacji
posiada zmiany powstale w wyniku delecji lub punktowych mutacji
w genie HBB odpowiedzialnym za produkcje¢ beta-globiny. Zaburzenia
procesu syntezy podjednostek [ tworzacych czwartorzgdowa strukture
hemoglobiny (Hb) wptywaja na obnizenie stezenia Hb we krwi. Powstato
kilka sposobow leczenia B-talasemii m. in. transplantacja zdrowych
komoérek macierzystych szpiku oraz wprowadzanie prawidtowych kopii
genéw HBB do uszkodzonych komorek, jednak posiadaja one pewne
ograniczenia. W przypadku pierwszej terapii czynnikiem limitujacym jest
mata liczba dawcoéw szpiku, natomiast w przypadku drugiej metody
wektory wirusowe zawierajace geny kodujace B-globing wbudowuja swoj
material genetyczny w sposob losowy, co moze wywolywac efekty
uboczne. Zastosowanie indukowanych pluripotencjalnych komoérek macie-
rzystych (iPSCs) pochodzacych od pacjentow chorych na [-talasemie
W badaniu wlasciwos$ci terapeutycznych systemu CRISPR-Cas9 daje szans¢
na opracowanie skutecznej terapii genowej. Wykazano, ze sposrod 57
wyselekcjonowanych komorek poddanych dziataniu CRISPR-Cas9 siedem
komorek wprowadzito pozytywna rekombinacje¢ homologiczng i1 byty
zdolne do produkcji B-globiny na poziomie poréwnywalnym ze zdrowymi
komoérkami [23].

Zmiany w obregbie sekwencji gendw odpowiedzialnych za biosynteze
hemoglobiny sa przyczyna wielu innych choréb uktadu krwiono$nego,
w tym niedokrwistosci sierpowatej. Mutacja punktowa w genic HBB
prowadzi do zmiany sekwencji w tancuchu aminokwasowym biatka.
Wymiana kwasu glutaminowego na waling przyczynia si¢ do zaburzenia
pierwotnych wilasciwosci fizykochemicznych hemoglobiny, znacznie obni-
zajac jej powinowactwo do tlenu. Wsrod heterozygot posiadajacych allel
z uszkodzonym genem hemoglobina nieprawidtowa (HbS) wystepuje
w liczbie okoto 40 %. Erytrocyty posiadajace (HbS) cechuja si¢ swoistym
sierpowatym ksztattem. Do tej pory nie udato sie opracowaé efektywnego
leczenia przyczynowego niedokrwistosci sierpowatej. Trwaja intensywne
badania z wykorzystaniem systemu CRISPR-Cas9 w celu stworzenia skutecz-
nej metody naprawy mutacji genetycznej w komdrkach szpiku kostnego [9].

Mukowiscydoza jest chorobg genetyczng dziedziczong autosomalnie
recesywnie. Powstaje w wyniku mutacji w obrebie genu CFTR kodujacego
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blonowe biatko regulatorowe odpowiedzialne za utrzymywanie optymal-
nego poziomu jonéw chlorkowych w komorce. Nieprawidlowosci w tran-
sporcie CI" generujg powazne zaburzenia w funkcjonowaniu organizmu,
nieleczone powoduja okoto 70% zgonow przed pierwszym rokiem zycia
[24]. Skutki uboczne farmakoterapii oraz brak skutecznego leczenia
przyczynowego sktania naukowcow do poszukiwania nowych metod walki
z chorobg. Gerald Schwank i wsp. wykazali skutecznos¢ dziatania systemu
CRISPR-Cas9 w naprawie genu CFTR, co daje szans¢ na opracowanie
alternatywnego sposobu leczenia mukowiscydozy [25].

Dystrofia migsniowa Duchenne’a (DMD) jest to choroba o podiozu
genetycznym powodujaca postepujacy, permanentny zanik mies$ni. Dzie-
dziczona w sposob autosomalny recesywny sprzgzony z plcig wystepuje
z czestotliwoscig 1 na 5600 do 7 700 mezczyzn w wieku 5-24 lat [30].
Powstaje w wyniku duplikacji, delecji oraz punktowych mutacji w obrebie
genu DMD powodujac zanik ekspresji dystrofiny lub synteze niepra-
widtowo sfaldowanego produktu biatkowego. Spadek masy migsniowej
w obrebie calego ciala wywotuje zaburzenia w funkcjonowaniu uktadu
motorycznego, oddechowego oraz krwionosnego prowadzac w najciez-
szych przypadkach do $mierci pacjenta. Do tej pory udalo sie opracowaé
jedynie metody obnizajace tempo zaniku migsni oparte gldwnie na zabiegach
rehabilitacyjnych. Do$wiadczenia prowadzone w celu stworzenia terapii
genowej ukierunkowanej na leczenie przyczynowe daja szans¢ na skuteczng
walke z choroba. Pozytywne wyniki uzyskane w badaniach in vivo
z wykorzystaniem CRISPR-Cas9 potwierdzaja efektywnos$¢ tego systemu
w naprawie genu DMD i leczeniu dystrofii migsniowej Duchenne’a [31].

6.2. Projektowanie modeli chorobowych z wykorzystaniem
zwierzat laboratoryjnych

Zmiany poziomu ekspresji genéw supresorowych, biatek sygnatowych
oraz czynnikéw transkrypcyjnych powstale w wyniku mutacji DNA
komorek macierzystych hemopoezy i komorek progenitorowych prowadza
do zaburzen w produkcji prawidlowych elementéw morfotycznych krwi,
wywolujac ostrg biataczke szpikowa (AML). Osoby chore na AML posiadaja
niskie st¢zenie leukocytow, krwinek czerwonych oraz trombocytéw we krwi,
co objawia si¢ m.in. dusznos$cig, anemig, ogolnym ostabieniem, a takze
wysoka podatnoscig na infekcje 1 czgstymi krwotokami [26]. Transformacja
komorek szpiku wywotana mutacjami w obrebie osmiu genéw: Tet2, Runxl1,
Dnmt3a, Ezh2, Nfl, Smc3, p53 i Asxll prowadzi do powstania i rozwoju
nowotworu. Odpowiednia charakterystyka zmian genetycznych wystepuja-
cych w komorkach nowotworowych oraz analiza ich wplywu na procesy
metaboliczne i skuteczno$¢ stosowanych terapii przeciwnowotworowych
daje szans¢ na opracowanie alternatywnych metod leczenia. Dirk Heckl
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i wps. wykorzystujac system CRISPR-Cas9 wyhodowali mysz posiadajaca
knock-down w pieciu genach: Tet2, Runxl, Dnmt3a, Ezh2, Nfl bedaca
wiernym modelem chorobowym biataczki szpikowej [27]. Wprowadzenie
mutacji wielogenowych w genomie myszy pozwala na skuteczng analizg
wynikow stosowanych lekow przeciwnowotworowych w czasie rzeczywistym
w modelu in vivo.

6.3. Regulacja ekspresji genow oraz wizualizacja DNA
w zywych komérkach

Odpowiednio zmodyfikowany system CRISPR-Cas9, posiadajacy obie
mutacje (D10A / H840A) w obrebie sekwencji kodujacej nukleaze Cas9
moze by¢ wykorzystywany w wyciszaniu oraz regulacji poziomu ekspres;ji
genow jak 1 w oznaczaniu docelowych fragmentow DNA w doswiad-
czeniach in vivo. Wykazano, ze przylaczenie kompleksu rybonukleinowego
do promotora skutecznie hamuje ekspresje genow w organizmach
prokariotycznych i komorkach ludzkich, natomiast inaktywacja genow
kodujacych czynniki transkrypcyjne wptywa na poziom ekspresji wybranych
genow. Wykorzystanie biatka GFP do wizualizacji kompleksu rybonuk-
leinowego przylaczonego do docelowej sekwencji DNA umozliwia badanie
dynamiki i struktury chromosoméw w zywej komorce [3].

6.4. Terapia przeciwwirusowa

Wirus HIV (ang. human immunodeficiency virus) odpowiedzialny za
pandemi¢ w regionie Afryki oraz milionowe zgony na calym S$wiecie
prowadzi do rozwoju zespolu nabytego uposledzenia odpornosci (AIDS).
Zdolny jest do infekcji: limfocytéow T CD4", monocytow/makrofagéw oraz
komorek dendrytycznych, posiadajacych specyficzny zestaw receptorow na
powierzchni btony komorkowej. Wykazuje naturalny tropizm wzglgdem
komoérek T CD4", ktorych liczba spada ponizej 200 komoérek na mililitr
krwi w zaawansowanym stadium choroby. Powoduje to zaburzenia w funk-
cjonowaniu zaréwno humoralnej jak i komorkowej odpowiedzi ukladu
immunologicznego. Osoby chore na AIDS podatne sa na infekcje
bakteryjno-wirusowe, bedace gtéwnym powodem zgonow wsrod pacjentow.
Intensywne badania prowadzone w celu charakterystyki czynnika etiolo-
gicznego AIDS odkryty grupe oséb odpornych na infekcje HIV. Posiadaja
one mutacje w genie CCR5 kodujacym koreceptor niezbedny do zapo-
czatkowania pierwszego etapu cyklu replikacyjnego wirusa [28]. Poznanie
patomechanizmu umozliwia Sstworzenie efektywnej terapii genowej
W oparciu o dziatanie systemu CRISPR-Cas9. Przeprowadzone zostaty
pierwsze badania, w ktorych udowodniono skuteczno$§¢ CRISP-Cas9
w generowaniu mutacji w genie CCR5. Lin Ye i wsp. opracowali sposob
produkcji indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych
(iPSC) posiadajacych uszkodzony gen CCRS. Uzyskane iPSC wykazuja
oporno$¢ wzgledem wirusa HIV [29].
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7. Podsumowanie

Odkrycie systemu CRISPR-Cas u organizméw prokariotycznych,
a nastepnie jego wykorzystanie w inzynierii genetycznej naleza do jednych
z najwigkszych osiagnie¢ drugiej dekady XXI wieku. Szerokie spektrum
aplikacyjne zaowocowalo powstaniem kilku tysi¢cy publikacji od momentu
wdrozenia CRISPR-Cas9, co dowodzi jego skuteczno$ci oraz popularnosci
wsérod naukowcow. Badania przedstawione w artykule wykazuja, ze wyzej
wymieniony system moze sta¢ gldwnym narzedziem terapii genowej,
zdolnym do leczenia wielu choréb o podtozu genetycznym przyczyniajac
si¢ do rozwoju medycyny spersonalizowane;j.
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CRISPR-Cas9 nowe narzedzie inzynierii genetycznej

Streszczenie:

CRISPR-Cas9 to innowacyjne narzedzie inzynierii genetycznej, opracowane w oparciu o system
odpornosci immunologicznej bakterii i archeondw, ktore znalazto powszechne zastosowanie
w medycynie oraz biotechnologii. Sktada si¢ z krotkiego fragmentu sgRNA oraz biatka Cas9
zdolnych do tworzenia aktywnych kompleksow rybonukleoproteinowych. Generowanie peknigé
w obrebie obu nici DNA za pomocg nukleazy Cas9 umozliwia precyzyjna manipulacje genomu
komorki, co w polaczeniu z mechanizmami naprawy kwaséw dezoksyrybonukleinowych
pozwala na stworzenie skutecznej terapii leczenia wielu choréb o podlozu genetycznym,
przyczyniajac si¢ do rozwoju medycyny spersonalizowanej. Mozliwos$¢ zastosowania systemu
CRISPR-Cas9 zar6wno w do$wiadczeniach in vitro jak i in vivo pozwolito mi¢dzy innymi na
opracowanie wiernych modeli chorobowych z uzyciem zwierzat laboratoryjnych oraz badanie
jego whasciwosci terapeutycznych wzgledem wirusa HIV.

Stowa kluczowe: CRISPR-Cas9, NHEJ, HDR, terapia genowa.

CRISPR-Cas9 a new genetic engineering tool

Abstract:

CRISPR-Cas9 is an innovative genetic engineering tool based on a immunity system of bacteria
and archaea, which found widespread use in medicine and biotechnology. It consists of a sgRNA
and Cas9 protein, which can forming active ribonucleoprotein complexes. Generated a double
strand breaks by Cas9 nucleases enables precise manipulation of the genome, which in
combination with DNA repair mechanisms allows to create an effective therapy for the treatment
of many genetic diseases, contribute to development of personalised medicine. The applicability
of the CRISPR-Cas9 system both in vitro and in vivo experiments enabled to create animal
disease models and study of its therapeutic properties of HIV treatments.

Keywords: CRISPR-Cas9, NHEJ, HDR, gene therapy.
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Podstawy molekularne autofagii

1. Makroautofagia

Autofagia jest katabolicznym mechanizmem wystepujacym we
wszystkich komorkach eukariotycznych. Polega na samodzielnym tra-
wieniu odpowiedzialnym za usuwanie dlugotrwale uszkodzonych biatek,
uszkodzonym organelli oraz bialek znieksztalconych podczas biosyntezy.
Autofagia obejmuje rowniez rozne funkcje komorkowe, takie jak wzrost,
réznicowanie, odpowiedZz na niedobor sktadnikow odzywczych 1 stres
oksydacyjny oraz $§mier¢ komorki [1-3]. Odpowiada roéwniez za utrzymanie
homeostazy komorkowej [4]. Proces autofagii obejmuje tworzenie
pecherzyka o podwodjnej blonie, ktory obejmuje w cytoplazmie znie-
ksztatcone biatka i organelle, a nastepnie taczy si¢ z lizosomem powodujac
degradacj¢ [2]. Aktywna jest podczas niedoboru sktadnikéw odzywczych
oraz w czasie stresu komorkowego, czy niedotlenienia [5]. Ponadto
cytokiny, hormony czy uszkodzenie DNA réwniez aktywuja autofagie [6].

1.1. Mechanizm autofagii

W proces ten zaangazowane sg bialka zwigzane z autofagia Atg (ang.
Autophagy-related gene), z ktorych wigkszo$¢ po raz pierwszy ziden-
tyfikowano u drozdzy [1; 6]. Sg to biatka niezbedne do tworzenia
autofagosomu, biorg udziat w poszczegdlnych etapach autofagii [6, 7]. 14
z32 poznanych dotad bialek Atg u drozdzy wykazuje homologi¢
z biatkami ssakow [2].

Przebieg procesu autofagii dzieli si¢ na cztery etapy: inicjacjg, elongacje
fagoforu, dojrzewanie autofagosomu oraz jego fuzje z lizosomem oraz
trawienie zawartos$ci [8].

W pierwszym etapie, jakim jest inicjacja autofagii, nastepuje tworzenie
fagoforu oraz jego stopniowe wydluzanie. Zaangazowany jest tutaj
kompleks, w ktorego sktad wchodza kinaza 3-fosfatydyloinozytolu klasy
Il (PI3K-IIT), Beklina 1 i kinaza serynowa p150. W tym etapie rowniez
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bierze udziat biatko Atg9 oraz Atg2, zaangazowane w formowanie btony
izolujacej [6]. Aktywnos¢ Bekliny 1 jest hamowana przez biatka Bcl-2
i Bcl-X_ [8]. Po zakonczeniu inicjacji autofagii, Beklinal wraz z Bcl-2
zostaje uwolniona do retikulum endoplazmatycznego [4].

Podczas powstawania autofagosomu z fagoforu aktywne sa dwa
ubikwitynopodobne kompleksy: Atgl2-Atg5 oraz LC3-ll-fosfatydylo-
etanoloamina (LC3-11-PE). Do dziatania pierwszego kompleksu niezbgdne
sa cztery biatka: Atg5, 7, 10 i 12. Biatko Atgl2 wigze si¢ kowalencyjnie
z Atg5, tworzac kompleks Atgl2-Atg5, ktory wspamaga tworzenie
autofagosomu ale nie jest w nim obecny. W procesie roéwniez uczestniczy
Atg8, zwickszajac fuzje blon [6, 9]. W nastepnym etapie powstaty
kompleks Atgl2-Atg5 wiaze si¢ z biatkiem Atgl6L, zachodzi multimeryzacja
i utworzony zostaje tetramer Atgl2-Atg5-Atgl6L uczestniczacy w elongacji
fagoforu. Naukowcy twierdza, ze ten kompleks wywotuje jego krzywizne.
W momencie powstania dojrzalego  autofagosomu, biatko Atgl6L
oddysocjowuje, co $wiadczy o tym, ze nie moze stanowi¢ markera procesu
autofagii. Nastepie dochodzi do aktywacji drugiego ubikwitynopodobnego
kompleksu LC3-1I-PE. LC3 jest biatkiem zwigzanym z mikrotubulami,
znajduje si¢ w cytozolu i syntetyzowane jest jako prekursor pro-LC3.
Forma pro-LC3 w wyniku cigcia przez Atg4 ulega przemianie do LC3-1, do
ktorego przylacza si¢ biatko Atg7, Atg3 oraz powstaty niedawno kompleks
Atgl2-Atg5-Atgl6L. W kolejnym etapie LC3-I przytacza lipofilng fosfaty-
dyloetanoloamine (PE) i przeksztalca sie w forme LC3-1l, co prowadzi do
formowania i rozbudowy autofagosomu [2, 6, 10-12]. LC3-Il pozostaje
przylaczony do btony autofagosomu, az do momentu fuzji z lizosomem.
Uznaje si¢ go za wiarygodny marker autofagii, poniewaz jego stezenie jest
proporcjonalne do liczby powstatych autofagosoméw [11].

W ostatnim etapie blona autofagosomu ulega fuzji z lizosomem,
powstaje autofagolizosom, w ktorym dochodzi do trawienia biatek
przeznaczonych do degradacji, dzigki obecno$ci kwasnych proteaz
lizosomalnych. W fuzji uczestnicza biatek SNARE oraz Rab, przede
wszystkim Rab7, niezbedny podczas dojrzewania autolizosomu [6, 12,
13]. Rysunek 1 przedstawia etapy procesu autofagii.
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Rysunek. 1. Przebieg procesu autofagii [12]

1.2. Regulacja procesu autofagii

Jednym ze szlakéw regulujacych autofagie, jest szlak mTOR wrazliwy
na obecnos¢ lub brak sktadnikow odzywczych [1, 2]. mTOR (ang.
mammalian target of rapamycin) jest kinaza serynowo-treoninowa, ktorej
zadaniem jest regulacja wzrostu i proliferacji komorek oraz wielu procesow
metabolicznych [9]. mTOR tworzy w komorkach ssakow dwa biatkowe
kompleksy: mTORC1 i mTORC2. Pierwszy z nich w swoim sktadzie
zawiera kinaz¢ mTOR oraz biatka Raptor i mLST8/GbL, jest negatywnym
regulatorem autofagii. Natomiast w sktad drugiego wchodzi kinaza mTOR
oraz biatka Rictor i mLST8/GbL, jest odpowiedzialny za funkcje
cytoszkieletu komorki. mTORC1 charakteryzuje si¢ wrazliwo$ciag na
rapamycyng, co powoduje w warunkach glodu defosforylacje ULKI
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i aktywacje szlaku autofagii [1, 6]. Na aktywno$¢ mTOR wptywaja migdzy
innymi aminokwasy, insulina i kinaza aktywowana AMP (AMPK) [3].
Kinaza AMPK hamuje szlak mTORC1, natomiast aktywuje kompleks
ULK. ULK z kolei aktywuje kompleks PI3K, zawierajacy Beklingl, PI3K
oraz Atgl4L [5]. Biatko PI3K jest zaangazowane w proces autofagii i jest
substratem do powstania PI3P, niezbednego do wydtuzania fagoforu.
Interakcja Beklinyl z PI3K i kinazg serynowg p150 wykazuje aktywnosc¢
katalityczng i powoduje zwickszenie poziomu PI3P, ktéry jest aktywatorem
autofagii i powoduje proliferacje komérek [6, 11, 13].

W  normalnych warunkach wzrostu, gdy s$rodowisko jest obfite
w sktadniki odzywcze, szlak mTOR ulega aktywacji, poprzez blokowanie
kompleksu ULK, co prowadzi do zahamowania autofagii, powodujac proli-
feracje komorek [2]. Natomiast wiele czynnikdw, takich jak niedotlenienie
czy niedobor sktadnikow odzywczych wpltywa na zahamowanie szlaku
MTOR, w wyniku czego kompleks Ryc. 1. Przebieg procesu autofagii [12]
kinazy ULK staje si¢ aktywny, co inicjuje powstawanie fagoforu [3].

Kinaza AMPK jest jednym z gléwnych aktywatorow autofagii.
W warunkach deficytu sktadnikoéw odzywczych 1 energii, nastepuje
zmniejszenie stosunku ATP/AMP w komoérce. W odpowiedzi, serynowo-
treoninowa kinaza LKB1 aktywuje AMPK poprzez fosforylacje thr172, co
prowadzi do fosforylacji TSC1/2 oraz inhibicji mTORC1. Ostatnie
doniesienia sugeruja, ze AMPK reguluje sygnalizacje mTORCI1 za pomoca
alternatywnego mechanizmu, zgodnie z ktérym AMPK bezposrednio
fosforyluje podjednostke mTORCI1, biatko Raptor, co ma znaczenie
W rozpoczynaniu procesu autofagii, inaktywujac kompleks mTORCI.
Z tego wniosek, iz AMPK jest pozytywnym regulatorem autofagii [11, 14].

Kolejnym istotnym regulatorem autofagii jest biatko p53, uznawane za
»straznika genomu”, ktore pelni podwojng role w regulacji procesu,
w zaleznosci od tego czy zlokalizowane jest w jadrze komorkowym czy
cytoplazmie: pozytywna badz negatywna [11, 14]. W przypadku genotok-
sycznego stresu oraz progresji nowotworu indukuje autofagic. p53
aktywuje AMPK, ktora z kolei aktywuje kompleks TSC1/2, prowadzac do
hamowania szlaku mTORC1. p53 rowniez indukuje autofagie poprzez
aktywacje¢ biatka wystepujacego w btonie lizosomalnej DRAMI1 (ang.
Damage-regulated autophagy Modulator). DRAM1 odpowiada za indukcje
makroautofagii oraz kumulacje¢ autofagosomoéow [1]. Hamowanie autofagii
za posrednictwem p53 polega na inhibicji mTORCI1. Tasdemir i wsp.
Wykazali, ze zahamowanie aktywnos$ci biatka p53 obecnego w cytozolu
powoduje indukcje autofagii. Ponadto wspomniani naukowcy wykazali, ze
niedobor sktadnikéw pokarmowych, stres ER, hamowanie kompleksu
mTOR przez rapamycyng, powoduje proteasomalng degradacj¢ biatka p53,
co promuje autofagi¢ [11].
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Kolejnymi biatkami regulujacymi proces autofagii jest rodzina biatek
Bcl-2, ktore réwniez odgrywaja podwdjng role w tym procesie. Biatka
antyapoptotyczne, takie jak Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w czy Mcl-1, hamuja
autofagie, podczas gdy biatka proapoptotyczne, takie jak BNIP3, Bad, Bik,
Noxa, Puma lub BIimEL — indukujg. Interakcja Bcl-2 z Beklingl, przerywa
wigzanie Beklinyl z hVps34, co powoduje inhibicj¢ autofagii [ 14].

1.3. Podwaéjny charakter autofagii

Autofagia odgrywa kluczowa role w patogenezie wielu chordob
cztowieka, w tym chorob neurodegeneracyjnych, infekcji, choréb uktadu
krazenia, choréb metabolicznych oraz nowotworow [3].

Podczas zmniejszenia aktywnosci autofagii, komorki tracg zdolnos¢ do
usuwania uszkodzonych biatek i rozpoczyna si¢ akumulacja sktadnikow
cytotoksycznych. Moze to doprowadzi¢ do zapoczgtkowania procesu
ontogenezy. Natomiast autofagia na wyzszym poziomie niz podstawowy
odpowiada za przetrwanie komorki w niekorzystnych warunkach, na
przyktad podczas niedoboru sktadnikéw odzywczych, niedotlenienia,
infekcji bakteryjnych czy stresu komorkowego [2].

Doktadna rola autofagii w procesiec nowotworzenia, nadal nie jest
poznana [15]. Wedlug obecnego stanu wiedzy, w powstawaniu raka,
autofagia pelni dwojaka funkcje, nie jest wiec jedynie synonimem $mierci
komorki, jak apoptoza. Z jednej strony, chroni komorki przed transfor-
macja nowotworowa poprzez usuwanie uszkodzonych organelli, zagre-
gowanych biatek, redukuje uszkodzenia DNA, czy zaburzenia mito-
chondrialne. Z drugiej strony wptywa na tworzenie guza poprzez utatwie-
nie dostepu do sktadnikow odzywczych, ktore majg kluczowe znaczenie
dla metabolizmu i wzrostu komorek nowotworowych. Zahamowanie
$mierci komorek zwieksza rowniez oporno$¢ na leczenie [2, 3]. Ponadto,
autofagia ma rozne dzialanie w zalezno$ci od wielu czynnikéw, w tym
etapu kancerogenezy, pochodzenia tkanki czy mutacji genow ulegajacych
ekspresji w okreslonym typie raka. Autofagia moze zapobiec inicjacji
nowotworu, dzigki usunieciu nieprawidtowych biatek i organelli. Nato-
miast w pdzniejszym etapie rozwoju guza, przyczynia si¢ do adaptacji
komorek do niekorzystnych warunkow, jak niedotlenienie czy gtod,
umozliwiajac progresje nowotworu. Niektore typy nowotwordw, jak na
przyktad ludzki rak trzustki, charakteryzujg si¢ aktywnym genem Ras, co
swiadczy o podwyzszonym poziomie autofagii, ktéra przyczynia si¢ do
proliferacji i przezycia komorek nowotworowych. W ludzkim raku piersi,
jajnikow czy prostaty, obserwuje si¢ delecje alleli Beklinyl, zasadniczego
regulatora autofagii, co wskazuje na zmniejszony poziom autofagii
przyczyniajac si¢ do progresji nowotworu [2, 15].
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Biatka z rodziny Bcl-2 i Bcl-X_ zaangazowane w proces apoptozy,
réwniez uczestnicza w autofagii, dziatajac jako jej inhibitory. W niektorych
typach komorek, bialka te lacza si¢ z Beklingl, obnizajac jej powino-
wactwo do PI3K Ill. Rola tych biatek w autofagii, zwigzana jest z tym, ze
kompleks Bcl-2/Bcl-X -Beklinal-PI3K, ma mniejszg aktywno$¢ kinazowa
niz kompleks bez przytaczonych biatek Bcl-2 czy Bcl-X.. Interakcje
miedzy Beklingl a wyzej wspomnianymi biatkami regulowane sg przez
stan ich ufosforylowania. Kinaza DAPK-1 fosforyluje Beklingl, natomiast
kinaza JNK1 fosforyluje biatko Bcl-2. Nastepnie dochodzi do roztaczenia
tych biatek, co prowadzi do indukcji autofagii. ponadto ufosforylowane
biatko Bcl-2 laczy si¢ z proapoptotycznym biatkiem Bax, hamujac
apoptoze [11].

2. Autofagia zalezna od chaperonéw

Autofagia zalezna od biatek opiekunczych — chaperonéw (CMA),
mechanizm degradacji bialek cytozolowych w lizosomie, jest jednym
z najbardziej selektywnych typow autofagii u ssakow [16]. Rézni si¢ od
innych rodzajow autofagii dwoma wiasciwosciami, jest selektywna tylko
wobec okreslonego typu bialek oraz charakteryzuje si¢ odmiennym sposo-
bem dostarczania substratow do lizosomu [1]. Zadaniem chaperonow jest
wychwytywanie bialek niepofaldowanych lub nieprawidlowo fatdo-
wanych, ktore nastepnie przenoszone sa do lizosomow [2]. Biatko szoku
cieplnego hsc70 oraz LAMP2A sa kluczowymi czynnikami zaangazo-
wanymi w ten proces [17].

CMA aktywowana jest w prawie wszystkich rodzajach komodrek
w odpowiedzi na wiele czynnikow, ale najwazniejszym z nich jest stres
oksydacyjny, dlatego uwaza si¢ ten proces za pierwszg lini¢ obrony przed
stresem [16, 17]. Ten typ autofagii jest rowniez indukowany w przypadku
dhugotrwatego pozbawienia sktadnikow odzywczych (powyzej 10 godzin)
[16, 18]. Aktywacja podczas niedoboru sktadnikow odzywczych, zwigzana
jest z wyzszym poziomem lys-hsc7 w $wietle lizosomu oraz LAMP2A
W blonie lizosomalnej. Poniewaz oddziatywanie bialek substratowych jest
ograniczone etapem szlaku autofagii, zmiany w poziomie LAMP2A w btonie
lizosomalnej moduluja aktywnos¢ CMA [19].

Przeciwutleniacze, substancje utleniajace oraz denaturujace toksyny
rowniez przyczyniajg si¢ do wzrostu aktywnosci CMA, ktora selektywnie
usuwa uszkodzone biatka z cytozolu [18, 20]. Niepozadane modyfikacje
potranslacyjne (lagodne utlenienie, czg¢sciowe pofaldowanie, niepra-
widlowe skrocenie biatka, sprzgganie z toksynami oraz tworzenie adduktow
biatka z matymi czasteczkami) rowniez powodujg wzrost autofagii zalezne;j
od chaperonéw w celu usuniecia uszkodzonych biatek [16]. Aktywacja
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tego typu autofagii zachodzi réwniez w watrobie i nerkach po ekspozycji
na pochodne benzyny oraz w komoérkach z nadekspresja LAMP2A [19].

Uposledzona autofagia prowadzi do wewnatrzkomoérkowej akumulacji
utlenionych i zagregowanych biatek oraz hamuje przezywalnos¢ komorek
podczas stresu. Zaobserwowano spadek aktywnosci CMA wraz z wiekiem,
co sugeruje wicksza wrazliwo$¢ starych organizmdéw na stres. Zmniejszona
aktywnos¢ CMA w procesie starzenia moze nasilaé postep pewnych
zaburzen zwigzanych z wiekiem, takich jak choroby neurogedeneracyjne,
cukrzyca czy nowotwory, w niektorych chorobach, biatka chorobotworcze
gromadzg si¢ w uszkodzonych komoérkach wywierajac bezposredni efekt
toksyczny na CMA [18, 20].

Podstawowa aktywnos¢ CMA wykrywana jest niemal we wszystkich
typach komorek i odpowiada za niektore funkcje poszczegdlnych rodzajow
komorek. Autofagia zalezna od chaperonow bierze udziat miedzy innymi
W prezentacji antygenu komérkom, wplywa na zywotnos¢ neuronéw przez
modulowanie poziomu czynnika transkrypcyjnego MEF2D lub kontroluje
wzrost komorek kanalikow nerkowych przez degradacj¢ czynnika trans-
krypcyjnego Pax2 [16].

2.1. Mechanizm autofagii zaleznej od chaperonéw

Odkrycie autofagii zaleznej od chaperonow wiazalo sie z odkryciem, ze
podczas niedoboru sktadnikow odzywczych w lizosomach byly znacznie
wigksze ilo$ci biatek szoku cieplnego 70 (hsc 70) [21].

CMA jest procesem wieloetapowym, ktory obejmuje: rozpoznanie
substratu i kierowanie do lizosomu; wigzanie; translokacje substratu i jego
degradacj¢ w $wietle lizosomu [22]. Chaperony rozpoznajg tylko substraty,
ktore zawieraja w swojej strukturze specyficzng sekwencje¢ pentapeptydu,
Lys-Phe-Glu-Arg-Gln (KFERQ). KFERQ jest motywem wystepujgcym
w ok. 30% bialek cytozolowych, jest rozpoznawany przez biatko szoku
cieplnego hsc73. Odpowiada za traslokacj¢ substratu do lizosomu [2, 18,
23]. Kompleks substrat-chaperon skierowany zostaje do powierzchni
lizosomu, gdzie wigze si¢ z receptorem LAMP2A (ang. Lysosome-
associated membrane protein type 2A), ktory zawiera region N-
glikozylowany, pojedynczy region transbtonowy oraz krotki ogon
cytozolowy, wiazacy substraty [16, 24]. LAMP2A znajduje si¢ w blonie
lizosomalnej, wystepuje w formie monomeru, a w polaczeniu z innymi
biatkami tworzy kompleks niezbedny do translokacji substratu.
Translokacja substratu wymaga obecnosci biatka szoku cieplnego hsc70,
obecnego w lizosomach. Pomimo, ze specyficzny sposob translokacji nie
zostal jeszcze poznany, wiadomo ze hsc70 zapobiega powrotowi substratu
do cytozolu [22]. W koncu biatko przeznaczone do degradacji dostaje si¢
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do wnetrza lizosomu, gdzie ulega hydrolizie za pomoca proteolitycznych
enzymow lizosomalnych. Transport wymaga zrodta energii w postaci ATP
oraz zalezny jest od temperatury (wigzanie moze zachodzi¢ nawet
w temperaturze 10°C, ale transport jest wykrywalny dopiero powyzej 25°C)
[1, 23].

Po tym, jak substrat dostanie si¢ do swiatta lizosomu, LAMP2A odlacza
si¢ od kompleksu, powraca do formy monomerycznej i znéw wiaze kolejne
bialka substratowe. Wigzanie 1 translokacja substratu sg etapami
skoordynowanymi, ale mogg rowniez wystepowac osobno [23].

Rysunek 2 przedstawia dokladne etapy procesu autofagii zaleznej od
biatek opiekunczych, X oznacza miejsce regulacji.

Degradacja koncowych
produktow

rozkladanie
Rysunek. 2. Etapy procesu autofagii zaleznej od chaperonow [24]

2.2. Charakterystyka molekularna autofagii zaleznej od chaperonéw

Doktadna regulacja CMA nie jest jeszcze do konca poznana. Uwaza sie,
ze poziom biatka LAMP2A bezposrednio koreluje z aktywnoS$cig autofagii,
a zmiany w jego poziomie s3 wykorzystywane przez komorki do
modulowania szlaku autofagii [16, 18]. Nie wiadomo jednak czy czasteczki
LAMP2A sg losowo degradowane, w celu zmniejszenia aktywnosci CMA,
czy pewna pula LAMP2A jest wrazliwsza na dzialanie proteaz [23].
W specyficznych warunkach (np. stres oksydacyjny) poziom LAMP2A
zwieksza si¢ poprzez indukcje transkrypcji i synteze de novo tego biatka.
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Jednak w wickszosci przypadkéw zmiany w poziomie LAMP2A sa
regulowane bezposrednio przy blonie lizosomalnej, co nie wymaga syntezy
de novo tego biatka. LAMP2A réwniez poddawany jest $cisle regulowane;j
degradacji poprzez sekwencyjne ciecie przez katepsyny A oraz metalo-
proteinaz zwigzanych z btong, ktérych charakter nadal pozostaje nieznany.
Odcigta forma LAMP2A uwalniania zostaje do $wiatla lizosomu, gdzie
szybko jest degradowana. W warunkach, ktéore wymagaja maksymalnej
aktywacji CMA, degradacja LAMP2A zmniejsza sie, w konsekwencji
nastepuje wzrost poziomu tego biatka bez koniecznosci jego syntezy [18].

Wiele czynnikow uczestniczy w regulacji procesu sktadania/rozdzielania
kompleksu translokacyjnego, na przyktad jednym z takich czynnikéw moze
by¢ zmiana w ptynnos$ci btony lizosomalnej, co wpltywa na zmiane gestosci
bialek w btonie. Do tej pory pierwszymi opisanymi biatkami regulujacymi
sktadanie/rozdzielania kompleksu LAMP2A w sposob zalezny od GTPazy
sa GFAP i1 EFlo. Biatko GFAP przyczynia si¢ migdzy innymi do
stabilizacji kompleksu translokacyjnego [16, 22]. GFAP dzieli si¢ na dwie
formy: nieufosforylowana form¢ GFAP, wiagzaca multimry LAMP2A oraz
ufosforylowana (GFAP-P), ktory z kolei wiaze EF1a. Nieufosforylowane
biatko GFAP ma zwykle wyzsze powinowactwo do GFAP-P niz do
LAMP2A, ale tworzenie dimerow GFAP-GFAP-P jest zwykle uniemoz-
liwione, dzigcki obecnosci EFla zwiazanego z GFAP-P [18]. W obecnosci
GTP, z blony lizosomalnej uwalniany zostaje czynnik EFla, co prowadzi
do samoistnego taczenia z GTAP, ktéry oddzysocjowuje z kompleksu
translokacji CMA i w ten sposdb neutralizowana jest jego funkcja
stabilizacyjna. Mimo wszystko mechanizm ten wcigz nie jest do konca
poznany [16, 22]. Natomiast na podstawie zebranych do tej pory danych
ustalono, ze zmiany w poziomie GFAP-GFAP-P, EFla w btonie lizoso-
malnej, jak rowniez zmiany w poziomie wewnatrzkomorkowego GTP oraz
Ca’* wewnatrz lizosoméw, moga przyczynia¢ si¢ do wptywu na aktywnosé
CMA [18].

Liczne badania wykazuja, ze rdzne szlaki autofagii wspotdziataja ze
soba. Zahamowanie makroautofagii powoduje aktywacje autofagii zaleznej
od chaperonow. Ponadto, jesli zablokowana jest autofagia zalezna od biatek
opiekunczych, makroautofagia jest aktywna. W ten sposob utrzymywana
jest homeostaza komorki [16].

2.3. Autofagia zalezna od chaperonow a rak

Zaburzenia w procesie autofagii zaleznej od cha peronow zostaty opisane
w rdznych chorobach neurodegeneracyjnych, chorobach nerek, cukrzycy czy
raku. Stopniowy spadek aktywnosci CMA wystepuje juz w starszym wieku, ze
wzgledu na zmniejszenie stezenia LAMP2A wraz z wiekiem [25].
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Aktywacja CMA zwigzana jest z przezyciem i proliferacja komorek
nowotworowych. Badanie aktywnosci autofagii na ludzkich komoérkach
nowotworowych pobranych podczas biopsji, wykazaly wzrost podsta-
wowej aktywnosci CMA [22]. Autofagia zalezna od chaperonow bierze
udziat w proliferacji komdrek nowotworowych, progresji guza oraz gene-
rowaniu przerzutow [26]. W komorkach rakowych obserwujemy zwigkszony
poziom LAMP2A, co wskazuje na wicksza aktywnos¢ CMA [22].

Warto zwroci¢ uwage na zalezno$¢ pomiedzy CMA a metabolizmem
glukozy. Komorki nowotworowe sg silnie zaangazowane w glikolize,
w celu produkcji ATP oraz posrednich metabolitow, co jest niezbedne do
szybszego wzrostu komorek nowotworowych oraz ich proliferacji. Ponadto
zahamowanie CMA w komorkach nowotworowych powoduje tlumienie
transkrypcji enzymoéw glikolotyczneyh, powodujac zmniejszenie glikolizy
oraz produkcji ATP. W innych typach nowotworéw zaobserwowano, ze
zmniejszenie glikolizy powoduje blokowanie CMA, ktore nie wynika ze
zmian w poziomie transkrypcji ale w poziomie biatka. CMA reguluje
rowniez rownowage pomigdzy aktywng i nieaktywng formg enzymu
glikolitycznego PKM2, ulegajacego nadekspresji w komorkach rakowych.
PKM?2 niedawno zostal zdefiniowany jako substrat CMA. Mechanizm
autofagii zmniejsza poziom nieaktywnej formy PKM2 w wyniku acetylacji.
Zahamowanie CMA w komodrkach nowotworowych prowadzi do groma-
dzenia sie¢ w nich nieaktywnych form PKM?2 oraz obnizenia glikolizy.
Z kolei, w wielu typach nowotworéw, dluzsze zahamowanie CMA, pozy-
tywng regulacje ukladu ubikwityna-proteasom (UPS), uniemozliwiajac
gromadzenie uszkodzonych substratow przeznaczonych do degradacji [22, 26].

Indukcja autofagii w wielu typach nowotworow, prowadzi do tago-
dzenia stresu wewnatrzkomorkowego oraz sprzyja aktywacji onkogennych
szlakow przezycia [22, 26].

Podsumowujac, istnieje ztozona zalezno$¢ pomigedzy CMA a biologia
nowotworéw. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze
w komédrkach nowotworowych autofagia zalezna od chaperonéw ma
dzialanie proonkogenne, natomiast w zdrowych komoérkach jej dziatanie
jest przeciwne — chroni komorki przed uszkodzeniami wewnatrz — i zew-
natrzkomoérkowymi. Ponadto, wykazano, ze CMA powoduje zmniejszenie
poziomu zmutowanego biatka p53, poprzez jego degradacje w komorkach
rakowych nieproliferujacych, co §wiadczy o antyonkogennym dziataniu
CMA. Poza tym CMA kontroluje réwniez proteolize¢ innych pro
onkogennych biatek, na przyktad Eps8 (ang. epidermal growth factor
receptor pathway substrate 8) zaangazowany w rozwdj guzow litych.
Konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan, w celu lepszego
zrozumienia zréznicowanej roli CMA w procesie nowotworzeni [22].
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3. Mitofagia

Mitochondria sa endosymbiotycznymi organellami pochodzacymi od
bakterii tlenowych. Sg bardzo dynamiczne, ciagle si¢ przemieszczaja
i zmieniajg ksztalt Zdrowe mitochondria sa istotne dla funkcjonowania
i zywotno$ci komorek eukariotycznych. Maja zasadnicze znaczenie
w wielu procesach, takich jak generowane energii, metabolizm, buforo-
wanie jonow wapnia. Natomiast uszkodzone lub starzejace si¢ mitochon-
dria sg zrodlem reaktywnych form tlenu i azotu. Nast¢puje w nich rowniez
spadek produkcji energii. W celu spowolnienia uszkodzen mitochon-
drialnych, komoérka opracowata szereg proceséw kontroli jakosci. W przy-
padku, gdy mitochondria zgromadzity wigkszg liczb¢ uszkodzen i nie sa
W stanie utrzymywac potencjatu btonowego, sg kierowane do lizosomow
i ulegajag degradacji w procesie zwanym mitofagig [Narendra 2011; Chen
2013; Cavallucci 2014].

Mitofagia jest procesem selektywnej, mitochondrialnej autofagii. Polega
na pochtanianiu przez autofagosom i dostarczaniu do lizosomow niepra-
widtowych 1 uszkodzonych mitochondriow, gdzie nastgpnie ulegaja
degradacji. Proces degradacji mitochondriow polega na sekwestracji
tadunkow cytoplazmatycznych do btonowych wakuoli autofagosomalnych
(AVS) w celu dostarczenia ich do lizosoméw [27, 28]. Gtownymi biatkami
regulujacymi proces mitofagii sg biatka PINK1 oraz Parkina [29].

Proces mitofagii zachodzi w dwoch etapach: indukcji oraz rozpoznanie
substratow. W pierwszym etapie nastepuje hamowanie mTOR (ang.
mammalian target of rapamycin) indukowanego przez ROS (produkowane
przez uszkodzone mitochondria) oraz aktywacja AMPK, spowodowana
obnizeniem poziomu ATP. Ponadto nastgpuje aktywacja szlakow
zaleznego PI3K/Akt-1 i niezaleznego PI3K/Akt-1. Biatka PTK i GPCR
zlokalizowane na powierzchni komorki i potaczone z ligandami obecnymi
na zewnatrz komorki, powoduja przemiang PIP2 do PI3P w wyniku
fosforylacji. PI3P jest wazng czasteczka sygnalowa. Laczy si¢ z biatkiem
PDK1 w blonie komérkowej i fosforyluje Akt. Aktywowane biatko Akt
nastgpnie fosforyluje wiele biatek docelowych w uszkodzonych mitochon-
driach i hamuje mTORCI, prowadzac do indukcji mitofagii. Niezalezny
szlak PI3K/Akt-I jest aktywowany w wyniku obnizenia poziomu
mitochondrialnego ATP, co moze indukowa¢ kinaz¢ watrobowa Bl
(LKBI1) lub AMPK i wptywa¢ na aktywno§¢ mTORCI. Aktywowana
AMPK moze fosforyzowa¢ TSC2, zwigksza¢ aktywnos¢ GAP i prze-
ksztatlca¢ homolog Rheb-GTP do homologu Rheb-GDP, ktory jest
zaangazowany w mitofagi¢. W drugim etapie mitofagii biorg udziat biatka
PINKZ1 i Parkina [30].
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3.1. Rola bialka PINK1 w mitofagii

Najlepiej poznanym mechanizmem regulujacym proces mitofagii jest
szlak PINKZ1/Parkin [28]. PINK1 (ang. PTEN-induced putative kinase 1)
jest kinazg serynowa-treoninowa, skladajaca si¢ z 581 aminokwasow
0 masie 63 kDa. W swojej budowie zawiera N-koncowa mitochondrialng
sekwencje kierujaca oraz C-koncowa domene¢ autoregulacyjng, ktora
znajduje si¢ gtownie w mitochondriach, ale moze roéwniez wystepowac
w cytozolu. Wystepuje w caltym organizmie, a najwyzsza ekspresje
wykazuje w sercu, mi¢sniach i jadrach. Ulega rowniez wysokiej ekspresji
w mozgu ssakow, gdzie najwyzszy poziom mRNA PINKI1 obserwuje si¢
w obrebie ciata komoérkowego neuronéw oraz w komodrkach glejowych.
PNK1 dziata jako gléowne biatko neuroprotekcyjne, majace na celu
zapobieganie uszkodzeniom mitochondriéw oraz apoptotycnej $mierci
komorek w odpowiedzi na warunku stresowe. Aktywno$¢ PINKI1 regulo-
wana jest przez kilka mechanizméw, w tym fosforylacje biatek mitochon-
drialnych TRAP1 i Omi/HtrA2. Badania wykazaly, ze rekombinowany
PINK1 moze ulega¢ autofosforylacji, jak rowniez moze fosforyzowac
substraty in vitro [31-33]. Natomiast Parkina koduje ligaz¢ ubikwityny E3.
Ze wzgledu na funkcje molekularng tych biatek, oczywiste jest, ze PINK1
posredniczy w fos-forylacji a Parkina w ubikwitynacji, tym samym sa
kluczowymi elementami w patogenezie wielu chordb [34].

Najnowsze badania dotyczace Parkiny i PINK1 wykazaty, Zze te biatka
majg zasadnicze znaczenie w utrzymaniu integralnosci oraz funkcjo-
nowania mitochondriéw [30]. PINK1 uznawany jest za czujnik stanu
polaryzacji mitochondriéw, co zostalo pokazane na rys. 2. W spolary-
zowanych mitochondriach, PINK1 zostaje importowany do przestrzeni
mig¢dzybtonowej, gdzie ulega szybkiej degradacji za pomocg proteaz PARL
i proteasomu, tym samym zostaje utrzymany niski podstawowy poziom
PINK1. W zdrowych mitochondriach, ktére zachowuja swoj potencjat
blonowy, poziom PINKI1 pozostaje bardzo niski. Depolaryzacja uszko-
dzonych mitochondriow powoduje inaktywacje importu PINKI1 i protea-
somalnej degradacji, co prowadzi do akumulacji PINK1 w zewng¢trznej
blonie. Parkina zostaje rekrutowana do uszkodzonego mitochondriom
0 niskim potencjale blonowym, czego skutkiem jest aktywacja enzymu E3
w celu ubikwitynacji substratow mitochondrialnych. Nastepstwem tych
zdarzen jest inicjacja autofagii zaleznej od LC3, nazwanej mitofagia,
prowadzacej do usuwania uszkodzonych mitochondriow [28, 32, 36-38].
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Rysunek. 3. Model mitochondrialnej kontroli jakosci z udziatem biatka PINK1 oraz Parkiny [35]

Za pomocg szlaku ubikwityna-proteasom, Parkina ubikwitynuje i degraduje
niektore biatka zlokalizowane w zewngtrznej blonie mitochondrialnej,
wtym Mfn, Drpl,VDAC1 oraz Bcl-2. Degradacja mitochondrialnego
czynnika fuzji (Mfn) przyczynia sie do fragmentacji mitochondriow i moze
utatwia¢ proces mitofagii [36].

3.2. Mitofagia w chorobach neurodegeneracyjnych

Choroba Parkinsona jest jedng z typowych chorob neurodege-
neracyjnych, spowodowang zaburzeniami mitochondriéw. Defekty czgsto
sa obserwowane w istocie czarnej oraz ciele migdatowatym. W komoérkach
nerwowych pacjentow spotykane sa obrzgkowe mitochondria. Na tej
podstawie wykazano, ze zachorowalno$¢ na chorobe Parkinsona, moze by¢
z powodzeniem ograniczona przez usuwanie uszkodzonych mitochon-
driow. W przypadku nieusunigcia dysfunkcyjnych mitochondriéw na drodze
mitofagii, nastepuje wzrost produktow toksycznych w komorce, co
prowadzi do §mierci dopaminergicznych neuronéw, a w konsekwencji do
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choroby Parkinsona [30]. Charakteryzujaca si¢ drzeniem, sztywnoscia
mieéni, uposledzeniem ruchéw dowolnych (akineza), spowolnieniem
ruchowym (bradykinezja) oraz niestabilno$cig postawy [39].

Choroba Parkinsona charakteryzuje si¢ degeneracja dopaminergicznych
1 innych monoaminowych neuronéw, prowadzac do niedoboru dopaminy
W czynno$ciowym, autonomicznym i w koncu poznawczym ukladzie
nerwowym. Mutacje w genach specyficznych zidentyfikowano w rodzinnej
formie choroby Parkinsona. Mutacje w fosfatazie oraz PINK1 kodowanym
przez gen PARK6 zidentyfikowano u pacjentow we wczesnym stadium
choroby. Ponadto, mutacje w Parkinie, kodowanej przez gen PARK2
rowniez zidentyfikowano we wczesnym stadium rozwoju choroby. Na tej
podstawie uznano, ze PNK1 oraz Parkina s3 podstawowymi biatkami
zaangazowanymi w patogenezg choroby Parkinsona. W ostatnich badaniach
zaobserwowano, ze niektére zmutowane formy PINKI1 charakteryzuja sie
zmniejszong aktywnoscig kinazy, natomiast inne wykazuja zmniejszong
stabilno$¢ biatka, dlatego wysnuto wniosek, ze normalnie funkcjonujace
biatko PINK1 peli funkcjg¢ ochronng neuronéw. Podobnie Parkina
wykazuje dziatanie ochronne w kilku modelach uszkodzenia neuronow,
w tym podczas niedoboru PINK1 [39, 40]. Wykazano, ze PINKI ulega
ekspresji w korze, ciele prgzkowanym oraz pniu mézgu. Obecny jest w mito-
chondriach tkanek mézgowych, ale wystepuje rowniez w cytoplazmie [41].

Zachodzaca interakcja pomiedzy PINK1 a Beklingl indukuje mitofagie,
natomiast je$li zmutowane biatko PINK1 wchodzi w interakcj¢ z Beklingl,
nastepuje hamowanie mitofagii. Badania wykazaty, ze zmutowane biatko
PINK1 moze spowodowaé spadek aktywnosci Beklinyl, tylko wtedy jesli
miejsce mutacji znajduje si¢ w pozycji W437X. inne miejsca mutacji,
prawie nie majg wpltywu na aktywnos$¢ Beklinyl. Kolejnym biatkiem
odpowiedzialnym za chorob¢ Parkinsona jest Parkina. Zaangazowana jest
w degradacj¢ uszkodzonych mitochondriow oraz dziata jako ligaza
ubikwityny E3 [30].

Badania wykazaty, ze niedobor PINKI1 zwigzany z wiekiem powoduje
zmniejszenie Zywotnosci neuronow i zwigkszenie wrazliwosci na mitochon-
drialng apoptoze indukowana stresem. Na podstawie wcze$niejszych badan
stwierdzono, ze mitochondrialne zaburzenia sg zwigzane z obniZzeniem
potencjalu blonowego, wzrostem stresu oksydacyjnego oraz zmianami
morfologicznymi w tych organellach spowodowane niedoborem PINK1, a te
wszystkie czynnik mogg prowadzi¢ do choroby Parkinsona [34].

4. Mikrofagia
Mikrofagia jest najmniej, jak dotad poznanym rodzajem autofagii.
procesowi mikrofagii podlegaja przede wszystkim mate czasteczki. Jest to
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proces nieselektywny, w ktorym biatka przeznaczone do degradacji
wprowadzane sg do wngtrza lizosomu przez wpuklenie w jego blonie, bez
udziatu autofagosomu. W lizosomie dochodzi do enzymatycznego trawienia
biatek. Doktadny mechanizm procesu nie zostat jeszcze zbadany [2, 42].

5. Podsumowanie

W literaturze pojawia si¢ coraz wigcej doniesien na temat udziatu
autofagii w patogenezie wielu chorob, w tym nowotworow. W zwigzku
z czym, konieczne jest okreslenie molekularnych mechanizméw lezacych
U podstaw tego procesu. Ponadto uwaza si¢, ze doktadne poznanie i przeana-
lizowanie genéw zaangazowanych w autofagie, umozliwi rozwoj badan nad
opracowaniem nowych metod diagnostyki oraz terapii majacych na celu
zwalczanie r6znych chorob.

Kolejne wyniki pokazujg, iz zar6wno indukcja, jak i inhibicja procesu
autofagii moze mie¢ duze znaczenie w terapii przeciwnowotworowej.
Dlatego wcigz poszukuje si¢ modulatorow, jak i inhibitorow tego procesu.
Naukowcy pracuja nad otrzymaniem lekéw stymulujacych autofagie, ktore
moga przyczyni¢ si¢ do zwalczania chordb infekcyjnych oraz nowotwo-

rowych.
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Podstawy molekularne autofagii

Streszczenie

W pracy opisano molekularne podioze gldwnych typdw autofagii zachodzacych w komoérce,
atakze znaczenie tego procesu w patogenezie wielu chordb. Autofagia jest wewnatrz-
komoérkowym procesem degradacji uszkodzonych biatek i organelli komoérkowych, odgrywa-
jacym wazng rol¢ w utrzymaniu homeostazy w komorce. W degradacji tych struktur gtdwna role
odgrywa lizosom. Wyrézniamy cztery podstawowe typy autofagii: makroautofagi¢, autofagi¢
zalezng od biatek opiekunczych, mikroautofagic oraz autofagi¢ specyficzng (mitofagie-
degradacja uszkodzonych mitochondriow).

W procesie makroautofagii formowana jest struktura zwana autofagosomem, ktory nastgpnie
ulega fuzji z lizosomem, tworzac autofagolizosom. Proces kontrolujg produkty genéw z rodziny
ATG. W przypadku autofagii zaleznej od biatek opiekunczych (chaperonow), biatka te wych-
wytuja nieprawidlowo pofatdowane biatka i przenosza je do lizosoméw. Mikroautofagia jest
najmniej, jak dotad poznanym procesem. Mitofagia ma na celu usuwanie uszkodzonych
mitochondriéw. Odgrywa istotna role w patogenezie choroby Parkinsona.

Stowa kluczowe: autofagia, nowotwor, biatka opiekuncze, lizosom, mitochondria

Molecular basis of autophagy

Abstract

This paper aims to summarize the main molecular mechanisms of autophagy, as well as the
importance of this process in pathogenesis of many diseases. Autophagy is an intracellular
process of damaged proteins and organelle degradation. The lysosome plays a major role in the
degradation of these structures. Known are four main types of autophagy: macroautophagy,
chaperone-mediated autophagy (CMA), microphagy and selective autophagy (mitophagy-
degradation of damaged mitochondria).

In the case of the macroautophagy is formed structure called autophagosome which is then fused
with lysosomes to form autophagolysosome. The process is controlled by the genes ATG. In the
case of chaperone-mediated autophagy, chaperones bind to substrate proteins and transfer them to
the lysosomes. Microphagy is the least so far - known process. Mitophagy aims is to remove the
damaged mitochondria. It plays an important role in the pathogenesis of Parkinson's disease.
Keywords: autophagy, cancer, chaperon, lysosome, mitochondria
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Geny warunkujace produkcje¢ mykotoksyn
u grzybow strzepkowych
obecnych w magazynach zbozowych

1. Wstep

Plody rolne, a w szczegdlnoSci zboza, stanowig podstawowe zrodto
zywnos$ci dla cztowieka. Szacuje sig¢, iz uprawy zbdz zaspokajaja ponad
50% zapotrzebowania ludzkosci na weglowodany [1]. Ziarna zboz
wykorzystywane sa rowniez do skarmiania zwierzat hodowlanych zar6wno
W postaci pierwotnej, jak i przetworzonej na pasze [1, 2].

Przechowalnictwo ptodoéw rolnych jest istotnym etapem na drodze
produkcji rolno-spozywczej. Bledy popetnione podczas tego procesu moga
mie¢ nieodwracalny skutek. Zle dobrane parametry przechowywania
zwigkszaja ryzyko rozwoju mikrobioty magazynowej. Skutkiem tego moze
by¢ ubytek masy skltadowanego ziarna oraz spadek jego jakoSci, co
w konsekwencji powoduje straty ekonomiczne [3-5]. Zgodnie z zalece-
niami i normami wilgotno$¢ magazynowanego ziarna nie powinna przekraczaé¢
14,5%, a temperatura ziarna po schtodzeniu powinna by¢ nizsza niz 20°C [6].
Okazuje si¢ jednak, Zze powyzsze parametry sa trudne do uzyskania
w przypadku magazyndéw ptaskich. Poza tym grzyby strzgpkowe, potrafig
rozwija¢ si¢ w zalecanych warunkach $rodowiskowych. Dlatego oprocz strat
ekonomicznych ponoszonych podczas magazynowania szczegolnie istotne
zagrozenia stanowia mikroorganizmy przechowalniane, ktére moga
wydziela¢ szkodliwe dla zdrowia czlowieka 1 zwierzat metabolity.
Przyktadem takich substancji sa mykotoksyny [7, 8]. Zwiazki te moga
oddziatywa¢ na organizm czlowieka w wieloraki sposob. Niektore oprocz
dziatania toksycznego wykazuja wlasciwosci kancerogenne, mutagenne,
teratogenne oraz estrogenne [9, 10]. Substancje te nie ulegajg degradacji, co
powoduje iz z zanieczyszczonych nimi plodéw rolnych otrzymane sa
produkty zawierajace mykotoksyny [11]. W zwiazku z tym monitorowanie

! mag18-89@02.pl, Samodzielna Katedra Biotechnologii i Biologii Molekularnej, Wydziat
przyrodniczo-Techniczny, Uniwersytet Opolski, www.uni.opole.pl

? teresak@uni.opole.pl, Samodzielna Katedra Biotechnologii i Biologii Molekularnej, Wydziat
przyrodniczo-Techniczny, Uniwersytet Opolski, www.uni.opole.pl

3 Stypendysta w programie: Stypendium Prezydenta Miasta Opola 2015/2016
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zawarto$ci mykotoksyn oraz obecnosci grzybow strzgpkowych potencjalnie
zdolnych do ich biosyntezy wydaje si¢ by¢ niezbednym elementem,
zmniejszajacym ryzyko niekorzystnego oddzialywania na cztowieka [12].

Analize potencjalnej toksynotwdrczosci danego gatunku wyizolowanego ze
srodowiska mozna przeprowadzi¢ z wykorzystaniem technik moleku-
larnych. Mykotoksyny kodowane sg przez zespoty gendéw warunkujacych
ich produkcje 1 wydzielanie. Dzigki poznaniu roli poszczegdlnych genow
bioracych udziat w biosyntezie mykotoksyn mozna odtworzy¢ ich szlaki
metaboliczne. Pozwala to na ustalenie zalezno$ci migdzy poszczegdlnymi
intermediatami oraz okreslenie istotnych genow, ktorych uszkodzenie lub
brak uniemozliwia biosyntez¢ mykotoksyn. Obecnie analiza molekularna
jest jedna z najczeSciej wykorzystywanych metod do stwierdzenia
potencjalnej toksynotworczosci danego szczepu [13-15].

2. Cel pracy

Celem pracy jest przedstawienie dotychczasowej wiedzy na temat
genow warunkujacych produkcje i wydzielanie mykotoksyn u grzybow
magazynowych, a takze przedstawienie sposobow identyfikacji grzybow
potencjalnie toksynotworczych.

3. Grzyby strzepkowe izolowane z magazynéw zbozowych

Przeprowadzone analizy $rodowiskowe pozwalaja stwierdzi¢ iz grzyby
strzgpkowe wystepujace w magazynach zbozowych w wiekszosci naleza
do rodzajow Aspergillus oraz Penicillium. W mniejszej ilosci izolowane sa
szczepy z rodzajow Cladosporium, Fusarium oraz Alternaria. Pozostate
grzyby strzepkowe stanowig niewielki odsetek izolatow. Zalezno$¢ ta jest
dosy¢ ciekawa poniewaz moglo by si¢ wydawac iz skoro najwickszy
procent zanieczyszczen mykologicznych podczas uprawy i zbioréw ptodow
rolnych oprocz rodzajow Aspeirillus oraz Penicillium stanowia grzyby
z rodzaju Fusariam, to wraz z ziarnem powinny one trafi¢ do magazynow
zbozowych [16].

Podobne obserwacje dotyczace dominacji grzybow strzepkowych
z rodzajow Aspergillus i Penicillium, podczas przechowywania produktow
rolnych odnotowano réwniez w przypadku roslin okopowych, jabtek i innych
owocow. Poczynione obserwacje wskazuja, iz przedstawiciel tych dwodch
rodzajow grzybow strzgpkowych wykazujg wysokie cechy przystosowawcze
do specyficznych warunkéw magazynowania, niezaleznie od przechowy-
wanego surowca [17, 18].
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4. Zagrozenia mykologiczne podczas magazynowania

Niekorzystne oddzialtywania zwigzane z rozwojem grzybow strzep-
kowych podczas procesu magazynowania nalezy podzieli¢ na dwa typy
zagrozen. Pierwszy mozna okre§lic mianem negatywnego wplywu na
sktadowany surowiec, co objawia si¢ spadkiem jako$ci magazynowanego
ziarna, ostabieniem zdolnos$ci kietkowania materialu siewnego, ubytkiem
masy, porazeniem ziarniakOw oraz zmiang parametrow organoleptycznych
i chemicznych [19]. Drugim typem zagrozen jest negatywny wplyw na
zdrowie ludzi i zwierzat, zar6wno na etapie magazynowania jak i podczas
przerobu zanieczyszczonego surowca oraz konsumpcji produktow jego
pochodzenia [9].

Zagrozenia mykologiczne wykryte w produkcie spozywczym, ktore
powstaly na etapie magazynowania, przewaznie zwigzane sg z metabo-
litami wtornymi w tym mykotoksynami wydzielanymi przez grzyby
strzepkowe rozwijajace si¢ na masie zanieczyszczonego ziarna. Zagrozenie
dla zdrowia przecigtnego czlowieka stanowi glownie mozliwos¢ spozycia
mykotoksyn wraz z zywnoscia [7]. Czego przyktadem jest choroba zwana
,Toksyczng Aleukiag Zywnos$ciowa” — ATA. Jest to forma zatrucia
pokarmowego spowodowanego spozyciem zbdz zanieczyszczonych
trichotencenami. ATA charakteryzuje si¢ nastgpujacymi objawami:
nudno$ci, wymioty, biegunka, leukopenia, krwotoki, zapalenia skory.
W cigzkich przypadkach moze prowadzi¢ do $mierci. W historii najwigksza
ilos¢ zgondéw spowodowana przez ATA odnotowano podczas II Wojny
Swiatowej na terenie obecnego Kazachstanu [20].

Przechowywanie plodow rolnych stwarza rowniez bezposrednie
zagrozenie dla zdrowia i zycia pracownikow magazynow zbozowych.
Oprocz negatywnego wpltyw wydzielanych przez grzyby strzgpkowe
wtérnych metabolitdw, pracownicy sg réwniez narazeni na niekorzystne
oddziatywanie pylu organicznego, ktore prowadzi¢ moze do ,,Alergicznego
Zapalenia Pecherzykow Plucnych” — AZPP oraz ,,Zespolu Toksycznego
Wywotanego Pylem Organicznym” — ODST. Najwicksze stgzenie pytu
organicznego, ktore stwarza wysokie zagrozenie dla zdrowia pracownikow
odnotowywane jest w momencie otwierania wtazow silosow zbozowych.
Dlatego w celu profilaktyki pracownicy magazynow zbozowych powinni
podczas tej czynno$ci uzywaé maseczki ochronne [21-23].

AZPP jest chorobg zawodowa w przypadku przemyshu zbozowego
okreslang potocznie ptucem farmera. Zapalenie pgcherzykéw plucnych
spowodowane jest wdychaniem duzej ilo$ci antygendw grzybow z rodzaju
Aspergillus zawartych w pyle pochodzenia organicznego. Objawy kontaktu
z alergenami sa rozne, moga wystepowac goraczka, dreszcze, dusznosci
i kaszel. Niezdiagnozowane AZPP moze prowadzi do zwtdknienia pthuc,
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aw skrajnych wypadkach do $mierci [21-23]. Zesp6ét ODST niegdy$
okreslane mianem mykotoksykozy, wywolywany jest przez fragmenty
plechy grzyboéw strzepkowych, ich zarodniki oraz mykotoksyny. Objawami
ODST podobnie jak w przypadku AZPP sa: goraczka, dreszcze, dusznosci
i kaszel. jak w przypadku alergicznego zapalenia pecherzykow plucnych
nie leczony ODST moze prowadzi¢ do $mierci [22].

5. Mykotoksyny

Wytwarzane przez grzyby strzgpkowe wtorne metabolity zwane
mykotoksyny stanowig istotne ryzyko dla zdrowia cztowieka i zwierzat
hodowlanych [7]. Dotychczas zidentyfikowano okoto 400 réznego rodzaju
mykotoksyn, wsrod ktorych najlepiej poznanymi s3: aflatoksyny, ochra-
toksyny, trichoteceny oraz patulina [24, 25]. Zwiazki te oprocz dziatania
toksycznego wykazujg rowniez wlasciwosci kancerogenne, mutagenne,
teratogenne i estrogenne [26]. Szczegodlne istotne zagrozenie stanowig tzw.
zamaskowane mykotoksyny oraz pochodne mykotoksyn. Przewaznie ich
obecnos$¢ w produkcie jest nie mozliwa do wykrycia przy wykorzystaniu
konwencjonalnych metod do oznaczania mykotoksyn [27]. Zamaskowane
mykotoksyny powstaja w wyniku reakcji obronnych ro$lin na metabolity
wydzielane przez fitopatogenne grzyby strzgpkowe. Rosliny przeksztatcaja
mykotoksyny w form¢ nieaktywna poprzez wbudowanie w nie rdéznego
rodzajow zwigzkow np.: cukréw, aminokwasow czy siarczanoéw [28]. Taka
forma toksyny po spozyciu, dla cztowieka i zwierzat jest rownie toksyczna
co niemodyfikowana toksyna [29].

5.1. Aflatoksyny

Obecno$¢ aflatoksyn najczesciej jest wynikiem ztego przechowywania
ptodow rolnych, a gtéwnymi ich producentami sg szczepy Aspergillus flavus
oraz Aspergillus parasiticus [15]. Spozywanie produktow zawierajgcych
aflatoksyny moze powodowaé uszkodzenia watroby i1 stymulowaé procesy
nowotworowe w tym organie. Oddziatywania kancerogenne w przypadku tej
mykotoksyny moga by¢ ogoélnoustrojowe. Aflatoksyny posiadaja rowniez
wlasciwosci mutagenne i teratogenne, ktore odnotowano zarowno
w przypadku zwierzat hodowlanych, jak i ludzi [12].

Wyrézniamy cztery gtowne aflatoksyny B1, B2, G1, G2 nieznacznie
réznigce si¢ miedzy soba budowa chemiczng. Oznaczono rowniez dwa
metabolity M1 oraz M2, powstale w wyniku przeksztatlcen gltéwnych
aflatoksyn w organizmach zwierzat. Co powoduje iz metabolity M1 i M2
sg glownymi aflatoksynami zanieczyszczajacymi produkty Zywnosciowe
pochodzenia zwierzgcego [12].
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Aflatoksyny kodowane sg przez zespot 30 genow (Rys. 1.). W tym
cztery bedace transkryptem enzymow degradujacych cukry podczas
biosyntezy tej mykotoksyny [30]. Szczegoélnie istotnym jest gen regulujacy
szlak metaboliczny aflR. W przypadku, gdy dany szczep jest pozbawiony
genu aflR lub w genomie wystepuje on w postaci uszkodzonej, dany izolat
nie jest zdolny do syntezowanie aflatoksyny [15, 31, 32]. Poczatkowy
substrat szlaku biosyntezy aflatoksyny musi zawiera¢ w swojej budowie
grupe octanowg. Pierwszym stabilnym prekursor aflatoksyny jest kwas
norsolonikowy (NOR) [31].
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Rysunek 1 Mapa genow kodujacych aflatoksyny w szlaku jej biosyntezy przez szczep
Aspergillus flavus. Strzatki wskazujg kierunek transkrypcji genow [32]

5.2. Ochratoksyny

Magazynowanie zboza w nieodpowiednich warunkach wilgotnosci
I temperatury zwigksza mozliwo$¢ rozwoju grzybow strzepkowych z rodzaju
Penicillium i Aspergillus zdolnych do wytwarza¢ ochratoksyn. Wyr6z-
niamy trzy ochratoksyny mianowicie A, B oraz C. Najbardziej szkodliwa
jest ochratoksyna A. Mykotoksyne ta najczesciej wydzielaja szczepy
z gatunkow Aspergillus ochraceus oraz Penicillium verrucosum [25, 33].
Ochratoksyna wykazuje dziatanie mutagenne wobec komorek ssaczych,
indukuje endogenne wytwarzanie wolnych rodnikow tlenowych oraz wykazuje
wlasciwosci hepatotoksyczne i nefrotoksyczne. Niektorzy naukowcy wskazuja
iz ochratoksyna A moze wpltywac¢ na rozwoj chordb neurodegeneracyjnych
takich jak choroby Parkinsona oraz choroby Alzheimera [34].

Ochratoksyna A kodowana jest przez klaster 6 genow podzielony na
dwa kompleksy genetyczne (Rys.2.). Ekspresja genow otapksPN,
otanpsPN, otachlPN oraz otatraPN przebiega kaskadowo tzn. w momencie
gdy ekspresja jednego ulega wyciszeniu nastgpuje stymulacjia ekspresji
nastgpnego [33, 35]. Sekwencje kodujaca gendéw odpowiedzialnych za
biosynteze¢ ochratoksyny A znaczaco r6znia si¢ migdzy rodzajami
Aspergillus i Penicillium, natomiast sam mechanizm szlaku metabolicznego
mykotoksyny jest podobny [36]. Poczatkowym substratem szlaku
biosyntezy ochratoksyny A jest kompleks acetylo-CoA z malonianem [35].
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otatraPN otachIPN niraPN

Rysunek 2 Mapa genow kodujacych ochratoksyng A w szlaku jej biosyntezy przez szczep
Penicillium verrucosum. Strzatki wskazuja kierunek transkrypcji gendw [33]

5.3. Patulina

Patulina podobnie jak ochratoksyny oraz aflatoksyny syntetyzowana jest
glownie przez szczepy grzyboéw strzepkowych z rodzajow: Aspergillus
i Penicillium [37]. Powoduje reakcje immunologiczne, zaburzenia neuro-
logiczne, choroby oraz uszkodzenia przewodu pokarmowego. Jej wnikniecie
do organizmu w skrajnych wypadkach moze prowadzi¢ do $mierci [38].

Patulina najczesciej wykrywana jest w jabtkach i produktach przetwor-
stwa sadowniczego. W mniejszym stopniu stanowi zagrozenie dla magazy-
nowanych zbdz. Najczesciej obecnos¢ tej mykotoksyny powigzana jest
Z brunatng zgnilizng. W zawigzku z potencjalnie szkodliwym dziatanie na
organizm ludzki, w Europie ustalono maksymalny poziom jej zawartosci
w produktach spozywczych, ktory wynosi 50 mg-kg™ [39].

Patulina kodowana jest przez zespdt 15 gendow, z czego 11 jest
bezposrednio zaangazowane w reakcjach enzymatycznych prowadzacych
do produkcji patuliny. Pozostale 4 geny koduja biatka regulatorowe i trans-
portowe (Rys.3.) [40]. Obecnie poznali§my funkcje zaledwie pigciu z nich,
a mianowicie: atK, patG, patH, patl, oraz patN. Jak do tej pory tylko
w przypadku gatunkow Aspergillus clavatus oraz Penicillium expansum
udato si¢ zsekwencjonowac caty klaster genow kodujacy patuling [41].
Poczatkowym substratem szlaku metabolicznego patuliny jest kompleks
acetylo-CoA z 3 manylo-CoA [42].

patH
patG
patF
patE
patD
patC
patB
patA
pativl
patN
patO
pati
pati
pat)
patk

Rysunek 3 Mapa genow kodujacych pauling w szlaku jej biosyntezy przez szczep Aspergillus
clavatus. Strzatki wskazuja kierunek transkrypcji gendw [41]

5.4. Trichoteceny

Trichoteceny to grupa ponad 60 roznego rodzaju mykotoksyn
posiadajacych podobne wlasciwosci chemiczne. Moga by¢ biosyntezowane
przez grzyby strzepkowe nalezace do rodzajow Fusarium, Cephalo-
sporium, Myrothecium, Trichoderma i Stachybotrys. Zwiazki te podzielono
na cztery grupy: A, B, C oraz D [43]. Najwickszy wptyw na czlowicka
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i zwierzeta hodowlane wykazujg tricheteceny nalezace do grupy B.
W szczegolnosci niwalenol, deoksyniwalenol oraz jego pochodne, zwigzki
te stanowig najczgstsze zanieczyszczenia Zywnosci oraz pasz [44].

Trichoteceny typu B, w przypadku komorek ssaczych, wykazuja
dzialanie hamujgce synteze bialek. Moga réwniez powodowa¢ zaburzenia
uktadu rozrodczego, pokarmowego oraz immunologicznego [44, 45].
W przypadku trichotecen typu A najczesciej wystepujacymi zwigzkami sg
T-2 toksyna i diacetoksyscirpenol. Mykotoksyny te moga powodowaé
dziatanie cytotoksyczne oraz immunosupresyjne [46].

Wszystkie cztery typy trichotecenéw moga by¢ kodowane przez zespot
16 gendw, z czego 12 tworzy tak zwany region Tri (Rys.4.). Pozostate to
geny regulatorowe wplywajagce na synteze trichotecen. Szczegolnie
istotnymi genami kompleksu Tri sg Tri3, Tri5, Tri7, oraz Tril3 [14, 47].
Gen Tri3 odpowiada za powstawanie pochodnych deoksyniwalenolu,
powodujac jego acetylacje [48]. Tri5 to pierwszy gen bioracy udzial w
biosyntezie trichotecen, odpowiada za syntezg pierwszego stabilnego
zwigzku szlaku metabolicznego [46]. Gen Tri7 odpowiada za acetylacje
niwalenolu. Tri7 oraz Tril3 warunkuja powstanie danego typu trichocenow
[48-50]. Uszkodzenie lub brak jednego z genow Tri3, Tri5, Tri7 unie-
mozliwia biosyntez¢ mykotoksyn [46, 51]. Aktywny gen Tril3 powoduje
konwersje¢ deoksyniwalenonu do niwalenolu [52]. W przypadku uszkodzenia
lub braku genu Tril3 syntetyzowany jest deoksyniwalenon [50]. Poczatkowy
substrat szlaku metabolicznego mykotoksyn z grypy trichotecen jest zwigzek
zwany trichodienem [47].

orfA orfB trild tril2 trill trild tri3 trid trié orfC orfD
A <= < <<
trild tri12 trill trilo tri3 trid trié
) = < <{—
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Rysunek 4. Mapa genéw kodujacych trichoteceny typow A, B C i D w szlaku ich biosyntezy
przez szczep (A) Trichoderma arundinaceum, (B) T. brevicompactum, (C) Fusarium
sporotrichioides, oraz (D) F. graminearum. Strzatki wskazuja kierunek transkrypcji genow [47]

6. Metody molekularne oznaczania mykotoksyn

Wszystkie z stosowanych metod do analizy molekularnej, potencjalnie
mykotoksynotworczych szczepow grzyboéw strzepkowych oparte sa na
procedurze reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) DNA. Technika ta
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zostata wynaleziona w 1985 roku przez Kary'ego Mullisa z kalifornijskiej
firmy Cetus. Mullis, ktory za wynalezienie techniki PCR w roku 1993
otrzymat Nagrode Nobla. Obecnie najczesciej do oznaczania mozliwosci
biosyntezy mykotoksyn przez izolaty srodowiskowe wykorzystywane sa
trzy nastepujace techniki: SCAR, RT-PCR oraz real-time PCR. W przy-
padku oznaczania szczepow grzybow potencjalnie zdolnych do produkcji
mykotoksyn poszukuje si¢ w genomie danego izolatu klastrow gendéw
odpowiedzialnych za ich biosynteze [14, 54].

6.1. SCAR

System markerowy SCAR - polimorfizm sekwencyjne charakteryzo-
wanych regionéw DNA pozwala na wiarygodna identyfikacje genotypow.
Startery wykorzystywane do analizy najczg¢éciej uzyskiwane sa z badan
przeprowadzonych metoda RAPD [55].

System RAPD czyli losowo amplifikowanego polimorficznego DNA
bazuje na reakcji PCR z zastosowaniem startera o przypadkowej sekwencji
i dtugosci 9-11 pz. Produkty amplifikacji DNA systemem RAPD rozdziela
si¢ na zelu agarozowym, a ich detekcja odbywa si¢ z uzyciem bromku
etydyny [56, 57]. Zaletg przeprowadzenia wstepnej analizy tag metoda jest
szybkos$¢ jej wykonania oraz wigksza wydajnos¢ w poréwnaniu do metody
RFLP. System RAPD nie pozwala na doktadne okreslenie sktadu produktu
amplifikacji, czgsto okazuje sie, iz w rzeczywistosci dany fragment genomu
moze sklada¢ si¢ z wspdlnie migrujacych w zZelu poliakrylamidowym
fragmentéw DNA. Dlatego analiz¢ najczegsciej kontynuuje si¢ poprzez
zastosowanie systemu markerowego SCAR.

Przeksztatcenie markera RAPD w marker SCAR jest dosy¢ ztozona
procedura, ktora sktada sie z pigciu etapow: wyciecie prazka RAPD z zelu
poliakrylamidowego, izolacji DNA, klonowaniu fragmentu DNA, ustalenie
sekwencji oraz zaprojektowanie specyficznych starteréw o dtugosci 17-24
pz, dajacych tylko jeden produkt amplifikacji o dlugosci rownej
wyj$ciowemu fragmentowi [14, 55].

Zastosowanie systemu markerowego SCAR w przypadku oznaczania
grzybow strzepkowych potencjalnie toksynotowrczych pozwala na wy-
krycie okreslonych genéw odpowiedzialnych za biosynteze danej myko-
toksyny [58, 59].

6.2. Real-time PCR

Reakcja real-time PCR stosowana jest do pomiaru ilo$ciowego kopi
genu i poziomu ekspresji RNA. Technika ta jest duzo bardziej doktadna od
konwencjonalnej techniki PCR. Liczba kopi czasteczek DNA w metodzie
real-time PCR jest monitorowana w kazdym cyklu reakcji amplifikacji.
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W technice tej wynik analizy obrazuje si¢ przy uzyciu fluorescencji.
Metode real-time PCR mozna podzieli¢ ze wzgledu na sposob
monitorowania na wykorzystujace — fluorescencyjny interkalujacy barwnik
np.: SYBR Green lub sekwencje¢ specyficznej sondy nukleotydowej np.:
HybProbes, Molecular Beacons i TagMan [60-62].

6.2.1. SYBR Green

SYBR Green jest fluorochromem czyli barwnikiem emitujagcym $wiatlo
tylko w przypadku zwigzania do dwuniciowego DNA. Produktem reakcji
PCR jest dominujaca czasteczka dsSDNA obecna w mieszaninie reakcyjnej
— sygnat z matrycowego DNA zostaje odjety jako tlo. Technika ta nie
wymaga zastosowania skomplikowanej sondy, co znacznie obniza koszty,
lecz jest bardziej podatna na bledy [61, 63].

6.2.2. HybProbes

Technika ta oparta jest na dwoch krétkich sondach komplementarnych
do amplifikowanej sekwencji. Jedna =z sond =zawiera czasteczke
fluorochromu zwigzang z jej koncem 3°, a druga inng czasteczke
fluorochromu zwigzang z jej koficem 5°. W cyklu reakcji PCR, na etapie
hybrydyzacji znakowane sondy hybrydyzuja do sekwencji komple-
mentarnej. W obecnosci $wiatla o odpowiedniej dlugosci fali fluorochrom
3’ zostaje wzbudzony i jego energi¢ przechwytuje fluorochrom 5°, ktory
emituje $wiatto o dlugosci fali odpowiadajacej jego parametrom.
Pomiarowi poddaje si¢ natezenie §wiatta emitowanego przez fluorochrom
5. Sytuacja taka zachodzi tylko gdy oba fluorochromy znajdujg si¢ bardzo
blisko siebie na dupleksie DNA. Na etapie elongacji obie sondy sg usuwane
[60, 64]

6.2.3. Molecular Beacons

Z koncami pojedynczej sondy, ktéra posiada sekwencje do siebie
komplementarne i tworzy strukture spinki do wlosow zwigzane sg dwie
czasteczki. Jedna z nich jest fluorochromem, a druga wygaszaczem.
W obecno$ci $wiatta o odpowiedniej dlugosci fali fluorochrom na jednym
koncu zostaje wzbudzony lecz nie emituje S$wiatla, gdyz wygaszacz
przechwytuje jego energie. Na etapie hybrydyzacji sonda hybrydyzuje do
sekwencji komplementarnej i fluorochrom zostaje oddalony od wygaszacza
oraz emituje S$wiatlo, ktdrego nat¢zenie jest monitorowane. Na etapie
elongacji sonda jest usuwana z kompleksu i fluorescencja zanika [62].
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6.2.4. TagMan

Pojedyncza sonda posiada na obu koncach czasteczki fluorochromow.
Wielko$¢ sondy umozliwia przekazywanie energii z jednego fluorochromu
na drugi. Sonda taka jest degradowana przez polimerazg Taq posiadajaca
aktywnos$¢ 5’-eksonukleazowg na etapie elongacji. Rozdzial obu czasteczek
umozliwia emisje $wiatta fluorescencyjnego przez fluorochrom wzbudzany
swiattem o danej dlugosci fali. Sonda TagMan jest obecnie najczgsciej
stosowana w technice real-time PCR [61, 65].

6.3. RT-PCR

Reverse-transcription PCR technika oparta na wykorzystaniu odwrotnej
transkryptazy pozwalajacej na przemiang RNA w dsDNA. Metoda pozwala
okresli¢ aktywnosci oraz funkcji poszczegdlnych gendéw [66]. Analiza jest
mozliwa poprzez detekcje mRNA danego transkrytpu genu. Stosowane jest
rébwniez potaczenie metod real-time PCR z RT-PCR. Real-time quanti-
tative RT-PCR pozwala w czasie rzeczywistym okresli¢ aktywnos¢ i funkcje
poszczegbdlnych gendéw. Sposob monitorowana real-time quantitative RT-
PCR jest identyczny jak w przypadku zwyklego real-time PCR, jednak
najczesciej stosowane sa: sonda TagMan oraz SYBR Green [67].

Technika oparta na zastosowaniu enzymu odwrotnej transkryptazy
pozwala lepiej zrozumie¢ szlak biosyntezy danych mykotoksyn oraz
wyznaczy¢ geny newralgiczne — W momencie ich uszkodzenia lub braku
synteza metabolitu jest niemozliwa. Metoda RT-PCR jest czesto
wykorzystywana w celu okreslenie zdolnosci mykotoksycznych wybranych
szczepow grzybow strzepkowych [14, 66].

Zastosowanie metod molekularnych w przypadku grzybow strzep-
kowych ma wiele zalet w tym wysoka wrazliwo§¢ wykonywanych analiz.
Pozwala na szybka oceng mozliwosci biosyntezy poszczegdlnych
metabolitéw. Zmniejsza pracochlonnos$¢ analiz w poréwnaniu do innych
metod. Umozliwia poznanie funkcji poszczegdlnych gendéw oraz pozwala
na odtwarzania szlakow biosyntezy mykotoksyn. Podobnie jak wszystko
metody molekularne posiadaja rowniez wady. Najwieksza z nich bez
watpienia jest koszt ich wykonania, czy brak sekwencji czesci znanych oraz
jeszcze nie poznanych mykotoksyn i gatunkow grzyboéw strzgpkowych
powoduje spadek efektywnosci wykrywania potencjalnie szkodliwych
metabolitow [68, 69]. Wykonujac analize molekularng czgsto wykorzystuje
si¢ informacje zawarte w genetycznych bazach danych, niestety istnigj
mozliwo$¢ iz kto§ popenil btad przy oznaczaniu danego gatunku.
Problemy z wlasciwym przyporzadkowaniem zwigzane sg przewaznie
z oznaczanie danego gatunku na podstawie fragmentu sekwencji gene-
tycznej, a nie pelmego genomu. Jednak wykorzystanie metod moleku-
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larnych, mimo tych wada, wydaje si¢ by¢ jedna z obecnie najlepszych
mozliwosci identyfikacji i oznaczania organizméw. [69]

7. Podsumowanie

Magazynowanie zbdz jest istotnym etapem produkcji w wielu branzach
przemyshu spozywcego. W zwiazku z tym zagrozenia wystepujace podczas
przechowywania moga posrednio lub bezposrednio wptywaé na jakos¢
produktow koncowych.

Jednym z najistotniejszych zagrozen towarzyszacych procesowi
sktadowania zb6z sa grzyby strzgpkowe. Ich rozwdj na powierzchni
magazynowanego ziarna powoduje stary ekonomiczne zwigzane ze
zmniejszeniem masy sktadowanego surowca. Poza tym moga one wytwarzac
szkodliwe dla zdrowia i zycia wtorne metabolity, w tym mykotoksyny, ktore
nie ulegaja degradacji podczas procesow produkcyjnych. Substancje te
odktadajg si¢ w organizmach zaréwno roslinnych jak i zwierzgcych, co
powoduje iz konsumenci ostateczni sg najbardziej narazeni na ich toksyczne
dziatanie. Szczegoélne istotny problem stanowia tzw. zamaskowane myko-
toksyny, ktore moga wystepowa¢ w produktach roslinnych.

W celu zmniejszenia ilosci mykotoksyn w produktach spozywczych
nalezy ograniczy¢ mozliwos¢ rozwoju szczepow potencjalnie toksyno-
tworczych na poczatkowych etapach tancucha produkcyjnego.

Oznaczenie grzybow strzgpkowych potencjalnie zdolnych do wytwa-
rzania mykotoksyn najczes$ciej wykonuje si¢ poprzez zastosowanie metod
molekularnych. W takich analizach oznacza si¢ zar6wno poszczegodlne
geny jaki i kompleksy kodujace powstawanie mykotoksyn.

Techniki analizy molekularnej wykorzystane s rowniez do poznania
roli poszczegdlnych genéw w produkcji mykotoksyn oraz odtwarzania ich
szlakow metabolicznych. Okazuje si¢ iz w przypadku uszkodzenia
niektérych gendéw nalezacych do kompleksdéw toksynotworczych szczepy
grzybow strzgpkowych nie biosyntetyzujg mykotoksyn.
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Geny warunkujace produkcje mykotoksyn u grzybow strzepkowych
obecnych w magazynach zbozowych

Streszczenie

Mykotoksyny stanowig jeden z najwigkszych probleméw przemyshu rolno-spozywczego.
Zwiazki te oprocz dziatania toksycznego, wykazuja wiasciwosci kancerogenne, mutagenne,
teratogenne oraz estrogenne. Zidentyfikowano juz okoto 400 réznych mykotoksyn. Najczgsciej
produkowane sg przez grzyby strzgpkowe nalezace do rodzajow Aspergillus, Penicillium,
Fusarium. Najwigkszym, wyzwaniem przy wykrywaniu tych zwigzkéw stanowig tzw. zamas-
kowane mykotoksyny posiadajace wigzanie glikozydowe, ktdre powoduje, iz nie mozna wykry¢
ich obecnosci w paszach oraz produktach roslinnych.

Analiza molekularna jest jedng z najczesciej wykorzystywanych metod do stwierdzenia toksy-
notworczosci danego szczepu. Dzigki poznaniu roli poszczegdlnych genéw w produkeji
mykotoksyn mozna sprobowaé odtworzy¢ szlaki metaboliczne, w ktorych substancje te sa
wytwarzane. Produkcja aflatoksyny B1, jednej z najniebezpieczniejszych dla cztowieka myko-
toksyn, zachodzi w szlaku enzymatycznym liczacym okoto 23 reakcje biochemiczne. Czasteczki
biorace udziat w produkcji tej mykotoksyny kodowane sa przez ok. 25 genow.

Obecnie najczeéciej taki sposob oznaczenia potencjalnie groznych szczepéw prowadzi si¢ dla
grzybow z rodzaju Fusarium, u ktorych poszukuje si¢ np. genéw z grupy Tri kodujacych
trichoteceny.

Celem pracy jest przedstawienie dotychczasowej wiedzy na temat gendéw warunkujacych
produkcje i wydzielanie mykotoksyn u grzybow magazynowych, a takze przedstawienie
sposobow identyfikacji grzybow potencjalnie toksynotworczych.

Stowa kluczowe: grzyby strzgpkowe, metody molekularne, mykotoksyny

Genes responsible for the production of mycotoxins in molds that are
present in grain warehouses

Mycotoxins are one of the crucial issues in the agricultural -food industry. These compounds in
addition to toxicity, exhibit carcinogenic, mutagenic, teratogenic, and estrogenic activity.
Currently, there are approximately 400 different identified mycotoxins. Most mycotoxins are
produced by molds belonging to the genera: Aspergillus, Penicillium, Fusarium.

Molecular analysis is one of the methods most frequently used to determine toxin-producing
strains. By understanding the role of individual genes in the production of mycotoxins it should
be possible to identify metabolic pathways in which these substances are produced. As an
example: production of aflatoxin B1, one of the mycotoxins that are most dangerous to humans, is
formed as a result of 23 biochemical reactions. Molecules involved in the production of these
mycotoxins are encoded by 25 genes. Currently, molecular methods are also commonly used to
indicate potentially dangerous strains of molds of the genus Fusarium. They can be identified by
searching the genome of these molds for genes of the “Tri’ group, which are encoding the
trichothecenes.

The most pressing challenge for providing mycotoxin-free products, at this moment, is the
detection of masked mycotoxins. The characteristic trait of the group is the presence of a gly-
cosidic bond in its structure, which prevents the detection of those compounds in seeds and plant
products with normal assays used for mycotoxin detection.

The aim of this paper was to present current knowledge on the genes responsible for the
production and secretion of mycotoxins by storage molds and to show ways of identifying
potential toxin-producing molds.

Keywords: filamentous fungi, molecular methods, mycotoxins
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Charakterystyka i podzial materialéw szewnych

1. Wstep

Nici znajdujga obecnie zastosowanie w wigkszosci specjalistycznych
dziedzin medycyny. Szwy wykorzystywane sa do zblizania brzegéw ran
powstatych w wyniku zamierzonych dziatan chirurga lub tez na skutek
wypadku.

Historia materiatbw do =zespalania tkanek jest wigc nieodlacznie
zwigzana z historig chirurgii. Nici wykorzystywane sa nie tylko do
zespolen skory ale rowniez tkanek i narzadow wewnetrznych oraz naczyn
krwionosnych. Obecnie nici zaréwno resorbowalne jak i nie ulegajace
resorpcji w ustroju dostepne sg w postaci monofilamentow, multifi-
lamentéw oraz pseudomonofilamentéw. W niektorych przypadkach w celu
zmniejszenia wspoétczynnika tarcia i zwigkszenia tatwosci przenikania
przez tkanki nici poddaje si¢ procesowi powlekania. Nici resorbowalne
traca swoje wyjsciowe wilasciwosci mechaniczne az do momentu
catkowitego ich wchlonigcia, natomiast nieresorbowalne zachowuja
wlasciwos$ci mechaniczne przez caty okres implantacji az do ich usunigcia.
W procesach biodegradacji i wchlaniania resorbowalnych szwoéw najwaz-
niejsze parametry to utrata masy szwu oraz poczatkowej sity podtrzy-
mywania. Syntetyczne szwy wchlanialne ulegaja resorpcji na drodze
procesu hydrolizy. Dobér materiatow szewnych o niewtasciwych witasci-
wosciach mechanicznych moze przekreslic caty wysitek lekarza
a przedwczesne rozejscie si¢ brzegdw rany narazi¢ zdrowie, niekiedy nawet
zycie pacjenta. Ni¢ przez caty okres implantacji musi utrzymac¢ odpowiedni
poziom podtrzymywania tkankowego. W przypadku nici niewchtanianych
spadek wytrzymato§ci na rozcigganie moga doprowadzi¢ do zerwania
szwOw podczas narastania obrzeku wystgpujacego po zabiegu lub
dynamicznych ruchow pacjenta. Zbyt wczesna utrata wytrzymalosci
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zwigzana z procesami resorpcji materiatu wystepujaca przez zabliznieniem
rany doprowadzi do jej otwarcia. Zbyt niskie zdolnosci materiatu do
wydtuzenia mogg sprawi¢, ze zaaplikowana ni¢ begdzie zachowywata si¢
jak noz chirurgiczny i przecinala otaczajace tkanki. Wazna jest réwniez
poreczno$¢ obejmujaca, przenikania przez tkanki, ltatwo$¢ wigzania
i dociggania weztow oraz ich stabilnosc.

2. Charakterystyka nici chirurgicznych

Tkanki uszkodzone podczas zabiegu chirurgicznego goja si¢ tak samo
jak kazde inne. Pozostawienie rozleglej rany chirurgicznej samej sobie tak
jak czesto robione jest to w przypadku prostych skaleczen, bytoby jednak
niedopuszczalne. Znaczaco wydluzytoby czas gojenia, a w wigkszos$ci
przypadkow organizm moglby nie poradzi¢ sobie sam z tym procesem.
Najwazniejsze w zaopatrzeniu chirurgicznym jest hemostaza, aseptyka
i delikatne preparowanie tkanek. Podstawowym zadaniem nici chirurgicz-
nych jest zblizenie oraz utrzymanie blisko siebie brzegow rany powstate;j
w wyniku urazu lub cigcia chirurgicznego bez miazdzenia tkanek. Szwy
maja zapewni¢ wytrzymalo$¢ rany az do czasu uzyskania niezaleznego
zrostu. Zblizenie za pomoca nici ma tez zminimalizowac¢ wielko$¢ blizny
[11, 16]. Rozejscie brzegdéw rany pojawia si¢ w sytuacji, gdy szwy nie sa
W stanie utrzymywaé brzegdw rany w odpowiedniej bliskosci, zanim
w tkance blizny wytworzyla si¢ odpowiednia wytrzymatos¢. Nici wyko-
rzystywane sg takze do podwiagzywania naczyn krwionosnych oraz innych
tkanek migkkich. Bardzo waznym elementem w takich przypadkach jest
nie tylko wytrzymalo§¢ zastosowanej nici ale tez jej rozciagliwos¢.
Niewlasciwy dobor grubosci czy tez rodzaju nici moze skutkowac
zerwaniem lub rozwiagzaniem szwoéw podczas np. dynamicznego ruchu,
narastajgcego obrzgku czy tez napie¢ migsniowych. Sytuacje takie moga
prowadzi¢ do ponownego samoczynnego otwarcia rany. Moze to by¢
zwigzane z przedwczesnym spadkiem wytrzymatosci zalozonego szwu,
zbyt staba wytrzymatos$cig wyjsciowg szwow 1 weztow lub przecigciem
tkanki przez nici [16]. Jest to bardzo niebezpieczne dla zdrowia a niekiedy
nawet zycia pacjenta. Praktycznie kazdy taki przypadek znaczaco wydtuza
czas hospitalizacji, a to prowadzi do wzrostu kosztéw pobytu pacjenta
W placowce stuzby zdrowia. Oprocz rozciagliwosci oraz wytrzymatosci na
zrywanie wazne sg cechy wplywajace na tatwos$¢ uzytkowania szwu:
gictko$¢ i tamliwo$é, porgcznosé, atakze tatwos¢ wiagzania, zaciskania
wezlow, gladkos¢ lub szorstkosé, strzepienie koncéw po obcigciu oraz
wlasciwosci elektrostatyczne materialu wptywajace np. na to czy nié
przykleja si¢ do lateksowych rekawiczek. Wszystkie informacje na temat
szwu muszg znajdowac si¢ na opakowaniu. Przyktadowy schemat tabliczki
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informacyjnej wraz z objasnieniem pokazano na rys. 1. Odpowiedni dobor
materialu utatwi prace lekarza odpowiedzialnego za zamknigcie rany [11].
Numeracja nici chirurgicznych oparta jest na systemie systemie
klasyfikacji podanym po raz pierwszy w Farmakopei USA w 1937 roku
z uwzglednieniem podzniejszych modyfikacji [3]. Amerykanski system
zostal dostosowany do europejskich wymagan i ukazat si¢ w Farmakopei
Europejskiej (EP). Przyktad takiej numeracji znajduje si¢ w tab. 1.

Tab. 1 Poréwnanie rozmiaréw szwow chirurgicznych wg standardow USP i EP

Rozmiar USP Rozmiar EP Srednic[z:n rrr%i]nimalna Srednica[ rrnnlja;l;symalna
12-0 0,01 0,001 0,009
11-0 0,1 0,01 0,019
10-0 0,2 0,02 0,029
9-0 0,3 0,03 0,039

8-0 0,4 0,04 0,049
7-0 0,5 0,05 0,069
6-0 0,7 0,07 0,099
5-0 1 0,1 0,149
4-0 15 0,15 0,199
3-0 2 0,2 0,249
2-0 3 0,3 0,339
0 35 0,35 0,399
1 4 0,4 0,499
2 5 0,5 0,599
3i4d 6 0,6 0,699
5 7 0,7 0,799
6 8 0,8 0,899
7 9 0,9 0,999
8 10 1 1,099
9 11 11 1,199
10 12 1,2 1,299

Zrodto: Opracowanie wlasne na podstawie [16]
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Rys. 1 Opis podstawowych informacji znajdujacych si¢ na opakowaniu nici chirurgicznej

Pomimo ogromnej ilosci i réznorodnosci materiatéw do zaopatrywania ran
nie jest jeszcze dostepny szew idealny o nastepujacych wiasciwosciach [16]:

*  moze by¢ uzyty w kazdej operacji;

e jest wygodny w wigzaniu,

* daje pewny wezel;

* ma odpowiedng wytrzymato$¢ na zrywanie (liniowa i w wezle);

* latwo penetruje tkanki,

* powoduje minimalng reakcj¢ tkanek;

+ jest dobrze widoczny w polu operacyjnym;

* nie przyczynia si¢ do rozwoju zakazenia,

*  nie strzgpi si¢;

* nie kurczy si¢ i nie ulega nadmiernemu rozcigganiu,

*  jest niewloskowaty, niealergiczny, nierakotworczy i nieelektrolitowy;

» sterylizacja i przechowywanie nie zmieniajg jego wlasciwosci;

* ulega wchtonigciu po spelieniu swojego zadania,

*  jest niedrogi.

Przyjmuje si¢, ze nici chirurgiczne powinny mie¢ charakter uniwer-
salny. Oznacza to, ze musza by¢ wykonane z materiatow pozwalajacych na
zastosowanie ich w zabiegach chirurgicznych. Nici powinny posiadaé
wysoka wytrzymalo$¢ na rozcigganie, stale wymiary oraz strukture
utatwiajacg przenikanie przez tkanki oraz minimalizujacg ich uszkodzenia
podczas aplikacji. Nie powinny one przy tym wywotywaé reakcji
tkankowej. Powinny by¢ elastyczne, gtadkie w celu poprawienia jakosci ich
uzytkowania. Wazna cechg jest fatwo$¢ dociggania wezla, ktoéry nie
powinien powodowaé znacznego obnizenia wilasciwosci mechanicznych
nici. Wezet powinien by¢ mocny i trwaly. Nici winny by¢é odporne na
infekcje i warunki S$rodowiska, w ktorym =zostaly zaimplantowane,
wykazywaé optymalna absorpcje ptynéw ustrojowych oraz utrzymywac
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oryginalne wymiary i ksztalt w kontakcie z tkankami [3-5, 9, 14, 15].
Porownanie wybranych cech wybranych nici chirurgicznych zostato
przedstawione w tabeli 2.

Tab.2 Charakterystyka wybranych nici chirurgicznych [13]

Nici
poliolefinowe
» Nici Nici Prolene, Nici polibutestrowe Nici
Cechy nici | poliestrowe . Dermalene oraz
. Iniane . N teflonowe
Mersilene polietylenowe i
polipropyleno-
we Novafil Monolene
Porgcznosé dobra | dobra dobra bardzo dobra bardzo
chirurgiczna dobra dobra
Pewnosc dobra dobra dobra bardzo bardzo dobra staba
wezla dobra
Toksyez | prak | mata brak brak brak brak
nosc
Kapilarno$¢ mata duza brak brak brak brak
Odczyn . nasil . - - .
tkanek lekki ony lekki minimalny | minimalny lekki
Wytrzy-
maltosc bardzo bardz bardzo
. 0 bardzo dobra bardzo dobra -
mechaniczna dobra dobra
. dobra
w wezle

Zrodto: Opracowanie wlasne na podstawie [13]

Glebokie rany zamyka si¢ warstwowo, zakladajac na warstwy prze-
noszace najwicksze obcigzenia (powiez) i skore wlasciwa szwy wchia-
nialne. Przekrdj przez skore z widocznymi szwami utrzymujacymi brzegi
rany w zblizeniu zostal pokazany na rysunku 4.2. Skora wlasciwa zblizona
celem nadania wytrzymatosci, natomiast naskérek zblizony w celu
uszczelnienia rany i wyroOwnania powierzchni. Powierzchniowe rany
(naskorek) zespalane sg natomiast za pomocg szwow nieresorbowalnych
najczesciej w postaci monofilamentu. Powierzchniowe szwy usuwane sg
w zaleznoéci od stanu rany. Jesli skora zostata zespolona prawidlowo to
szwy naskorkowe moga zosta¢ usunigte juz po kilku dniach od aplikacji.
Jezeli natomiast skora zostata zespolona jednowarstwowo, odradza sie
usuniecie szwu przed 7-10 dniem od aplikacji. Szwy zalozone na tkanki
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podskdrne przyczyniaja sie jedynie do obumierania komoérek ttuszczowych
oraz wptywaja na rozwoj zakazenia [10].

Szwy zblizajace warstwowo
brzegi rany

Naskorek ——»

Skora wiasciwa >

Ttuszczowa tkanka
podskorna >

Rys. 2 Przekroj przez skore z widocznymi szwami zblizajacymi brzegi rany [17].
3. Podzial nici chirurgicznych

Podziat szwow chirurgicznych powinien uwzglgdnia¢ pochodzenie
materialu z jakiego zostalty wykonane, wchtanialno$¢ lub niewchtanialnose,
biodegradacj¢, budowe nici (pleciona, skrecona), struktur¢ nici mono-
filamentowa, multifilamentowa lub w postaci pseudomonofilamentu. Podziat
nici chirurgicznych zostat pokazany na rysunku 3.

Niol Chirurglene
|
| ! }
Manofilement Multifitament Pseudomonofilament
| Resorbowalne Nieresorbowalne
l H
l l I . . l
Naturalne Syntetycane Syntetycne Syntetyezme Natutalne Syntetyeme

Rys.3 Podziat nici chirurgicznych
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Nici chirurgiczne mozna sklasyfikowa¢ pod wzgledem pochodzenia
biomaterialu. Wyréznia si¢ nici [1, 5, 16]:

* roslinne (np. Iniane lub bawelniane);

» zwierzece (np. jedwabne, kolagenowe lub katgutowe);

» ztkanek ludzkich (np. autogenne lub homogenne);

+ ztworzyw metalicznych (np. stalowe lub srebrne);

» polimerowe (np. poliamidowe, polipropylenowe lub teflonowe).

Nici chirurgiczne moga by¢ sklasyfikowane pod wzgledem postaci na [5]:

» skrecane (np. Iniane lub bawehiane);

» splatane (np. jedwabne lub poliestrowe);

+ powlekane (np. poliamidowe);

» impregnowane (np. teflonowane).

Pod wzgledem struktury nici moga by¢ sklasyfikowane w 3 grupach
monofilamentow, multifilamentéw oraz grupie bedacej potaczeniem dwoch
poprzednich czyli pseudomonofilamentéw (nici plecione pokrywane
monofilamentowa powloka). Nici moga by¢ produkowane z przgdzy
wielowloknistej, ktorg skreca si¢ lub splata, a takze w postaci widkien
pojedynczych. Struktury nici chirurgicznych zostaly pokazane na rysunku
4. Nici w postaci plecionek, sa mniej sztywne w poréwnaniu do mono-
filamentow, posiadaja takze wyzsza wytrzymalos¢ na rozcigganie i tatwiej
wigza¢ na nich wezty. Posiadajg jednak wyzszy wspotczynnik tarcia co
wplywa na utrudnienie przenikania przez tkanki oraz wicksze uszkodzenia
ich podczas aplikacji, wykazujg takze wigkszg zdolnos¢ absorpcji cieczy
i ulegajg inwazji bakteryjnej co wptywa na czesto$é wystepowania infekeji
1 zakazen. Nie powinny by¢ stosowane tam gdzie przewidywany jest duzy
wysick z rany poniewaz mogg one wplywaé na rozprzestrzenianie si¢
zakazenia [3, 12].

M'”””””””I/”

T

Rys. 4 Struktury nici chirurgicznych: A — multifilament, B — nici skrecane, C — monofilament,
D — pseudomonofilament, E — tadma pleciona [18]

Nici w postaci monofilamentéw zdecydowanie tatwiej przemkajq przez
tkanki podczas szycia, jednak sg o wiele bardziej podatne na rozcigganie,
szczegollnie podczas procesu dociggania weztdw, a same wezty ze wzgledu
na nizszy wspolczynnik tarcia w poréwnaniu z plecionkami sg bardziej
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podatne na rozwigzanie. Sg rowniez bardziej wrazliwe na zmiazdzenie
i uszkodzenia mechaniczne [3, 6]. Wraz ze wzrostem $rednicy monofila-
mentu wzrasta tez sztywno$¢ i trudnos¢ wigzania a takze trudno$¢
utrzymania wezta.

W celu uzyskania nici o jak najlepszych wtasciwosciach mechanicznych
zastosowano polaczenie monofilamentu oraz multifilamentu. W efekcie
powstat pseudomonofilament. Ni¢ laczaca wihasciwosci dwoch wezesniej
wymienionych grup, jest atraumatyczna, tatwo przenika przez tkanki, jest
bardziej wytrzymata, mniej podatna na rozcigganie w poréwnaniu do
klasycznych monofilamentow dzigki wewngtrznej plecionej strukturze.
Gtadka jednolita powierzchnia i brak wlasciwosci absorbcji plyndow
ustrojowych ogranicza liczbe¢ drobnoustrojéw zmniejszajac tym samym
reakcj¢ tkankowg 1 ilos¢ powiktan po aplikacji.

Wymienione wyzej przyktady klasyfikacji nici chirurgicznych odgry-
waja znaczacg role w wyborze odpowiedniego materialu do konkretnego
zabiegu jednak z praktycznego punku widzenia to podzial szwoéw ze
wzgledu na trwato$¢ w §rodowisku tkanek obejmujacy szwy wchtanialne
i niewchtanialne jest najistotniejszy.

4. Szwy wchlaniane

Materialy resorbowalne to takie, ktore w okreslonym czasie od wpro-
wadzenia do organizmu tracg odpornos¢ na rozcigganie. Po aplikacji szwu
rozpoczyna si¢ proces jego rozpadu, za ktory odpowiadaja rézne reakcje
enzymatyczne. Potocznie uzywa si¢ pojecia rozpadu enzymatycznego dla
grupy szwow bialkowych na przyktad katgutu, natomiast szwy syntetyczne
ulegajg rozpadowi w reakcji hydrolizy. Katgut zatem jest traktowany przez
organizm jak kazde inne obcogatunkowe biatko. Proces rozkladu rozpo-
czyna sie juz w kilka dni po wszczepieniu, a konczy po 15-20 tygodniach.
Warto dodaé, ze proces hydrolizy takze odbywa sie przy pomocy enzymow
Z grupy estraz [16]. Resorbowalne szwy chirurgiczne mozemy podzieli¢
jeszcze ze wzgledu na czas, w ktorym ni¢ zachowuje zdolno$¢ podtrzy-
mywania tkankowego na te o krotkim, $rednim, dtugim lub ekstremalnie
dtugim okresie podtrzymywania (tab.3).

Tab. 3 podziat szwow ze wzgledu na okres podtrzymywania tkankowego

Okres wchtaniania 50&5&2?%1%%;@ Catkowita absorpcja
Krotki 5-7 dni 6-8 tygodni
Sredni 2-3 tygodnie 9-13 tygodni
Dtugi 4-5 tygodni 26-30 tygodni

Ekstremalnie dhugi 13 tygodni ok. 56 tygodni
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Przyktadem resorbowalnych nici o krotkim okresie resorpcji w ustroju
sa nici Safil Quick+ rozktadane na drodze hydrolizy. Wytrzymato$¢ na
rozcigganie po 5 dniach od aplikacji w ustroju wynosi okoto 50% wartos$ci
poczatkowej sity podtrzymywania. Catkowita resorpcja nastf;puje mlqdzy
42 a 56 dniem od implantacji. Do grupy nici 0 $rednim czasie resorpcii
nalezy Dexon. Jest to syntetyczna plecionka ktorej czas wchlaniania
wynosi od 60-90 dni. Warto$¢ sity podtrzymywania po 2 tygodniach
wynosi okolo 65% warto$ci poczatkowej natomiast po 3 tygodniach jest
tylko okoto 35%. Przyktadem nici ulegajacej hydrolizie o dtugim okresie
resorpcji jest ni¢ Maxon, rozpada si¢ ona do dwutlenku wegla, kwasu -
hydroksy-mastowego oraz kwasu glikolowego. W tym przypadku proces
ten rozpoczyna sie ok. 60 dnia po operacji natomiast catkowita resorpcja
nastepuje po okoto 180 dniach od aplikacji w ustroju. Przez pierwsze 28
dni szew nie zmienia swoich wilasnosci mechanicznych po6zniej nastgpuje
stopniowa utrata wytrzymatoSci az do catkowitego rozpadu. Do nici o
ekstremalnie dlugim okresie wchtaniania nalezy MonoMax. Jest to
monofilamentowy szew wykonany z kwasu poli-4-hydrksybutyratowego.
Jego zalecane zastosowane to zespolenia jamy brzusznej. Zapewnia on
bezpieczenstwo podczas krytycznej fazy gojenia si¢ jamy brzusznej,
utrzymujac az 50% poczatkowej sity podtrzymywania po 90 dniach.
Calkowita absorpcja masy szwu wynosi okoto 13 miesiecy [7, 8].

Wazne jest roznicowanie miedzy czasem, ktory jest potrzebny aby nié
ulegta wchtonigciu, a czasem po ktorym nic zaczyna traci¢ swoje
wlasciwosci mechaniczne. Najwazniejsza cechg przy doborze nici rozpusz-
czalnych jest wlasnie czas po ktorym nici tracg swoja wytrzymatos¢ [16].

4.1. Resorbowalne szwy pochodzenia organicznego

Katgut — material wchtanialny produkowany z warstwy podsluzowe;j
jelit zwierzecych, zazwyczaj z odcinka pierwszych 5-7 metréw liczac od
strony zotadka. Zbudowany jest od 95 do nawet 99% z czystego kolagenu.
Na jako$¢ pozyskanego materialu wplywaja takie czynniki jak wiek
i sposob hodowli zwierzecia, ale gtownie pasze i odpowiednie zawartosci
sktadnikow mineralnych. Resorpcja nastepuje na drodze rozpadu enzyma-
tycznego. Szybko$¢ wchianiania nici z katgutu zalezy od sity i stopnia
skrecenia, im mocniej skregcona tym wchlanianie jest wolniejsze. Jej
szybkos$¢ jest uzalezniona rowniez od grubo$ci aplikowanej nici oraz od
tego czy katgut byt chromowany. Duzg zaleta stosowania tego materiatu
jest mozliwo$¢ jego uzycia nawet w zainfekowanych ranach. Do wad
zaliczamy trudny do kontrolowania i zmienny czas wchtaniania, prawdo-
podobienstwo dziatania antygenowego oraz podtrzymywanie zakazenia
W ranie. Obecnie katgut nie jest juz stosowany. Przykltadem produktu
handlowego jest Softcat wytwarzany przez firme B. Braun [2, 16].

Nici kolagenowe — powstaty w wyniku ewolucji szwoéw wykonanych
z tradycyjnego katgutu posiadajacego wiele wad. Otrzymywane z kolagenu
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ZWIerzecego, rozpraszanego, a nastepnie wytlaczanego 1 formowanego we
wiokna. Proces resorpcji byl bardzo zblizony do procesu wchtaniania
katgutu [2, 16].

4.2. Resorbowalne szwy pochodzenia syntetycznego

Kwas poliglikolowy — jest to material o przetlomowym znaczeniu dla
grupy wchianialnych nici chirurgicznych ze wzgledu na to, ze z niego
wykonany zostal pierwszy syntetyczny szew. Ulega on wchlonieciu na
drodze hydrolizy catkowita absorbcja nastepuje miedzy 100 a 120 dniem
od implantacji. Traci okoto 33% warto$ci wyjsciowej w ciggu pierwszych 7
dni, a okoto 80 % w ciagu 14 dni od implantacji. Podczas resorpciji nici
wystepuje minimalny odczyn tkankowy. Czas wchloniecia w malym
stopniu zalezy od roéznego rodzaju czynnikoéw tkankowych dlatego jest
powszechnie stosowany zarOwno w ranach czystych jak tez zanieczysz-
czonych. W pordwnaniu do szwOw wykonanych z katgutu, szwy z kwasu
poliglikolowego posiadaja wicksza wytrzymalo§¢ na rozciaganie isa
latwiejsze w obstudze. Do wad zaliczamy zdecydowane ostabienie struktury
w wezle 1 staba stabilno$¢ w srodowisku zasadowym [2, 16].

Polidwuoksan — warto$¢ sily podtrzymywania tkankowego po 14
dniach od implantacji wynosi okoto 70%, po miesiacu jest to 50%
natomiast po 56 dniach okoto 15 % sity poczatkowej. Ulega rozpadowi na
drodze hydrolizy do dwutlenku wegla oraz wody. Czas catkowitego
wchloniecia szwu wynosi 6-7 miesiecy. Szwy wykonane z tego materiatu
maja niestrzepiace sie koncowki, tatwo przenikaja przez tkanki i latwo
wiaze si¢ na nich wezly. Wada szwéw z polidwuoksanu jest wysoka
sztywnos¢ utrudniajaca obstuge [2, 16].

5. Szwy niewchlaniane

Nieresorbowalne nici chirurgiczne stosowane sa do zespolen ran
powierzchownych, zazwyczaj stosowane sa do szycia naskorka. Najwaz-
niejsza ich cechg jest utrzymywanie wtasnosci mechanicznych przez okres
ponad 60 dni od implantacji. Szwy zdejmuje si¢ po réoznym czasie od
implantacji. Dlugo$¢ utrzymania szwow zalezy od czynnikow takich jak:
wiek pacjenta, lokalizacja rany, napigcie otaczajacych tkanek, wystepo-
wanie obrzgku i stanu zapalnego oraz jakos¢ procesu gojenia. Zbyt dlugie
pozostawienie szwow w tkankach moze powodowa¢ wzmocnienie efektu
drabinkowania zwigksza tez ryzyko wystapienia bliznowca, czyli nad-
Miernie rozrosnigtej blizny. Przy usuwaniu szwu chwyta si¢ pesetg za jeden
z jego koncow, a nastepnie przecina nozyczkami wezet 1 wyciaga nitke.

Podobnie jak w przypadku nici resorbowalnych nici nieresorbowalne
pod wzgledem pochodzenia mozemy podzieli¢ na dwie grupy: pochodzenia
naturalnego oraz syntetycznego.
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5.1. Niewchlanialne nici chirurgiczne pochodzenia syntetycznego

Poliester — szwy z poliestru wystgpuja w postaci multifilamentow
zarowno zwyktych jak i powlekanych. Powltoki wykonywane sa na
przyktad z silikonow lub teflonu i majg zmniejszy¢ wspolczynnik tarcia
i utatwi¢ przenikanie szwu przez tkanki oraz zmniejszy¢ jego kapilarnosc.
Szew wykonany z tego materiatu jest jednym z najwytrzymalszych dostep-
nych niemetalicznych szwow 1 praktycznie nie traci wlasciwosci po
aplikacji w ustroju. Nici poliestrowe doskonale nadajg si¢ do uzycia
w przypadkach gdy proces gojenia przebiega powoli i niezbgdne jest
dhugotrwale wsparcie ze strony nici. Gtéwnymi wadami jest niska stabilnosé¢
wezta, wysoki wspotczynnik tarcia nici niepoleczonej i wywotywanie
reakcji tkankowej szczegolnie w zanieczyszczonym $rodowisku [2, 16].

Poliamid — szwy z poliamidu wystepuja zarbwno w postaci mono jaki
i multifilamentow. Po wszczepieniu monofilamenty wykonane z poliamidu
po okoto 2 latach traca 30% swojej poczatkowej wytrzymatosci ze wzgledu
na procesy chemicznego rozpadu. Multifilamenty traca praktycznie cata
swoja wytrzymato$¢ na rozciaganie po okoto 6 miesigcach w ustroju.
Gloéwne wady do stabe wtasciwos$ci prowadzenia nici oraz niska stabilno$é¢
wezta [2].

Polipropylen — szwy z tego materiatu dostgpne sa przewaznie w postaci
monofilamentu. Sam material jest syntetyzowany z poliolefinowych
tworzyw sztucznych. Ni¢ nie traci wytrzymato$ci na rozcigganie po
implantacji 1 cechuje si¢ wysokim poziomem bezpieczenstwa wezta. Nici
wykonane z polipropylenu najczesciej wykorzystywane sa do zespolen
skory. Warto$¢ wytrzymato$ci na rozcigganie jest nizsza w poréwnaniu do
reszty niemetalicznych materiatow wykorzystywanych do produkcji nici
chirurgicznych [2, 16].
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Streszczenie

Praca stanowi przeglad literatury poruszajacej tematyke wspolczesnie stosowane materiaty
stuzace do zespalania tkanek uszkodzonych na skutek wypadku badz w wyniku celowego
dziatania chirurga. Opisano szczegolowa klasyfikacje nici chirurgicznych ze wzgledu na
pochodzenie biomateriahu, strukture nici, a takze ze wzgledu na czas resorpcji w ustroju.

Stowa kluczowe: nici chirurgiczne, biomateriaty

Characteristics and division of surgical suture

Abstract

This work is a review of the literature covering the subjects of the materials used nowadays for
the fusion of tissues damaged by accident or as a result of deliberate action by the surgeon. The
review describes detailed classification of surgical sutures based on the origin of the biomaterial,
the structure of the suture, and the time needed for resorption in the body.
Keywords: surgical sutures, biomaterials
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Historia chirurgii i materialow szewnych

1. Wstep

Nici stosowane sg w praktycznie kazdej dziedzinie medycyny. Zespalanie
ran jest powszechng procedura konczaca wigkszo$¢ zabiegdw chirur-
gicznych. Najczesciej wykorzystywane sa do tgczenia brzegéw uszko-
dzonych przez chirurga lub na skutek wypadku tkanek. Znajdujg zastoso-
wanie podczas zespolen skory, tkanki migsniowej, jelit naczyn krwionos-
nych, a nawet soczewki oka. Ze wzgledu na szeroki zakres zastosowan
wymagania stawiane obecnie materiatom szewnym sg niezwykle rozbu-
dowane. Idealna ni¢ powinna by¢ nietoksyczna, niedraznigca oraz por¢czna.
Dla chirurga musi takze cechowac si¢ odpowiednimi wlasciwosciami
wytrzymatosciowymi. Obecnie proces wytwarzania materialdow do zespa-
lania tkanek jest doskonale opanowany. Wytworzenie materialu o poza-
danych wtasciwosciach nie stanowi najmniejszego problemu. Jest to efektem
doswiadczen zdobytych przez Iudzko$¢ na przestrzeni tysigcleci,
a w szczegblnosci ostatnich 60 lat, w ktérych to nastapit gwaltowny rozwdj
inzynierii materiatowej [18].

2. Historia materialéw szewnych

Opisanie historii samych materialdw szewnych jest praktycznie nie-
mozliwe, bez poruszenia genezy zabiegow chirurgicznych. Poniewaz tematy
te stanowig jedng nierozigczng cato$é, pominiecie ktoregokolwiek z nich
stanowitoby powazne wypaczenie. Pod pojeciem materialow szewnych
znajdujg si¢ zarowno same nici chirurgiczne jak rowniez specjalistyczne
podwiazki wykorzystywane do podwigzywania zyt i t¢tnic.

Nie znana jest dokladna data ani miejsce pierwszego zabiegu chirur-
gicznego, w ktorym $wiadomie wykorzystano dostepne materiaty do
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zblizenia brzegdw rany. Bez watpienia musiato mie¢ to miejsce w czasach
kiedy nasi praprzodkowie zamieszkiwali jaskinie. Dowodem na rozwoj
chirurgii juz w okresie neolitu sg pochodzace z tego okresu czaszki noszace
slady zabiegéw z powodzeniem przeprowadzonej trepanacji. Widoczne
zrosty kostne $wiadcza o tym, ze pacjent zyt przez dluzszy okres od
przeprowadzonego zabiegu. Analiza znalezionych szczatkow daje pewne
wskazowki dotyczace poczatkow chirurgii. Indianie zamieszkujacy tereny
Ameryki Potudniowej przeprowadzali zabiegi kauteryzacji polegajace na
termicznym lub chemicznym koagulowaniu zywej patologicznie zmie-
nionej tkanki. Zabieg ten mial na celu przyspieszenie gojenia ran ziar-
ninujgcych, zamknigcia naczyn krwiono$nych w obrebie rany i usunigcia
nadmiaru obumartych tkanek. Starozytni Egipcjanie natomiast zszywali
rany za pomocg materialow takich jak wiokna roslinne (konopie, len,
bawelna), Sciggna, wlosy oraz nici wykonane z welny. Wszystkie te
materialy zostaly znalezione w zmumifikowanych szczatkach. Plemiona
zamieszkujgce wschodnig Afryke do podwigzywania uszkodzonych naczyn
uzywaly za$ $ciggien zwierzgcych, a do zblizania brzegow rany kolcow
akacji i prymitywnych materiatow zrobionych z dostgpnej roslinnosci.
Umiejetnosci praktyczne doskonalone byly na tykwach i melonach oraz
skorach zwierzgeych [12, 17, 21].

Rys. 1 Iglty z uchem wykonane z ko$ci pochodzace z okresu paleolitu [22]

Pierwsze wzmianki dotyczace prymitywnych narze¢dzi chirurgicznych
W postaci igiet z uchem zaprezentowanych na rys. 1 pochodza z okresu
pomigdzy 50 000 and 30 000 lat p.n.e. natomiast powstanie igiet
wykonanych z koséci datowane jest na okoto 20 000 lat p.n.e. Warto
podkresli¢, ze igly te byly niezrownanym standardem az do epoki
renesansu. Cywilizacje Mezopotamii oraz Indii regularnie kontaktowaty si¢
i wymieniaty osiagnieciami z réznych dziedzin Zzycia — migdzy innymi
medycyny. Pierwszym znanym dokumentem opisujacym szwy i techniki
szycia jest Samhita, autorstwa indyjskiego chirurga Susruta powstata okoto
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500 r. p.ne. [13, 15]. W swoim dziele zalecal on przeptukiwanie ran
a nastepnie zblizanie ich brzegow z wykorzystaniem duzych czarnych
mrowek pokazanych na rys. 2. Ich szczgki pozostawiano w ranie po
zblizeniu jej krawedzi a reszte ciata ukrgcano. Szczeki owadow skutecznie
zamykaty ran¢ dziatajac podobnie do stosowanych obecnie klipsow.
Technika ta stosowana byta rowniez przez ludy zamieszkujagce Ameryke
Potudniowa [13, 16]. Susruta opisal takze wykorzystanie cigciwy tuku
wykonanej z goérnej czesci owczego jelita cienkiego do zszywania ran po
zabiegach korekcji nosa oraz usunigcia migdatkoéw. Katgut produkowany
jest z jelit zwierzat roslinozemmych a jego najwazniejszg cechg jest
resorbowalno$¢ (chociaz fakt ten odkryty zostat dopiero w XVIII wieku).
W tamtych czasach material ten byl tatwo dostepny dzigki muzykom,
ktorzy wykorzystywali go jako struny do instrumentéw [12, 15].
Powszechnie przeprowadzane byly zabiegi usuwania niedroznosci jelit.
Polegaly one na otwarciu jelita, usunigciu niedroznosci, a nastgpnie
przeplukaniu go mlekiem oraz smarowaniu mastem przed zamknig¢ciem
z wykorzystaniem mrowek. Do wykonania wyzej opisanych zabiegoéw
wykorzystywano okoto 125 réznorodnych narzedzi takich jak trojkatne,
zakrzywione, okragle i proste igly chirurgiczne. Najszybszy rozwoj
chirurgii nastgpit w Indiach. Prace tamtejszych lekarzy ustanowily
fundamenty dla pdzniejszego rozwoju tej dziedziny w kulturach Egiptu,
Babilonu, Grecji oraz panstw Bliskiego Wschodu [12].

Rys.2 Mrowki bengalskie wykorzystywane do zamykania ran [23]

Amerykanski egiptolog Edwin Smith odkryt w 1852 roku egipski
papirus zawierajacy informacje dotyczace wiedzy medycznej, datowany na
okoto 1600 r. p.n.e. Papirus nazwany pdzniej na czes$¢ jego odkrywcy miat
ponad 4,5 m dlugosci i zawierat ponad 500 linijek tekstu oraz 48 obrazow
dotyczacych sposobow leczenia urazoéw. Jest to najstarszy tekst chirur-
giczny w historii naszej cywilizacji i prawdopodobnie pierwsza proba
kodyfikacji wiedzy i doswiadczen zdobytych przez poprzednie pokolenia.
Informacje dotyczace szwow i metod zespalania ran zostaly opisane na
wielu sposrod 48 opisanych przypadkow [2, 9, 12, 13].

137



Robert Karpinski, Beata Gorniak, Jakub Szabelski, Mirostaw Szala

Egipcjanie nigdy nie osiagneli poziomu chirurgii wystepujacego
w Indiach. Jednak to wiasnie oni zainicjowali gwattowny rozwoj tej dzie-
dziny zwlaszcza w Starozytnej Grecji. Wzrost zainteresowania chirurgia
w tym kraju przyszedt w okresie zlotego wieku kiedy to nastgpit rozdziat
religii i medycyny. Okoto 460 roku na $wiat przyszedt Hipokrates. Wraz ze
swymi uczniami przywrdcit medyczne zainteresowania i nauczanie.
Przyczynit si¢ oni do rozwoju chirurgii, a takze medycznych aspektow tej
dziedziny. Jego prace nie zawieraly zbyt wielu informacji o przepro-
wadzanych zabiegach jednak wiadomo, Ze nauczanie opieratl na petnym
wykorzystaniu sit natury. Zalecal i podkreslat waznos$¢ zamykania ran
otwartych, podwiazywanie krwawigcych naczyn oraz stosowanie
opatrunkow uciskowych. Jego gltowny wklad to opisy kilku zabiegow,
ktore oparte byly w wigkszym stopniu o tradycje niz racjonalne podejscie.
W okresie tym krolowata zasada:

., Czego nie uleczq leki, to uleczy noz;

czego nie uleczy noz to uleczy ogien,

ale czego nie uleczy ogien,

to nalezy uzna¢ nieuleczalnym”.

Punkt kulminacyjny rozwoju medycyny greckiej przypadt na pierwszy
wiek naszej ery [13, 21].

Nieco pozniej zastlynat wybitny rzymski znawca sztuki medycznej,
encyklopedysta i nauczyciel Aurelius Cornelius Celsus. W jednym ze
swoich dziet De Re Medicina stworzonym ok. 30 r. n.e. opisatl zastoso-
wanie plecionych szwow chirurgicznych. W jego pracach znajduja si¢
informacje o tym, ze szwy powinny by¢ mozliwie migkkie i nie powinny
by¢ zbyt mocno skrecone. Opisal réwniez mate metalowe klipsy do
zespolen podobne do tych stosowanych wspotczesnie. Celus opisat cztery
podstawowe objawy infekcji wystepujace po zespoleniu rany. Przypisuje
si¢ mu takze udokumentowanie podwiazywania uszkodzonych naczyn
krwiono$nych [6, 12].

Pozniejsze wzmianki o zastosowaniu materiatow do zespolen tkanek
pojawily si¢ w pracach Galena z Pergamonu (129-200), ktory jako
pierwszy opisat wykorzystanie materiatu z jelit do taczenia przerwanych
Sciggien gladiatoréw dajac im szanse na przynajmniej czg¢Sciowy powrdt do
sprawno$ci. W swoich pracach zwraca uwage na problemy gnicia ma-
teriatu, z ktorego zrobione sg nici i zaleca stosowanie materiatéw w jak
najmniejszym stopniu podlegajacym procesom gnicia np. jedwabiu. Jesli
natomiast materiatow takich nie mozna bylo dosta¢ na danym terenie,
zalecat stosowanie do szycia katgutu. Galen podobnie jak Celsus i Hipo-
krates rekomendowat doktadne oczyszczenie rany i przeptukanie jej
winem, a nastgpnie jej zamknigcie przy pomocy szwow [1, 12, 13].

138



Historia chirurgii i materialow szewnych

W VIII wieku standardowym zabiegiem bylo wypalanie rany. Miato
ono na celu zmniejszenie krwawienia poprzez zamknigcie mniejszych
naczyn krwiono$nych. Zabieg wykonywany byl przy uzyciu goracego
oleju. Proces ten czgsto jednak powodowat powazne uszkodzenia tkanek
otaczajacych rane.

O zastosowaniach nici z tego okresu dowiadujemy si¢ jeszcze
z opracowan kilku lekarzy. Jednym z nich byl Rhazes, ktory przyszedt na
swiat wroku 852 w poblizu Teheranu. Poczatkowe lata swojego zycia
pracowat jako muzyk i dos$¢ pdzno rozpoczal dziatania zwigzane z me-
dycyna. Kontynuowal on zespalanie ran za pomoca katgutu. Stosowat on
réwniez szwy wykonane z wlosia konskiego, a prezentowane przez niego
metody wykorzystywane byly przez nastepne stulecia [§].

Kolejnym lekarzem odgrywajacym znaczaca role w historii chirurgii
oraz materiatéw szewnych byt Ali Ibn Sina znany takze jako Avicenna
dzialajacy na terenie dzisiejszego Iranu okoto 60 lat po $mierci Rhazesa.
Zaobserwowal on zdecydowanie szybsze rozpuszczanie szwow w obec-
nos$ci zakazenia wystepujacego po naprawie przetoki odbytu. Podczas
poszukiwania bardziej odpowiedniego materiatu opisat on w swoim dziele
The Canon of Medicine naturalne szwy w postaci monofilamentu zrobione
ze §winskiego wtosia. Avicenna opisal takze zastosowanie pe¢tli szwu na
zamknig¢ciu jamy brzusznej. Pozwolito to na wyeliminowanie najstabszej
czesSci szwu czyli wezta. Warto podkresli¢, ze Kanon Medycyny byt
uzywany jako podrgcznik w uczelniach medycznych do schytku XVIII
wieku. W tym samym czasie tworzyl Abulcasis, ktory urodzit si¢ w poblizu
Kordoby w 936 r. (teren dzisiejszej Hiszpanii). W swoich pracach uporzad-
kowal on dotychczasowy stan wiedzy dotyczacej zaopatrywania rany
i technik szycia chirurgicznego. W pierwszej ksigzce zalecal on powszechne
stosowanie kauteryzacji. Jego pozniejsze dzieta zalecajg natomiast odejScie
od tego zabiegu i wykorzystanie innych narzedzi chirurgicznych oraz
stosowania szwow. Opisatl on rowniez szwy podwojne stosowane do chwili
obecnej [7, 13].

W sredniowieczu wigkszo$¢ dziet byta przechowywana w klasztorach.
Mnisi zajmowali si¢ tlumaczeniem i przepisywaniem ksigg. Nie byl to
okres sprzyjajacy szybkiemu postgpowi medycyny, ktora tylko nieznacznie
rozwingta si¢ migdzy V a XV wiekiem. W okresie tym nie odnotowano
postepu chirurgii, a co za tym idzie samego zszywania ran czy tamowania
krwawien. Wykonywane w tym okresie zabiegi chirurgiczne ograniczaty
si¢ do upustow krwi, amputacji oraz wyrywania zebow. Chirurgia $rednio-
wiecza opierata si¢ na tradycjach antycznych, interpretowanych jednak
czgsto w sposob wygodny danemu mistrzowi. Opisy przeprowadzanych
zabiegdw nalezaly do rzadko$ci. Preferowano kauteryzacje zamiast
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podwiazywania uszkodzonych naczyn krwiono$nych a sporadyczne rany
pooperacyjne zamykano z wykorzystaniem ludzkich wtosow [21].

Okres pomigdzy XVI a XVIII wiekiem przyniost niewielkie zmiany
w zakresie stosowanych materiatow, jednakze dyskusja na temat metod
zszywania ran oraz technik aseptyki przyczynita si¢ do zmian w tej
dyscyplinie. Francuski lekarz wojskowy Ambroise Paré (ur. 1510 r.) zalecat
unikanie kauteryzacji z wykorzystaniem gorgcego oleju i przywrocit
techniki stosowane przez Galena, Celsusa i Avicenne przy zaopatrywaniu
ran powstatych na skutek amputacji konczyn. Ograniczone dostawy oleju
i melasy zmusity go do poszukiwania nowych rozwigzan zaopatrywania
ran. Poczatkowo do zastapienia brakow wykorzystywat mieszaning jaj oraz
wody rozanej co okazalo si¢ przynosi¢ znacznie wigcej korzySci niz
wypalanie ran olejem. Paré w swojej praktyce wykorzystywat paski
wykonane z Inu ijedwabiu. Uwazal, ze szwy powinny by¢ stosowane
w przypadkach rozlegtych ran lub poprzecznego przeciecia migsnia.
Ostrzegal on réwniez przed powstawaniem martwej przestrzeni w przypad-
kach zbyt ptytkiego zespolenia ran glebokich. W swoich dzietach opisat
metody zszywania ran twarzy polegajace na przymocowaniu listew z gipsu
ponizej i powyzej rany, a nastepnie zszycie samych listew. Wptywalo to na
znaczne zmniejszenie blizny [12-14].

Odsetek niepowodzen chirurgicznych, spowodowanych ropieniem ran
z powodu braku sterylnos$ci materialdéw uzywanych do ich zamykania byt
ogromny. W XVII wieku szukano wigc metod ,,0czyszczania” nici chirur-
gicznych. Niemiecki chirurg Purmann (1648-1721) moczyt cienki katgut
W winie przez noc poprzedzajaca jego aplikacje. Zauwazyl zmniejszenie
ilosci powiktan [21].

Poczatek wieku XIX przyniost wzrost zainteresowania wilasciwosciami
resorbowalnych materialow szewnych, o ktorych w tamtym okresie niewiele
jeszcze bylo wiadomo. Wszystko zmienilo si¢ kiedy amerykanski lekarz
Philip Syng Physick podjat tematyke szwow resorbowalnych podczas swoich
zaje¢ prowadzonych na Uniwersytecie Medycznym w Filadelfii. Physick
jako pierwszy zauwazyl, ze plyny wydobywajace si¢ zrany znaczaco
wplywaja na rozpuszczanie si¢ skory. Doszedt on do wniosku, ze
rozpuszczalne szwy moglyby by¢ bardzo pomocne [5]. Prowadzit on
nastepniec badania na zwierzgtach, a zastosowanie wyprawionej skory
zwierzgeej okazato sie¢ bardzo skuteczne. Spopularyzowatl on szwy
chromowe i zostat nazwany ,,0jcem amerykanskiej chirurgii”. Jego badania
byly przetlomowe poniewaz nikt wcze$niej nie zakladal wykorzystania
materiatu spetiajacego poczatkowo swoja funkcje, a po okreslonym czasie
ulegajacego catkowitej resorpcji. Katalogi chirurgiczne z po6zniejszego
okresu XIX wieku zawieraly resorbowalne nici wykonane ze $ciegien
zwierzat takich jak wol, o$, renifer, krolik czy nawet kangur [20].
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Wykorzystanie srebrnych cienkich drutéw podczas zabiegéw chirur-
gicznych spopularyzowal James Marion Sims. Zauwazyt on, ze rekon-
strukcje przetoki z wykorzystaniem materiatdow jedwabnych i chromo-
wanych czesto konczyly si¢ niepowodzeniem, bardzo szybko pojawiat si¢
stan zapalny. W roku 1858 po raz pierwszy opisal wykorzystanie drutow
wykonanych ze srebra, twierdzac, ze za ich sprawa ilos¢ powiktan poope-
racyjnych znaczaco spadnie przyczyniajac si¢ jednocze$nie do zmniejszenia
poziomu umieralno$ci pacjentow [10]. Nie wynalazt on samych szwow, ale
sprawil, ze materiat ten znalazt szerokie grono odbiorcow. Srebrne szwy byty
wykorzystywane do zamykania tkanek pod napigciem i znalazly powszechne
zastosowanie w dziedzinach chirurgii szczegdlnie narazonych na zakazenie.
Firmy zajmujgce si¢ zaopatrzeniem medycznym podkreslalty przewage
materiatldw ze srebra nad jedwabiem czy katgutem [20].

Zainteresowanie srebrnymi szwami zdecydowanie zmalato gdy na
rynku pojawily si¢ nowe syntetyczne materialty niewchlanialne. Obecnie
stalowe nici stosowane sa w chirurgii brzusznej, zabiegach ortopedycz-
nych, chirurgii przepuklin i zamkni¢ciach mostka oraz niektorych
zabiegach chirurgii rekonstrukcyjnej. Niektére nici wykonane ze stali
nierdzewnej wystepuja w postaci skreconych monofilamentow powleczonych
w celu zmniejszenie wspotczynnika tarcia oraz utatwienia uzytkowania nici
chirurgowi [13].

Mimo, ze nici byly powszechnie stosowane w XIX wieku, nie spetniaty
jeszcze w petni oczekiwan lekarzy. Czesto w zaopatrzone nimi rany
wdawaty si¢ infekcje, wynikajace z braku odpowiedniej sterylizacji tego
typu materialow. Duza cze$¢ wowczas pracujacych lekarzy dalej wolata
wykona¢ zabieg kauteryzacji rany niz zaryzykowaé zdrowie oraz zycie
pacjenta z powodu mozliwych powiklan powstalych w wyniku zatozenia
szwow. Przelomem w tej dziedzinie chirurgii byt cykl publikacji stworzony
przez Josepha Listera brytyjskiego chirurga, inicjatora antyseptyki. Opisat
on proces gnicia i fermentacji oraz wlasne uwagi na temat ropienia ran. Byt
on $wiadomy obecnos$ci bakterii na stosowanych materiatach. Opierajac si¢
na badaniach Louisa Pasteura mowiagcych, ze to mikroby sa odpowie-
dzialne za proces zakazenia rany, postanowil utrudni¢ im dostgp poprzez
pokrywanie ran materialem nasyconym roztworem kwasu karbolowego.
Wprowadzit zasadnicze zmiany w procesie przygotowania materiatow do
zszywania. Rany zszywane byty ni¢émi wykonanymi z katgutu nasgczonymi
przed zabiegiem karbolem czyli wodnym roztworem fenolu [10, 11, 19].
Pierwszy eksperyment na ludziach zostal przeprowadzony 12 grudnia
1867 r. Lister zauwazyt wtedy, ze wyleczenie nastapito bez ropienia
i obrzgku rany [11]. Niezadowolony z wlasciwosci katgutu opracowat
w 1881 roku katgut chromowany. Katgut chromowany powstat w wyniku
pokrycia klasycznego materialu roztworem kwasu chromowego. Jednak
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otrzymany materiat rowniez nie do konca spetiatl stawiane mu wymogi
w kwestiach sterylnosci [19].

Katgut byt powszechnie wykorzystywany jako wchtanialny materiat
szewny do 1930 r. W sytuacjach kiedy do zespolen tkanek lekarze
potrzebowali materialdow nieulegajacych resorpcji, uzywali nici wyko-
nanych z jedwabiu oraz bawelny. W celu zachowania zasad aseptyki nici
byly poczatkowo pakowane do szklanych opakowan z ciecza, proces ten
jednak zostat zniesiony w roku 1950, gdy do sterylizacji zaczgto
wykorzystywa¢ promieniowanie gamma. Obecnie szwy wykonane
z katgutu produkowane sg metodami zblizonymi do tych sprzed 100 lat
jednak coraz rzadziej znajdujg zastosowanie we wspotczesnej medycynie.
W celu wydluzenia czasu gdy szew utrzymuje podstawowe wlasciwosci
mechaniczne katgut poddawany jest dziataniu soli chromu co wplywa na
sieciowanie czasteczek kolagenu [13, 19].

Standaryzacja rozmiaréw szwow chirurgicznych w Stanach Zjednoczonych
nastgpita w roku 1937. Od roku 1967 produkty wprowadzane na rynek
muszg zosta¢ sprawdzone i zatwierdzone przez wilasciwe instytucje takie
jak Food and Drug Administration (FDA). Producenci musza speni¢
okreslone wymagania w procesie wytwarzania oraz zagwarantowac
catkowite bezpieczenstwo korzystania z produkowanych przez nich
materiatlow. Lister do sterylizacji szwoéw uzywal fenolu, obecnie szwy
poddawane sg sterylizacji w tlenku etylenu lub z wykorzystaniem
promieniowania gamma. Srednica nici wykonanej z katgutu zostala
ustanowiona zgodnie z systemem klasyfikacji podanym w Farmakopei
USA (USP) bedacej zbiorem norm dla lekéw dopuszczonych do sprzedazy
na terenic USA na 0,05 mm, dzigki temu zdecydowanie ltatwiej byto
okresli¢ wlasciwos$ci mechaniczne powstatej nici [22], [13].

Na poczatku XX wieku szwy zostaly ukazane w serii zdje¢
pokazujacych skomplikowang dramatyczna sztuke chirurgii. Zdjgcia
zostaly wykonane przez amerykanskiego fotografa Lejarena. Do
wykonania zdje¢ zatrudnit grupe aktorow, przebranych za pacjentéw. Seria
obrazowata osiagniecia chirurgii i przedstawiata dokonania ludzi takich jak
Philip Syng Physick, Celsus, Ambroise Paré oraz wielu innych. Hiller
otrzymat prestizowg nagrod¢ American Peace Award w 1937 roku [13].
Dzigki tej reklamie sprzedaz szwow wzrosta. Zwickszona liczba
kontraktow wynikata tez z wybuchu II Wojny Swiatowej. Wzrost popytu
spowodowal zwickszenie liczby producentéw oraz wprowadzenie nowych
rodzajow szwow resorbowalnych [13].

Chemia tworzyw sztucznych umozliwila w Il polowie XX wieku
produkcje niewchtanialnych nici chirurgicznych. Ich powszechne
stosowanie znaczaco obnizylo ilo§¢ powiklan pooperacyjnych takich jak
zakazenie czy ropienie. Lata sze$¢dziesigte XX wieku i wzmozone badania
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nad polimerami w tym okresie przyniosty wytworzenie okoto 40 nowych
syntetycznych resorbowalnych polimeréw takich jak np. polimer kwasu
glikolowego uzyskany przez Frazza i Schmitta czy tez kwas polimlekowy
[3, 4, 13, 21]. Odkrycia te umozliwity masowa produkcje syntetycznych
resorbowalnych nici, ktore ulegaja stopniowemu rozpadowi i catkowitemu
wchtanianiu na drodze powolnej hydrolizy [21].

Obecnie mozemy znalez¢ wiele innowacyjnych zastosowan dla szwow
chociazby wykorzystanie nici z zadziorami do zamykania ran bez
koniecznosci wigzania tradycyjnego wezta lub nasgczanie powloki szwu
antybiotykiem majacym zminimalizowaé szanse wystgpienia zakazenia
operowanego miejsca. Gama produktow do zespalania tkanek ciagle si¢
rozrasta rozszerzajagc tym samym ilo§¢ materialdow spelniajacych
wymagania wielu specjalistycznych zabiegéw chirurgicznych [13].

Nici syntetyczne posiadajg nazwy handlowe nadawane przez producenta
lub osobg, ktora wynalazta dany materiat. Doskonatym przyktadem jest ni¢
Mersilene, ktérego nazwa stworzona zostala poprzez polaczenie czgSci
nazwiska Georgea Mersona oraz Terylene czyli wspolczesnej nazwy
handlowej poliestru. Wczesne plecione nici poliestrowe zostalty szybko
wyparte przez nici nylonowe charakteryzujace si¢ lepsza obstuga [13].

3. Podsumowanie

Poznanie historii materiatow wykorzystywanych przez chirurgéw na
przestrzeni dziesigtek tysigcy lat do zespalania uszkodzonych tkanek jest
pierwszym krokiem do docenienia wspotczesnie stosowanych materiatow
oraz procesoOw ich wytwarzania. Wiele zzasad wspotczesnej chirurgii
opiera si¢ na do§wiadczeniach zdobywanych przez Celsusa, ktory wynalazt
i powszechnie stosowal podwigzania w celu utrzymania homeostazy
(zdolnoéci utrzymania parametréw wewnetrznych w  systemie). Bez
watpienia przetomem bylo uznanie wyzszosSci szwéw nad zabiegiem
kauteryzacji przez Ambroisea Paré, a pézniej wprowadzenie przez Listera
sterylizacji materialu przed jego aplikacja. Ostatnie 80 lat przyniosto
gwattowny rozwd¢j materiatoéw syntetycznych i nowych zastosowan szwow
produkowanych na bazie materiatow naturalnych. Obecne szwy spehiaja
wigkszos¢ stawianych im wymagan i1 nadajg si¢ do zastosowan
w okreslonych strukturach anatomicznych.
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Historia chirurgii i materialéw szewnych

Streszczenie

Praca stanowi przeglad literatury poruszajacej historie materiatow stuzacych do zespalania tkanek
uszkodzonych na skutek wypadku badz w wyniku celowego dziatania chirurga oraz ewolucj¢
tych materiatow $cisle powiazang z rozwojem chirurgii.Przedstawiono najwazniejsze osiagniecia,
ktore znaczaco wplynety na nici chirurgiczne stosowane obecnie.

Stowa kluczowe: nici chirurgiczne, chirurgia, biomateriaty

History of surgery and surgical suture

Abstract

This work is a review of the literature regarding the history of the materials used for the fusion of
tissues damaged by accident or as a result of deliberate action by the surgeon and the evolution of
these materials closely linked to the development of the surgical practice. The review presents the
most important achievements that have significantly influenced the sutures used today.
Keywords: surgical sutures, surgery, biomaterials
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Ocena wybranych wlasciwosci fizycznych
aglomeratow z mieszanek roslinnych
na bazie nasion soi

1. Wstep

Uzyskanie dobrych efektow produkcji zwierzgcej przede wszystkim
zalezy od optymalnego i racjonalnego zywienie zwierzat. Odpowiednio
skomponowane pasze zaspokajaja potrzeby zwierzat, dostarczajac im
sktadnikow niezbednych do budowy organizmu, energii warunkujacej
przebieg procesoéw fizjologicznych oraz zwigzkow biologicznie czynnych,
koniecznych w przemianach metabolicznych. Swiadomie kierujac zywie-
niem, mozna osiagna¢ okreslong uzytkowos$¢ zwierzat i wysoka jakos¢
produktow [1].

Thuszcz odgrywa bardzo wazna role w zywieniu zwierzat, gdyz stanowi
istotny sktadnik wszystkich komorek organizmu zwierzecego, a jego
warto$¢ energetyczna jest 2,25 razy wyzsza niz wartos¢ weglowodanow.
W zwigzku z tym jego zawarto$¢ decyduje o wartosci energetycznej paszy,
co jest szczegoOlnie wazne w przypadku miodych, szybko rosnacych
zwierzat, ktéore maja wysokie zapotrzebowanie na energi¢ i sktadniki
odzywcze, a réwnoczesnie posiadajag mato pojemny zotadek. Wartosé
energetyczna thuszczu zalezy nie tylko od jego ilosci ale takze od dlugosci
lancucha i stopnia nasycenia kwasoéw thuszczowych uczestniczacych w jego
budowie. Im dluzszy tancuch tym wyzsza wartos¢ energetyczna, a im
wigcej podwojnych wigzan tym jest ona nizsza [2, 3].

Niektore kwasy tluszczowe obecne w thuszczach, nie sg wytwarzane
W organizmach zwierzat i musza by¢ dostarczane w pozywieniu. Wsrod
nasyconych i nienasyconych kwasoéw thuszczowych obecnych w thuszczach
ro$linnych i zwierzgcych w najwigkszej ilosci wystgpuja: stearynowy,
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palmitynowy, oleinowy, linolowy i linolenowy. Ponadto thuszcz obecny
W paszy ulatwia wchlanianie witamin w nim rozpuszczalnych [4].

Pasze o wysokiej zawartosci thuszczu majg zazwyczaj wysoka wartosé
odzywcza, dzigki wysokiej wartosci energetycznej thuszczu i jego duzej
strawnosci. Wykorzystanie wysokottuszczowych pasz w zywieniu rosna-
cych zwierzat gospodarskich wplywa na poprawe ich zdrowotnosSci
I przyrost masy. Jednak wysoka zawartos¢ thuszczu w paszy nie zawsze jest
korzystna, szczegdlnie w koncowej fazie tuczu gdyz moze pogarszaé
jakos¢ tuszy, czy zmigkczac stoning [5].

Podstawowe zadanie producentéw pasz polega na optymalizacji
zawarto$ci podstawowych sktadnikow pokarmowych, co ma duze zna-
czenie w zywieniu trzody chlewnej i drobiu, ktérym nalezy zapewnic
odpowiednie proporcje energii i aminokwasow oraz wilasciwa zawartos$¢
aminokwasow egzogennych. Obok tluszczu podstawg bilansowania
receptur mieszanek paszowych sa aminokwasy. Zawarto§¢ aminokwasow
egzogennych i ich koncentracja w mieszance paszowej zalezy od zapo-
trzebowania zwierzat na te sktadniki i jest niezalezne od sktadu surow-
cowego mieszanek paszowych. Przyswajalno§¢ aminokwaséw przez
zwierzeta zalezy od stopnia rozdrobnienia surowcow, jakosci ich wymie-
szania, rodzaju i warunkow obrobki ciSnieniowo-termicznej oraz stopnia
aglomeracji [1, 6].

Soja nalezy do ros$lin straczkowych z rodzaju bobowatych, a ze wzgledu
na wysokg zawarto$¢ thuszczu, wynoszaca powyzej 15%, jest zaliczana do
surowcoOw oleistych. Tiuszcz zawarty w nasionach soi jest bogaty
W niezbedne nienasycone kwasy ttuszczowe (NNKT) przede wszystkim
W kwas linolowy i linolenowy. Nasiona soi zawierajg duzg ilo§¢ tatwo
przyswajalnego biatka (okoto 35-40%) o znaczacym udziale aminokwasow
egzogennych, a w szczegolnosci lizyny i tryptofanu. Dostarczaja roéwniez
duzo sktadnikow mineralnych gtéwnie magnezu, fosforu, wapnia i zelaza
oraz witamin takich jak: B1, B2, PP, A, C, E, K [7, 8].

Ze wzgledu na swoj sktad produkty sojowe stanowig dobre zrodto
cennych sktadnikow odzywczych i moga by¢ stosowane jako dodatek
wzbogacajacy pasze dla zwierzat. Nasiona soi wykorzystywane sg przede
wszystkim w zywieniu trzody chlewnej, drobiu, krolikow, zwierzat
towarzyszacych oraz przezuwaczy [7, 9, 10].

Kukurydza réwniez nalezy do podstawowych roslin stosowanych
W zywieniu zwierzat gospodarskich. Ziarno kukurydzy zawiera duzo tatwo
strawnych weglowodanoéw, co sprawia, ze posiada najwyzsza wartos$¢
energetyczng sposrod zboz uprawianych w Polsce. Cechuje je réwniez
niska zawarto$¢ wiokna, ktéra wptywa na wysoka strawnos$¢ sktadnikow
pokarmowych zawartych w paszach z jej dodatkiem. Ziarno kukurydzy jest
bogate w tluszcz zawierajagcy witaming E, ksantofile oraz nienasycone
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kwasy tluszczowe. Wystepuje w nim niewielka ilos¢ biatka (okoto 8%)
0 niskiej wartosci biologicznej, dlatego pasze z dodatkiem kukurydzy
powinny by¢ bilansowane pod wzgledem zawartoSci aminokwasow. Ziarno
kukurydzy nie zawiera substancji antyodzywczych i jest chetnie spozywane
przez zwierzeta [11, 12].

Pszenica stanowi cenne zboze paszowe, jest tatwostrawng pasza,
przeznaczong do stosowania u wszystkich gatunkow zwierzat. Zboze to
wykorzystywane w tuczu pozwala osiggng¢ bardzo dobre przyrosty, a takze
korzystnie wptywa na jako$¢ i smak migsa [12, 13].

Obrobka termiczna stosowana podczas przetwarzania omowionych
surowcow na pasze dla zwierzat moze powodowac utrate cennych witamin
i sktadnikow mineralnych oraz powodowaé niekorzystne przemiany
chemiczne bialka, np. gl¢boka denaturacj¢ i powstawanie duzej liczby
produktow reakcji Maillarda, co z kolei powoduje utrate podstawowych
aminokwas6w 1 obnizenie warto$ci odzywczej produktu. Aglomeracja
moze stanowi¢ alternatywng metode ich przetwarzania. Jest to proces
taczenia drobnych czastek materiatdéw sypkich w wigksze skupiska przy
zachowaniu ich pierwotnych wiasciwosci fizyko-chemicznych. Aglome-
racja surowcow roslinnych moze by¢ realizowane w roézny sposob, przy
czym mozna wyrozni¢ metodg cisnieniowa i bezcisnieniows. Aglomeracja
bezcisnieniowa polega na przesypywaniu drobnoziarnistego materiatu
zmieszanego z dodatkiem spoiwa lub cieczy granulacyjnej, w wyniku
czego czastki materiatu 13czg si¢, stopniowo zageszczajg i zwickszajg swoja
objetos¢. Powstate granulki charakteryzuja si¢ nieregularnym, zblizonym do
kuli ksztattem. Proces granulacji bezcisnieniowej charakteryzuje si¢ niska
energochtonno$cia, a otrzymany produkt wymaga suszenia ze wzgledu na
podwyzszona wilgotnos¢ [12, 14].

Natomiast aglomeracja cis$nieniowa jest procesem, w ktorym
rozdrobniony material pod wptywem dzialania sit zewn¢trznych i wewng-
trznych ulega zaggszczeniu, a otrzymany produkt posiada okreslona, statg
forme¢ geometryczng. Proces ten jest prowadzony w rdéznego typu tablet-
karkach, prasach tlokowych, $limakowych, walcowych, czy §limakowo-
walcowych [15-17].

Najczesciej spotykang w przemysle formag aglomeracji surowcow
roslinnych jest granulowanie i tabletkowanie. Proces tabletkowania polega
na jednoczesnym zageszczaniu i $ciskaniu odpowiednio odmierzonej porcji
materialu pod wplywem sit zewnetrznych. Moze by¢ stosowany nacisk
tloka, walcoéw, §limakow i1 innych elementow o dowolnych ksztaltach.
Gotowy produkt charakteryzuje si¢ $cisle okreslonym ksztattem i wymia-
rem wynikajagcym z geometrii komory roboczej. Tabletkowanie mozna
prowadzi¢ metoda na sucho badz tez na mokro, czyli z dodatkiem cieczy
nawilzajacej np. wody, lub alkoholu. Niekiedy proces tabletkowania
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poprzedza etap zageszczania proszku polegajacy na granulowaniu, naj-
czesciej na granulatorze talerzowym lub fluidalnym. Tabletki wytworzone
za pomoca metody na mokro musza zostaé poddane procesowi suszenia
W celu obnizenia wilgotnosci do poziomu gwarantujagcemu bezpieczenstwo
mikrobiologiczne produktu [14, 18, 19].

Uzyskanie aglomeratoéw o wysokiej wytrzymatosci stanowi podstawe
projektowania i wykonywania procesu zageszczania materialow roslinnych.
Jakos¢ otrzymanych aglomeratéw zalezy od doboru metody, dodatkéw
wiazacych, wilgotnosci surowcoéw, odpowiednich urzadzen do aglomeracji
i ich parametréw pracy. Odporno$¢ mechaniczna materiatow okreslana jest
przy pomocy maszyn wytrzymalosciowych i najczes$ciej obejmuje oceng
wytrzymatosci na $ciskanie, zgniatanie, rozcigganie oraz na $cinanie [20].

2. Cel pracy

Celem pracy byla ocena wybranych wlasciwosci fizycznych 1 wytrzy-
matosciowych tabletek z mieszanek roslinnych na bazie soi.

Zakres pracy obejmowal wytworzenie tabletek, pomiar ich wysokos$ci
oraz cech wytrzymato$ciowych.

3. Materialy i metody

Surowiec do badan stanowily nasiona soi, ziarna kukurydzy i pszenicy,
ktoére rozdrobniono na rozdrabniaczu bijakowym z sitem o $rednicy otworu
3 mm, co pozwolilo na uzyskanie $rut o jednakowym stopniu rozdrobnienia.

Z rozdrobnionych surowcow przygotowano dwa rodzaje mieszanek
0 50% udziale poszczego6lnych zboz:

» soja— pszenica (50 /50),
» soja— kukurydza (50 / 50).

Nastepnie oznaczono wilgotno$¢ sporzadzonych mieszanek wedlug
obowiazujacej normy [21] i dowilzono je woda do okoto 15% wilgotnosci.
Odpowiednia ilo$¢ dodatku wody zostata wyznaczona wedtug wzoru (1).

_ X, =X .
100- x, (1)

gdzie: My, — masa dodawanej cieczy [g], X; — wilgotno$¢ poczatkowa [%],
X, — wilgotno$¢ zadana [%], N,, — masa surowca [g].

Tak przygotowane mieszaki roslinne kondycjonowano przez 24 godziny

w temperaturze okoto 2°C w celu wyrdwnania ich wilgotnosci, a nastgpnie
poddano je procesowi tabletkowania na urzadzeniu wytrzymato$ciowym
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typu Instron 4302. Wykonano po 50 tabletek z kazdego rodzaju mieszanki
(rys. 1), za kazdym razem nasypujac do przystawki zageszczajacej taka
samg mas¢ surowca wynoszaca 4 g.

40

70

.

Rysunek 1. Schemat przystawki do tabletkowania [14]

W trakcie wytwarzania tabletek rejestrowano sil¢ prasujaca materiat
roslinny i energi¢. Po sprasowaniu mieszanki roslinnej wypychano metalowy
stozek z cylindra wraz z wytworzong tabletka. Na rysunku 2 przedstawiono
schemat przystawki wraz z ttokiem zaggszczajacym. Wysokos¢ tabletek
z poszczego6lnych mieszanek zostala zmierzona suwmiarka elektroniczna.
Ponadto oznaczono wilgotno$¢ koncowa wytworzonych aglomeratow
zgodnie z obowigzujaca normg [21].

Przy uzyciu tekstuometru TA.XT.plus zbadano parametry wytrzymatos-
ciowe tabletek roslinnych na bazie soi. Wyznaczono maksymalng sile cigcia
Fmax przecinajac aglomerat wzdhuz jego $rednicy nozem o grubosci 1 mm.

Nastepnie okreslono wytrzymatos¢ tabletek na Sciskanie w tzw.
,brazylijskim” tescie $ciskania. Metoda ta jest bardzo czgsto stosowana do
oceny wlasciwosci mechanicznych kruchych aglomeratow w ksztalcie
walca i polega na umieszczeniu probki pomiedzy powierzchniami glowicy
$ciskajacej poprzecznie do ich osi (rys. 3). Aglomeraty roslinne $ciskano do
potowy ich $rednicy okreslajac sile potrzebna do zniszczenia probki
(maksymalna sita niszczaca). Badanie wytrzymatosci na S$ciskanie ta
metoda umozliwia wyznaczenie twardosci produktu i zbadanie procesu
powstawania uszkodzen w centralnej czgsci brykietu [20].
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A) B)
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Rysunek 2. Aglomeraty z mieszanek rodlinnych na bazie soi A)soja— pszenica, B) soja —
kukurydza [opracowanie wiasne]

Rysunek 3. Metoda brazylijska - probka w glowicy $ciskajacej [20]

Odpornos¢ tabletek roslinnych na napre¢zenia podczas $ciskania
obliczono korzystajac z ponizszego wzoru (2):

2F,
o,

nm @

gdzie: F, — maksymalna sita niszczaca [N], d - érednica tabletki (d=15
mm),
h — wysoko$¢ tabletki [mm] [18].

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej z zastosowaniem
programu STATISTICA 9.0., a rezultaty przedstawiono jako $rednia
i odchylenie standardowe. Wyznaczono istotno$¢ roznic miedzy $rednimi
(p) 1 wartosci testu F (ANOVA) przy 95% przedziale ufnosci.
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4. Analiza wynikow

Badania przeprowadzono zgodnie z opracowana metodyksa. W tabeli 1
zaprezentowano analiz¢ statystyczng parametrow zaggszczania SUrowcoOw
ro$linnych oraz podstawowych wlasciwosci fizycznych wytworzonych
aglomeratow.

Tabela 1.Analiza statystyczna parametrow aglomeracji i wtasciwosci fizycznych wytworzonych
tabletek roslinnych na bazie soi [opracowanie wiasne]

DS. X ESE X4 ESE SS df F Value p
Soja- Soja-
pszenica kukurydza
Sita 9,472 9,437 0,0311 1 1,53892 0,217740
prasujaca + +
[KN] 0,159 0,123
Energia [J] 0,244 0,189 0,0734 1 | 23,88825 0,000004
+ +
0,064 0,046
Wysoko$é 18,479+ 18,430+ 0,0600 1 | 16,79500 0,000086
[mm] 0,0743 0,0404
Wilgotnoséc 7,684 7,852 0,0706 1 52,26667 0,000090
koncowa [%] + +
0,029 0,043

gdzie: DS — zrodto zmiennodei, Xg+SE — $rednia + odchylenie standardowe, SS — suma
kwadratow, df — stopnie swobody, F Value — warto$¢ testu F (ANNOVA), p — prawdopodo-
bienstwo.

Przecigtne wartoSci sity prasujacej potrzebnej do zaggszczenia materiatu
mieszanek roslinnych na bazie soi byly bardzo zblizone i wynosity okoto
9,5 KN. Pomiar energii zuzytej w procesie aglomeracji wykazal istotne
roznice w energochlonnoséci w zaleznosci od rodzaju zaggszczanego mate-
riatu roslinnego (p=0,000004). Aglomeraty z dodatkiem pszenicy wyma-
galy wyzszego nakltadu energii do ich wytworzenia wynoszacego 0,244 J,
co w przeliczeniu na jednostkowa energochlonno$¢ wynosi 0,061 J/g.
Okazaty si¢ one rowniez nieco wyzsze niz tabletki z mieszanki soi
i kukurydzy, a réznice te byly istotne statystycznie (p=0,000086).

Na rysunku 4 przedstawiono wyniki pomiarow maksymalnej sity cigcia
(Fmax). Tabletki z mieszanki soi i kukurydzy wymagaty wyzszej sity do
przecigcia pojedynczej probki, ktéra przecigtnie wynosita 24,36 N, czyli
1,32 N/mm. Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata istotne roznice
wynikow badan (p=0,0044).
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Fmax [N]: F(1;18) = 10,5928; p = 0,0044
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Rysunek 4. Wyniki pomiaréw maksymalnej sity cigcia roslinnych aglomeratow
na bazie soi [opracowanie wlasne]

Wyniki przeprowadzonych testow $ciskania zamieszczono na rysunku 5
Zaobserwowano istotny statystycznie wplyw rodzaju uzytej mieszanki
roslinnej na warto$¢ sity niszczacej wytworzone tabletki (p<0,05). Znacznie
wyzszg sita potrzebng do zniszczenia pojedynczej proby charakteryzowaty si¢
aglomeraty z mieszanki soi i pszenicy.

Podobna zalezno$¢ zaobserwowano podczas analizy odpornosci tabletek
ros$linnych na naprezenia podczas $ciskania, ktorej wyniki zaprezentowano
na rysunku 6. Wytrzymato§¢ mechaniczna aglomeratéw roslinnych na
bazie soi zalezy w istotny sposob od ich twardosci (p< 0,05).

150

Sita sciskania [N]: F(1:18) = 186,3545; p = 0.0000

E+d Mean

[ Mean*SE
140 138,45

Sifa $ciskania [N]

130

120

110

100

Soja-pszenica Soja-kukurydza
Aglomerat
Rysunek 5. Wyniki pomiardw sity $ciskania aglomeratow na bazie soi w zaleznosci od rodzaju
uzytej mieszanki roslinnej [opracowanie wiasne]
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Odpornos$¢ mechaniczna [MPa]

0,35
Odpornos¢ mechaniczna [MPa]: F(1;18) = 185,1626; p = 0.0000
Mean
0,32 T- Mean*SE
0,30
0,25
0,20 /4

Soja-pszenica Soja-kukurydza
Aglomeraty

Rysunek 6. Poréwnanie odporno$ci mechanicznej aglomeratow ro$linnych na bazie soi
[opracowanie wiasne]

5. Whnioski

Przeprowadzone analizy pozwolity wysuna¢ nastepujace wnioski:
Wiasciwosci aglomeratow roslinnych zaleza od rodzaju surowca
uzytego do ich produkc;ji;

Wartosci sity S$ciskajacej byly bardzo zblizone, jednak poziom
energii zuzytej] w procesie ich aglomeracji istotnie si¢ roéznit i byt
wyzszy w przypadku mieszanek sojowo-pszennych;

Sojowo-pszenne tabletki byly wyzsze niz aglomeraty z mieszanki soi
1 kukurydzy, a otrzymane warto$ci roznity si¢ statystycznie (p<0,05);
Zastosowana technologia produkcji pozwolila otrzymaé aglomeraty
roslinne o wilgotnosci gwarantujacej bezpieczenstwo mikrobiologiczne
(<8%);

Aglomeraty sojowe z dodatkiem kukurydzy charakteryzujg si¢ nizsza
wytrzymatosécia mechaniczng;

Przeprowadzone badania pozwolily stwierdzi¢, ze aglomeracja
ci$nieniowa stanowi idealny sposob produkcji aglomeratoéw sojo-
wych przeznaczonych na cele paszowe.
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Ocena wybranych wlasciwosci fizycznych aglomeratow
z mieszanek ros§linnych na bazie nasion soi

Streszczenie

Soja nalezy do roslin zawierajacych duzg ilo$¢ thuszczu, biatka i aminokwaséw, dlatego produkty
z jej dodatkiem moga by¢ stosowane jako dodatek wzbogacajacy pasze dla zwierzat
gospodarskich. Aglomeracja ci$nieniowa moze stanowi¢ dobra metode jej przetwarzania, gdyz
zapobiega utracie cennych witamin i sktadnikow mineralnych, majacej miejsce w przypadku
obrobki termicznej. Material badawczy stanowity tabletki wytworzone poprzez aglomeracje
ci$nieniowa dwoch mieszanek roslinnych na bazie polskiej odmiany soi oraz kukurydzy
i pszenicy. Celem pracy byla ocena wybranych wiasciwosci fizycznych i wytrzymato$ciowych
tabletek z mieszanek ro$linnych. Zakres pracy obejmowat wytworzenie aglomeratow, pomiar ich
podstawowych parametrow oraz testy wytrzymatosciowe przy uzyciu teksturometru TA.XT.plus.
Wiasciwosci fizyczne jak i wytrzymato$ciowe tabletek sojowych zalezaty od rodzaju mieszanki
surowcowej uzytej do ich sporzadzenia.

Stowa kluczowe: soja, aglomeracja, wytrzymato$¢

Evaluation of selected physical properties of tablets
from plants mixtures based on soybean

Abstract

Soybean is one of the plants containing a large amount of fat, protein and amino acids,
which is why products with the additive can be used as an enrichment feed supplement for
farm animals. Pressure agglomeration can be a good method of processing of them, as it
prevents the loss of valuable vitamins and minerals, which took place in the case of thermal
treatment. Research material was constitute tablets prepared by agglomeration pressure of
two mixtures of plant based on Polish variety of soybeans, corn and wheat. The aim of the
study was to evaluate selected physical and strength properties of tablets with plants
mixtures. The scope of work was embraced the production of agglomerates, measuring their
basic parameters and strength tests using texturometer TA. XT. plus. Physical properties and
strength properties of soybean tablets depend on the type of mixture of raw materials used in
their preparation.

Keywords: soybean, agglomeration, strength
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Praktyczne zastosowania materialow
w stanie nadprzewodzacym

1. Wprowadzenie

Celem pracy jest zaprezentowanie przegladu wspolczesnych zastosowan
materiatow, w ktorych obserwuje si¢ wystepowanie nadprzewodnictwa.

Nadprzewodniki sg substancjami, ktoére ponizej pewnej temperatury,
nazywanej temperaturg krytyczna, uzyskuja szczegolne wtasciwoscei, dzigki
ktorym sa wykorzystywane w wielu urzadzeniach usprawniajgc ich prace
oraz pozwalajac na oszczednosci zwigzane z zapotrzebowaniem na energie
elektryczng. W ramach pracy zostanie rowniez zaprezentowany aktualny
kierunek badan oraz przyszte mozliwosci wykorzystania nadprzewodnikow.

2. Historia nadprzewodnictwa

Nadprzewodnictwo odkryt Heike Kamerlingh Onnes w 1911 roku
podczas badan wlasciwosci materiatbw w niskich temperaturach. Badania
rteci, ktora byla wowczas najczystszym mozliwym do uzyskania pier-
wiastkiem, wykazaty spadek jej oporu elektrycznego w temperaturze 4 K
do niemierzalnie niskiej warto$ci. Jest to jedna z charakterystycznych cech
nadprzewodnikéw — zerowa rezystancja ponizej pewnej temperatury nazy-
wanej temperaturg krytyczng. Warto$¢ tej temperatury jest indywidualna
dla kazdej substancji i zalezy zarowno od sktadu chemicznego jak i stru-
ktury danego zwigzku. Przyjmuje rowniez réozne wartosci w zaleznosci od
czynnikow zewngtrznych takich jak ci$nienie czy pole magnetyczne [1]. Na
rysunku 1 zostal zaprezentowany oryginalny wykres H. Kamerlingha
Onnesa przedstawiajacy spadek oporu rteci wraz z temperaturg [2].

Druga charakterystyczng cecha nadprzewodnikow jest zerowa wew-
netrzna indukcja magnetyczna. Jej skutkiem jest fakt, ze material bedacy
w stanie nadprzewodzacym wypycha ze swojego wnetrza linie pola
magnetycznego [1]. Zjawisko to nazwane efektem Meissnera-Ochsenfelda,
zostato zobrazowane na rysunku 2 [3].

!izabelawrona2107@op.pl, Instytut Fizyki, Wydziat Inzynierii Produkcji i Technologii
Materiatoéw, Politechnika Czestochowska, www.pcz.pl

2 awojcik14@wp.pl, Instytut Fizyki, Wydziat Inzynierii Produkeji i Technologii Materiatow,
Politechnika Czgstochowska, www.pcz.pl
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Rys. 1. Zaleznos¢ oporu elektrycznego rteci od temperatury [2]
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Rys. 2. A - pole magnetyczne przenika substancje¢ w stanie normalnym; B - efekt Meissnera-
Ochsenfelda - substancja w stanie nadprzewodzacym wypycha pole magnetyczne [3]

Kolejng wazna data w historii nadprzewodnictwa jest rok 1956 kiedy to
powstata pierwsza teoria opisujgca zjawisko, od nazwisk tworcow — Johna
Bardeena, Leona Coopera i Roberta Schrieffera — nazwana teorig BCS.
Teoria ta wprowadza pojecie pary Coopera, czyli elektrondow zwigzanych
ze sobg poprzez oddziatywanie z siecig fononéw. Dwa elektrony, jako
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czasteczki o tym samym tadunku, odpychaja si¢, jednak w przypadku kiedy
badana probka znajduje si¢ w stanie nadprzewodzacym, w duzym uprosz-
czeniu mozna przyjac, ze poruszajacy si¢ elektron przyciggajac jony sieci
krystalicznej wywoluje zageszczenie tadunku dodatniego w swoim otoczeniu.
Zageszczenie to przyciaga natomiast kolejny elektron, w wyniku czego
efektywne oddzialtywanie miedzy dwoma elektronami jest przyciagajace [1].
W 1986 roku Bednorz i Miiller odkryli nadprzewodnictwo wysoko-
temperaturowe. Teoria BCS nie sprawdza si¢ jednak w przypadku nad-
przewodnikow wysokotemperaturowych i jak dotad nie powstala ogoélnie
akceptowalna teoria opisujgca ten rodzaj nadprzewodnictwa [4].

3. Rodzaje i wlasciwosci nadprzewodnikow

Istniejg dwa rodzaje nadprzewodnikow. Nadprzewodniki typu pierwsze-
go calkowicie wypychaja pole magnetyczne ze swojego wnetrza. Glgbo-
ko$¢ wnikania pola magnetycznego jest warto$cig charakterystyczng dla
stanu nadprzewodzacego. W zwiazku z wypychaniem pola magnetyce-
nego poza nadprzewodnik oraz brakiem wnikania zmian pola obserwuje si¢
tzw. londonowska glebokos¢ wnikania pola magnetycznego, ktéra zanika
ekspotencjalnie. Materiaty o grubos$ci mniejszej niz gtgbokos$¢ wnikania dla
danego nadprzewodnika posiadaja wigcksze wartosci pola krytycznego oraz,
co za tym idzie, wigksze warto$ci natezenia strumienia pradu [5].

Nadprzewodniki drugiego typu charakteryzuja si¢ wystepowaniem
dwoch wartosci pola krytycznego. Stan nadprzewodzacy, ponizej pierwszej
wartosci pola krytycznego, nie rozni si¢ od stanu nadprzewodzacego
w nadprzewodnikach pierwszego rodzaju, natomiast przekroczenie drugiej
wartosci pola krytycznego skutkuje powrotem materialu do stanu
normalnego. Pomigdzy wspomnianymi warto$ciami wystepuje stan nazy-
wany mieszanym, w ktorym do wnetrza nadprzewodnika wnika cze$ciowo
skwantowane pole magnetyczne w postaci fluksonéw. Flukson tworzy ni¢
strumienia magnetycznego, przechodzacego przez nadprzewodnik, wokot
ktorego plynie prad nadprzewodzacy tworzacy wir, co zostato zobrazowane
na rysunku 3. Wewnatrz fluksonu nat¢zenie pola magnetycznego jest duze
i w jego obrebie, material znajduje si¢ w stanie normalnym. Natomiast
W obszarach, ktorych nie przenika pole magnetyczne, probka znajduje sie
wcigz w stanie nadprzewodzacym [1].
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Rys. 3. Fluksony w stanie mieszanym nadprzewodnika Il rodzaju [6]

Kolejnym parametrem charakterystycznym dla nadprzewodnikow jest
dtugos$¢ koherencji okreslajgca maksymalng odlegto$¢ miedzy elektronami
tworzacymi par¢ Coopera. Jej warto§¢ maleje wraz ze wzrostem ilo$ci
domieszek w materiale. Kazdy doskonale czysty nadprzewodnik posiada
indywidualng wartos¢ statej materiatowej Ginzburga-Landaua, ktéra jest
stosunkiem gtebokos$ci wnikania do dlugosci koherencji [5].

Ponadto w stanie nadprzewodzacym zmieniajg si¢ wtasciwosci cieplne
materialow. Obserwuje si¢ skok ciepta wlasciwego oraz spadek przewod-
nosci cieplnej. Ulegaja zmianie réwniez wlasciwosci absorpcyjne 1 odbi-
ciowe fal elektromagnetycznych [1].

4. Zastosowania nadprzewodnikow

Ze wzgledu na swoje unikatowe cechy nadprzewodniki znajdujg liczne
zastosowania od detekcji pél magnetycznych, magazynowania energii,
uktadow przelaczajacych czy obwodow mikrofalowych po urzadzenia do
przeprowadzania reakcji termojadrowych. Technologie pozwalajace na
wykorzystanie nadprzewodnikow sg wcigz doskonalone, dlatego badania
dotyczace nadprzewodnictwa moga mie¢ istotny wptyw na rozwoj nauki
i techniki.
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W ramach pracy zostang scharakteryzowane najwazniejsze rozwigzania
technologiczne, w ktorych praktycznie wykorzystuje si¢ wystepowanie
stanu nadprzewodzacego.

W dziedzinie wytwarzania materiatow nadprzewodnikowych $wiato-
wym liderem jest firma American Superconductor zatozona w 1987 roku.
Obecnie prowadzi ona badania nad opracowaniem technologii pozwalajacej
na produkcje¢ na skale przemystowa nadprzewodnikow wysokotemperatu-
rowych, ktorych koszt bylby poréwnywalny z cenami tradycyjnych
materiatow.

W  Europie natomiast utworzono Kkonsorcjum zrzeszajgce firmy
dziatajagce w kierunku rozwoju zastosowan nadprzewodnikéw pod nazwa
CONECTUS [7].

4.1. Z¥acze Josephsona

Ztacze Josephsona jest elementem elektronicznym sktadajacych sie
z dwoch roéznych nadprzewodnikow oddzielonych cienkg warstwa izolatora
(rys. 4). Prad nadprzewodzacy w postaci par Coopera moze tunelowaé
przez warstwe izolatora, a jego nat¢zenie zalezy od pola magnetycznego
w jakim znajduje si¢ zlacze.

Na poczatku 1960 odkryto, ze ztacze Josephsona mozna wykorzysta¢ do
konstrukcji przetacznikow w uktadach cyfrowych, poniewaz cechuje sie
niskim poborem mocy i bardzo krotkim czasem przetgczania. Badania
w tym kierunku prowadzone przez firm¢ IBM zostaly jednak porzucone
mimo obiecujgcych wynikow. Komputer wykorzystujacy nadprzewodzace
elementy nie jest konkurentem dla dzisiejszej technologii, przynajmniej
w takiej postaci w jakiej dotychczas poznano nadprzewodnictwo. Przyczyna
porzucenia badan byla gltéwnie potrzeba ciaglego schtadzania urzadzen
oraz ich wyjatkowo niska wytrzymato§¢ mechaniczna. Nalezy jednak
podkresli¢, ze powinni§my si¢ spodziewac wielu rewolucyjnych rozwigzan
z chwilg odkrycia materialu wykazujgcego wilasciwosci nadprzewodzace
w temperaturze pokojowej [8].

Rys. 4. Ztacze Josephsona [9]
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4.1.1. SQUID

SQUID (ang. superconducting quantum interference device), czyli
nadprzewodnikowy interferometr kwantowy, jest niezwykle czulym
detektorem po6l magnetycznych. W zaleznosci od konstrukcji SQUID
zbudowany jest z dwoch lub jednego ztacza Josephsona oraz nadprzewo-
dzacego pierscienia. Gtoéwna funkcja ztacz Josephsona w tym urzadzeniu
jest umozliwienie strumieniowi magnetycznemu wnikania do wngtrza
pierscienia nadprzewodzacego. Ponadto ztacza pozwalaja sledzi¢ periodyczne
zmiany pradu indukowanego w pierscieniu pod wplywem zmieniajgcej si¢
indukcji zewnetrznego pola magnetycznego.

Czulo$¢ nadprzewodnikowego interferometru kwantowego pozwala na
pomiar natezenia pola magnetycznego rzedu 10™° T, czyli jest on zdolny do
wykrycia pola magnetycznego generowanego przez serce i mozg
cztowieka. DIla poréwnania pole magnetyczne ziemi osigga warto$¢ rzedu
10 T. Wykorzystanie tego urzadzenia w praktyce pozwala na bezinwazyjng
diagnostyke mozgu [10].

4.2. Kriotron

Kriotron sktada si¢ z solenoidu z nadprzewodzacego drutu o duzym
polu krytycznym, wewnatrz ktorego umieszczony jest krotki drut
nadprzewodzacy o niewielkim polu krytycznym nazywany zaworem (rys.
5). Zawor znajduje si¢ w polu magnetycznym generowanym przez solenoid
pod wplywem przeptywajacego pradu. Po przekroczeniu przez to pole
wartosci  krytycznej zawodr przechodzi ze stanu nadprzewodzacego
w normalny. Kriotron zostal skonstruowany podczas badan nad wyko-
rzystaniem nadprzewodnikow w maszynach liczacych w 1954 roku
w Massachusetts [5].

ANANANEA

U\

Rys. 5. Kriotron z uzwojeniem drucianym. 1 — cewka sterujaca; 2 — drut zaworu [11]
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4.3. Transformatory

Konstrukcja nadprzewodnikowego transformatora opiera si¢ na rdzeniu
magnetycznym odseparowanym od pozostalych uzwojen. Ze wzglgdu na
dziesi¢ciokrotnie wigksze gestosci pradu niz w konwencjonalnych transfor-
matorach, transformatory nadprzewodnikowe charakteryzuja si¢ duzo
mniejszg masa 1 objetoscia, przy zwigkszonej sprawnosci. Redukcja
wymiaréw moze sigga¢ nawet 40%.

Czotowe firmy na §wiecie prowadza prace nad transformatorami
nadprzewodnikowymi. W 1997 r. rozpoczeto eksploatacje transformatora
W Genewie zaprojektowanego przez firm¢ ABB, ktéra jednoczes$nie podjeta
projekt budowy transformatora z zastosowaniem przewodéw wykonanych
z nadprzewodnikow wysokotemperaturowych. Badania nad transformatorami
sa rowniez prowadzone przez takie firmy jak Siemens, Fuji-Electric czy
Sumitomo [7].

4.4. Magazynowanie energii

Magazynowanie energii i przechowywanie jej bez strat przez nieo-
kreslony czas jest mozliwe przy uzyciu obwodu sktadajacego si¢ z cewki
nadprzewodzacej oraz nadprzewodzacego tacznika. Stosowanie nadprze-
wodnikoéw pozwala na gromadzenie bardzo duzych energii w poréwnaniu
z metodami konwencjonalnymi co rozszerza zakres ich zastosowan.
Ponadto nadprzewodniki pozwalaja na uzyskiwanie bardzo szybkich
wyladowan i co za tym idzie bardzo duzych mocy. Istnieje mozliwos¢
zasilania odbiornikdéw za pomoca klasycznego uzwojenia wtornego
w transformatorze oraz zasilanie kilku obwodow jednoczesnie. Nadprze-
wodniki umozliwiajg takze wytwarzanie pradow lub napie¢ o bardzo
duzych wartosciach oraz uzyskiwanie sprawnos$ci urzadzen na wysokim
poziomie poprzez impedancj¢ uzyteczng [5, 11].

4.5. Kriokable

Kriokable wypadajg niezwykle korzystnie w poréwnaniu z kablami
tradycyjnymi, gdyz sg w stanie przewodzi¢ prad o tysigckrotnie wigkszym
natezeniu. Ich skomplikowana konstrukcja, przedstawiona na rysunku 6,
ma na celu zapewnienie utrzymania rdzenia ponizej temperatury krytycznej
co skutkuje uzyskaniem stanu nadprzewodzacego. W niskich tempera-
turach wilasciwosci fizyczne metali, takie jak elastycznosé, moga znaczgco
si¢ zmienia¢, dlatego istotna jest ochrona nadprzewodzacego rdzenia przed
uszkodzeniami mechanicznymi. Czesto kriokable umieszcza si¢ w sztywnej
stalowej rurze, potsztywnym aluminium lub w olowianej powloce
wypetionej wysokoci$nieniowym olejem, ktory ma na celu zapewnienie
spojnosci izolacji kabla [12].
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Wewnetrzna $ciana kriostatu

Ciekly Azot
Ostona z drutu miedzianego
Tasma nadprzewodzgca
Dielektryk wysoko napieciowy :

Tasma nadprzewodzaca :
Dgh

Rdzen z miedzi oraz Nb3Sn

Substancja superizolujaca Powtoka ochronna

Zewnetrzna $ciana kriostatu
Rys. 6. Przyktadowa konstrukeja kriokabla [13]

Wyjatkowo dobre parametry posiadajg kable wykonane z wykorzy-
staniem zwigzku NbsSn. Zwiazek ten, bedacy nadprzewodnikiem Il rodzaju,
wykazuje wlasciwosci nadprzewodzace w temperaturze 17,5 K, czyli
wyzszej niz czysty niob. Ponadto charakteryzuje si¢ wysokg wartoscig pola
krytycznego co jest wyjatkowo korzystne z punktu widzenia przydatnosci do
konstrukcji silnych magneséw nadprzewodzacych wymagajacych duzych
gestoscei pradu [14].

Rdzen kabla zawiera zatopione w miedzi widkna wykonane z niobu
0 $rednicy 5 pm otoczone 1 mikrometrowg warstwa NbsSn. Ze wzgledu na
krucho$¢ NbsSn kable wykonane z wykorzystaniem tego zwigzku musza
by¢ traktowane ze szczegdlng ostroznoscig. Kazdy przewdd ma okreslong
krytyczng $rednice gigcia, ponizej ktorej nastgpuje znaczna redukcja
przewodzonego pradu [12, 13].

4.6. Silne pole magnetyczne

4.6.1. Nadprzewodzace elektromagnesy

Konstrukcja elektromagnesu nadprzewodzacego opiera si¢ na cewce
wykonanej z nadprzewodzacego drutu. Jest ona zanurzona w cieczy
kriogenicznej zapewniajacej utrzymanie temperatury ponizej temperatury
krytycznej nadprzewodnika. Prad wpuszczony w zapetlona cewke moze
krazy¢ w niej bez konca, rowniez po wylaczeniu zasilania, pod warunkiem
utrzymania materialu ponizej temperatury krytyczne;j.

Wykorzystanie elektromagneséw nadprzewodzacych do obrazowania
metodg rezonansu magnetycznego bylo pierwszym komercyjnym zastosSo-
waniem materialdow w stanie nadprzewodzacym. Ta bezinwazyjna technika
pozwala na tworzenie dwuwymiarowych obrazéw umozliwiajacych lokali-
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zowanie i identyfikacje¢ zaburzen w obrebie ludzkiego ciata. Badanie polega
na umieszczeniu pacjenta w jednolitym silnym polu magnetycznym
elektromagnesu. Powodem zastosowania nadprzewodnikow jest czynnik
ekonomiczny, poniewaz koszty utrzymania wlasciwej temperatury sa
mniejsze od kosztéw pracy elektromagneséw generujacych straty w postaci
ciepta i wymagajacych zasilania w wysokie moce [10].

4.6.2. Kierowanie strumieniem czgstek

Nadprzewodzace cewki sa wykorzystywane do kontroli strumienia
natadowanych czastek. W zalezno$ci od rodzaju urzadzenia wytworzone
pole magnetyczne moze by¢ toroidalne jak w tokamaku lub w postaci
wielokrotnie zwinigtej wstegi Mdbiusa w urzadzeniu o nazwie stellarator.
Wspomniane urzadzenia, zaprezentowane na rysunkach 7 i 8, stuza do
wytwarzania plazmy i przeprowadzania kontrolowanej reakcji termojadrowe;.

o = -

Rys. 7. Wngtrze tokamaku [15]

Rys. 8. Plazma utrzymywana w polu magnetycznym stellaratora [16]
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46.3. ITER

ITER (ang. International Thermonuclear Experimental Reactor) jest
programem badawczym majacym na celu zbadanie mozliwosci wyko-
rzystania na wielkg skale energii uzyskiwanej podczas przeprowadzania
kontrolowanej fuzji jadrowej. Na realizacje projektu, polegajacego na
budowie reaktora termonuklearnego w oparciu o tokamak oraz wykonanie
planowanych badan, przeznaczono 30 lat, termin rozpoczgcia pracy reaktora
wyznaczono na 2019 rok [17].

Pozadana energia powstaje podczas fuzji jadra deuteru z jadrem trytu.
W wyniku reakcji uzyskuje si¢ jedng czastke alfa, wysokoenergetyczny
neutron oraz 17,5 MeV energii. Do przeprowadzenia fuzji konieczne jest
zapewnienie odpowiednich warunkéw, do ktérych nalezy ekstremalnie
wysoka temperatura poréwnywalna z temperaturg panujacg we wnetrzu
gwiazd. Tak goraca plazma nie moze mie¢ kontaktu ze $cianami reaktora.
Dodatkowo konieczne jest utrzymanie odpowiednio wysokiej gestosci
plazmy. Realizuje si¢ to poprzez zamknigcie plazmy w putapce
magnetycznej w odpowiednio uksztalttowanym polu wytworzonym przez
magnesy nadprzewodzace [18].

Tokamak jako konstrukcja umozliwiajagca przeprowadzenie fuzji
jadrowej powstaje w centrum badawczym Cadarache, w poblizu Marsylii,
na potudniu Francji. Sercem urzadzenia jest toroidalny uktad magnesoéw
nadprzewodzacych sktadajacych si¢ z 18 cewek. Cewki nawinigte sg
z kabli zawierajagcych nici miedziane wraz z nadprzewodzacymi niémi
niobowo-cynowymi o tacznej dlugosci ponad 80 km. Przewody bedg
chtodzone ciektym helem wewnatrz stalowej otuliny. Konstrukcja
umozliwia przeptyw pradu o wartosci 68 kA oraz generowanie pola
magnetycznego o wartosci 11,8 T.

Zgodnie z zatozeniami reaktor ma by¢ uruchamiany na 1000 sekund
generujac w tym czasie moc 500-1100 MW. Energia fuzji jadrowej ma
ogromny potencjal ze wzgladu na produkcj¢ duzo mniejszej ilosci
zanieczyszczen w pordwnaniu z energia pozyskiwang w reaktorach
jadrowych. Ponadto promieniowanie, ktore jest efektem ubocznym reakcji
zachodzacej w tokamaku mozna przeznaczy¢ do wytworzenia paliwa
wykorzystywanego w nim samym [17].

4.7. Maglev — kolej magnetyczna

Maglev (ang. magnetic levitation) jest przyktadem praktycznego wyko-
rzystania efektu Meissnera. Dzigki wypychaniu pola magnetycznego poza
nadprzewodniki umieszczone w podwoziu pociag jest w stanie lewitowaé
nad torowiskiem zbudowanym z uktadu elektromagnesow. Oznacza to
catkowite wyeliminowanie kontaktu z podtozem, a wigc minimalizacj¢ strat
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zwigzanych z tarciem. W porownaniu z konwencjonalnymi liniami duzych
predkosci kolej magnetyczna pozwala na 30% redukcje zuzycia energii.
Ponadto zapewnia wysoki komfort jazdy dzigki minimalizacji drgan,
wibracji oraz hatasu.

Obecnie kolej opierajaca si¢ na wykorzystaniu nadprzewodnikéw
funkcjonuje na trasie lgczacej lotnisko w Szanghaju z centrum miasta.
Maksymalna predkos¢ jaka osigga ten najszybszy komercyjnie
wykorzystywany pociagg wynosi 430 km/h. Maglev, przedstawiony na
rysunku 9, pokonuje 30,5 kilometrowa trase w 8 minut ze S$rednig
predkoscia wynoszaca 228 km/h [19].

Rys. 9. Maglev — Shanghajski pociag utrzymywany
nad torami dzieki wykorzystaniu nadprzewodnikow [19]

5. Podsumowanie

Mimo, iz nadprzewodniki nie spelily oczekiwan jakie im stawiano
W przesztosci, poniewaz 6wczesne rewolucyjne zastosowania okazaty sie
nieoplacalne ekonomicznie, badania dotyczace nadprzewodnictwa wciaz
stanowig istotng gataz fizyki dajacg nadziej¢ na znaczacy rozwoj techniki.

Aktualnie nadprzewodniki sa wykorzystywane w wielu urzadzeniach
usprawniajagc ich prac¢ oraz pozwalajagc na oszczedno$ci zwiazane
Z zapotrzebowaniem na energi¢ elektryczng. Pozwalajg przede wszystkim
na rozwoj urzadzen wykorzystujacych silne pola magnetyczne, a w przy-
sztosci beda stosowane w coraz wigkszej liczbie przyrzadow w celu
ograniczenia strat energetycznych.

Znaczacy postep w dziedzinie wytwarzania materiatdw nadprze-
wodzacych oraz ich wykorzystania nastgpit wraz z odkryciem
nadprzewodnikow wysokotemperaturowych. Warto$¢ ich temperatury
krytycznej pozwala na zastgpienie uzywanego do chlodzenia cieklego helu
azotem, co jest rownoznaczne z obnizeniem kosztoéw. Naukowcy
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przescigaja si¢ w odkrywaniu zwigzkow o coraz wyzszej temperaturze
krytycznej oraz w dopracowywaniu technologii zwigzanych z juz
poznanymi nadprzewodnikami. Rewolucji nalezy si¢ jednak spodziewaé
z chwila odkrycia zwiazku wykazujacego wlasciwosci nadprzewodzace
w temperaturze pokojowej.
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Praktyczne zastosowania materialow w stanie nadprzewodzacym

Celem pracy jest zaprezentowanie przegladu wspotczesnych zastosowan materialdow w stanie
nadprzewodzacym.

Nadprzewodniki sa substancjami, ktore ponizej pewnej temperatury, nazywanej temperaturg
krytyczna, uzyskuja szczegdlne wiasciwosci, do ktorych zaliczy¢ nalezy migdzy innymi zerowy
opor elektryczny. Ta wyjatkowa cecha pozwala konstruowaé przewody o doskonatych
parametrach. Pierwszy raz nadprzewodniki zostaty wykorzystane w rezonansie magnetycznym,
jako magnesy nadprzewodzace, co pozwolito zminimalizowa¢ straty wynikajace z nagrzewania
si¢ urzadzen podczas przeptywu pradu o duzej mocy. Inna cecha charakterystyczng materiatow
W stanie nadprzewodzacym jest wypychanie z ich wngtrza pola magnetycznego. Zjawisko to
zostalo wykorzystane np. do stworzenia lewitujacych pociagdw poruszajacych si¢ bez tarcia
z ogromnymi predkosciami.

Ze wzgledu na swoje unikatowe cechy nadprzewodniki znajduja liczne zastosowania od detekcji
pol magnetycznych, magazynowania energii, ukladéw przelaczajacych czy obwodow
mikrofalowych po urzadzenia do przeprowadzania reakcji termojadrowych.

Technologie pozwalajace na wykorzystanie nadprzewodnikow sa wciaz doskonalone, dlatego
badania dotyczace nadprzewodnictwa moga mie¢ istotny wplyw na rozwdj nauki i techniki.

W ramach pracy zostang scharakteryzowane najwazniejsze rozwigzania technologiczne,
w ktorych praktycznie wykorzystuje sie¢ wystepowanie stanu nadprzewodzacego.

Stowa kluczowe: nadprzewodnik, temperatura krytyczna, nowoczesne technologie

Practical applications of materials in the superconducting state

The aim of the publication is to present a review of modern applications of materials in the
superconducting state.

Superconductors are materials that below a certain temperature, called the critical temperature,
obtain special properties, which include electrical resistance equal to zero. This special feature
allows to create wires with perfect properties. For the first time superconductors are used in
magnetic resonance imaging, as the superconducting magnets, which could minimize losses of
energy resulting from the heating of the equipment during of the high power current flow.
Another characteristic property of materials in the superconducting state is pushing out the
magnetic field from the interior. This phenomenon has been used for example to create levitating
trains moving without friction with enormous velocities.

Due to its unique characteristics the superconductors have many applications like the detection of
magnetic fields, energy storage, switching arrangements, microwave circuits or facilities for
carrying out the reaction of thermonuclear fusion.

Technologies capable of the use of superconductors is still developing, which is why research on
superconductivity may have a significant impact on the development of science and technology.
As part of this work we have characterized most important technologies in which the
superconductors there are practically used.

Keywords: superconductor, critical temperature, modern technologies
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Technologie i metody wytwarzania
indywidualnych implantéw kostnych

1. Wstep

Nieustannie rosngce tempo zycia sprawia, ze kazdy z nas ma coraz
mniej czasu na zatroszczenie si¢ o swoje zdrowie. Przyczynia si¢ to
réwniez do coraz liczniejszych i bardziej zaawansowanych probleméw
z uktadem migsniowo-szkieletowym. Medycyna wypracowata szereg
standardowych rozwiazan, lecz czesto rozleglos¢ uszkodzen nie pozwala na
ich zastosowanie. W takich przypadkach czesto jedynym rozwigzaniem
stajg si¢ implanty indywidualne.

Rozwoj techniki w znaczacy sposob przyczynia si¢ do rozwoju indy-
widualnego podej$cia do pacjenta, jego schorzenia. Staje si¢ to widoczne
obserwujac droge pacjenta od diagnozy, przez podjecie decyzji o leczeniu, az
do jego zakonczenia. Na kazdym kroku pacjentowi towarzyszy nowoczesna
technika, przy pomocy ktorej nawet najbardziej zaawansowane schorzenia
czy uszkodzenia nie wydaja si¢ by¢ beznadziejnymi.

Szczegblnie widoczne jest to w ortopedii. Do niedawna wykonanie
opracowanego dla danego implantu bylo procesem zmudnym, czgsto
niemozliwym. Obecna technika pozwala na wykorzystanie danych
diagnostycznych, opracowanie na ich podstawie modelu cyfrowego implantu
przeznaczonego dla konkretnego pacjenta i jego wytworzenie na urza-
dzeniach ubytkowych lub przyrostowych.

2. Cel pracy

Zamystem niniejszej pracy jest przedstawienie metod i technologii
wytwarzania, coraz czesciej stosowanych implantéw indywidualnych,
bedacych czesto jedynym ratunkiem dla pacjentow z zaawansowanymi
schorzeniami czy uszkodzeniami. W pracy zostal uwzgledniony podziat na
metody ubytkowe i przyrostowe.

Szczegdlng uwage poswigcono metodom przyrostowym, ktére daja
bardzo dobre efekty, doktadne odwzorowanie modelu komputerowego
implantu przy wytwarzaniu wszczepu. Sposrod metod przyrostowych
opisane zostaty technologie mogace stuzy¢ do wytworzenia gotowych

! a.dubicki@doktoranci.pb.edu.pl, Katedra Inzynierii Materiatowej i Biomedycznej, Wydziat
Mechaniczny, Politechnika Biatostocka, www.pb.edu.pl
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implantow — selektywne spiekanie laserowe (SLS) i selektywne topienie
laserowe (SLM).

3. Schorzenia wymagajace wykorzystania indywidualnych
WSZCZepoOw

Najczestszymi schorzeniami, ktore wymagaja zastosowania implantow
indywidualnych sg ztamania (gtéwnie z powiktaniami), choroby nowo-
tworowe, wysokoenergetyczne zdarzenia, (wypadki komunikacyjne, upadki
z wysokosci) oraz zwyrodnienia, deformacje i martwice kosci [1].

Ztamania, zwyrodnienia stawdéw czy deformacje czesto wymagaja
zastosowania endoprotez. Medycyna wypracowata sobie dziesiatki rozmai-
tych rozwigzan, roéznigcych si¢ budowa, materiatem i sposobem moco-
wania. Stosowanie endoprotez wigze si¢ rowniez z problemami. Najpowaz-
niejszymi z nich jest ryzyko zwichnigcia stawu, poluzowania elementow
endoprotezy, jak irowniez zuzycie materialu powierzchni sztucznego
stawu. Wprowadza to konieczno$¢ ograniczenia aktywnosci osob po
alloplastyce, a w przypadku zuzycia — jej wymiany. Protezy wtdrne nazy-
wane sg rewizyjnymi. Niestety zuzycie takiej protezy moze wigzaé si¢
z koniecznoscig unieruchomienia stawu. Jedynym ratunkiem pozostawia-
jacym ruchomos$¢ stawu jest opracowanie indywidualnej konstrukcji,
doktadnie dopasowanej do pozostatego koséca [2].

Prawdziwa plaga naszych czasow staly si¢ choroby nowotworowe.
Zmiany takie moga pojawi¢ si¢ W niemal kazdej okolicy ciata, moga zajac
kazdy uktad inarzad, réwniez narzadu ruchu. Wyniki leczenia zmian
nowotworowych zaleza w gléwnej mierze od ich wczesnego rozpoznania,
o jest czesto trudne, gdyz poczatkowe objawy nie sg charakterystyczne.
Leczenie dobierane jest w zaleznosci od rodzaju nowotworu. Zmiany
fagodne w obrgbie koséca wymagajg jedynie zabiegu chirurgicznego
i wycigcia, wylyzeczkowania lub wyfrezowania zmiany oraz uzupetnienia
przeszczepem kostnym lub stabilizowany plytkami. Zmiany zlo$liwe
wymagaja tzw. leczenia skojarzonego, z dodatkowym zastosowaniem
chemio- i/lub radioterapii. Zaawansowane zmiany mogg wymagac
zastosowania implantow spersonalizowanych [1].

Kolejnym przyktadem wymagajacym wykorzystanie indywidualnych
srodkéw sa tzw. zdarzenia wysokoenergetyczne — wypadki komunikacyjne,
upadki. Powstate w ich skutek wieloodtamowe ztamania uniemozliwiaja
wykorzystanie standardowych ptytek, $rub czy gwozdzi zespalajacych.
W takim przypadku odlamy kostne musza by¢ zastgpione przygotowanym
implantem. Czestymi przypadkami w ktorych obecnie stosowane sa takie
rozwigzania to ubytki kostne czaszki. Implanty takie nie wymagaja
znacznej wytrzymatosci, co konieczne jest dla wszczepoéw zastgpujacych
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kos$ci przenoszace znaczne obcigzenia (gldéwnie uzupetniajace, zastepujace
tkanke kosci czy stawow bioracych udziat w lokomocji), a stanowi pewien
problem przy ich wytwarzaniu metodami przyrostowymi [1, 3, 4]

Przy obecnym stanie techniki i nauki, lekarze we wspotpracy z inzy-
nierami moga tworzy¢ implanty niemal kazdej czeéci ciata. Oprocz
wytwarzanych z réznych materiatdbw wszczepow, mogacych zastapic¢ kosci,
coraz czgéciej mozna spotkac si¢ z uzupelnieniem innych tkanek [5].

4. Wytwarzanie implantow indywidualnych

Wytwarzanie standardowych implantow oparte jest na procesach
odlewania, kucia, cigcia, wiercenia oraz toczenia i frezowania. Opracowane
przez firmy z branzy ortopedycznej procesy technologiczne pozwalaja na
seryjna produkcje standardowych wyrobow, ktore beda spetnia¢ wszystkie
stawiane im wymagania, a koszty ich produkcji pozwola na konkurent-
cyjnos¢ z innymi korporacjami.

Implanty indywidualne wymagaja innego podejscia. Jednostkowa
produkcja takiego wyrobu sprawia, ze wykorzystanie metod stosowanych do
produkcji masowej staje si¢ nicoplacalne, a wrecz niemozliwe ze wzgledu na
konieczno$¢ doktadnego odwzorowania ksztattu implantu indywidualnego.
Proces projektowania indywidualnych implantéw z obrazéw pochodzacych
z urzadzen diagnostycznych zachgca, ale i wymusza zastosowanie technik
wytwarzania ze wspomaganiem komputerowym (ang. Computer Aided
Manufacturing — CAM).

Najczesciej spotykang formg wytwarzania implantdéw spersonalizo-
wanych sg techniki przyrostowe. Pozwalaja one na dokladne odwzorowanie
komputerowego modelu implantu i jego niemal natychmiastowe wszczep-
pienie. Nie sg one jednak jedynym mozliwym rozwigzaniem. Rozwdj
wspotczesnych urzadzen do wytwarzania metoda ubytkowa, ktére opieraja
si¢ na sterowaniu przez system komputerowy sprawit, ze moga by¢ one
z powodzeniem wykorzystane w produkcji nawet dosy¢ skomplikowanych
implantow.

4.1. Metody ubytkowe

Nadanie ksztaltu wyrobowi poprzez stopniowe usuwanie nadmiaru
Z przyjetego wstepnie w wigkszej ilosci materiatu, poprzez jego skrawanie,
$cieranie lub erodowanie, nazywane jest ksztaltowaniem ubytkowym
wyrobow [6].

Pierwsze urzadzenia stuzace do ubytkowego ksztaltowania przedmiotow
pochodzg z czasow prehistorycznych, a dokladniej epoki zelaza. Przykta-
datem moze by¢ tokarka z okoto 1200 roku p.n.e. uzywana w Mykenach.
Napedzane poprzez naciskanie pedalu, obrabiajace drewno tokarki byly
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stosowane réwniez przez Etruskow (700 r. p.n.e.) oraz Egipcjan (200 r.
p.n.e.). W sredniowieczu urzadzenia zostaly udoskonalone, poprzez dodanie
napedu sita wody. Masowy rozwoj obrabiarek, spowodowany rewolucja
przemystowa, mozna zaobserwowa¢ pod koniec XVIII wieku. To wtedy
wprowadzone zostaty nowe rozwigzania wiertarek, tokarek i frezarek, czesto
funkcjonujace do czaséw wspolczesnych. Wiek XX przyniost rozwoj
automatyzacji i komputeryzacji produkcji, co widoczne jest rowniez
W konstrukcjach obrabiarek, w ktorych starano si¢ zminimalizowa¢ udziat

cztowieka w obstudze urzadzen [7].

Ksztaltowanie poprzez ubytek materialu moze odbywaé si¢ metodami
skrawania, $cierania lub erodowania. Podzial przedstawiony zostal na

rysunku 1.
KSZTALTOWANIE UBYTKOWE
[.
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Rysunek 1. Schemat podziatu metod ksztattowania ubytkowego [6]

Obrobka widrowa polega na usuwaniu, z wykorzystaniem energii
mechanicznej, materialu w postaci wiorow. Moga one by¢ oddzielane przy
uzyciu pojedynczego lub wielu ostrzy o znanym ksztalcie, geometrii
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(skrawanie) lub wrecz niezliczona liczba ostrzy, o nieznanej geometrii
(Scieranie). Obrobka erozyjna wykorzystuje do usuwania materiatu réznego
rodzaju zjawiska erozyjne. Stosowana jest gléwnie przy materialach
trudnoskrawalnych [6].

Do wytwarzania przedmiotow stosowanych do celow medycznych,
wymienione metody moga i sa z powodzeniem wykorzystywane przy
produkcji seryjnej. Produkcja indywidualnych implantow, doktadne
odwzorowanie ich geometrii z modeli numerycznych wymaga
zastosowania zaawansowanych obrabiarek CNC (ang. Computerized
Numerical Control) [8].

Sterowanymi numerycznie obrabiarkami, ktore umozliwiajg wykonanie
indywidualnego implantu o zaawansowanej geometrii sa pigcioosiowe
centra obrobkowe. Umozliwiaja one wytworzenie nawet najbardziej
skomplikowanych przedmiotéw dla przemyshu lotniczego (np. turbin),
medycznego, kosmicznego i elektronicznego. Obrabiarki te umozliwiaja
obrobke detali o bardzo ztozonych ksztaltach (odwzorowanie biomodeli)
oraz osigganie duzych gtadkosci obrabianych powierzchni dzigki dziataniu
w pieciu osiach [8].

Widok po obrébce Widok po obrobce Widok po obrobce
zgrubnej pétwykonczeniowej wykonczeniowej

Rysunek 2. Wytwarzanie implantu ko$ci jarzmowej w 5-Cio osiowym centrum obrébkowym [8]
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Obrobka materialu rozpoczyna si¢ od wgrania wczesniej przygo-
towanego pliku z modelem powierzchniowym wytwarzanej czgsci. Naste-
pnie uzytkownik ma za zadanie zamodelowaé cze¢$¢ chwytowa urzadzenia
oraz potfabrykat. Waznym etapem jest rowniez dobor narzedzi. Program
obrabiarki przygotowuje plan obrobki i generuje $ciezki ruchu frezow [8].
Po przeprowadzeniu komputerowej symulacji obrobki, umieszczeniu
potfabrykatu i narzedzi, centrum obrobkowe rozpoczyna prace (rysunek 2).

Program obrabiarki dzieli przewaznie proces obrobki na trzy etapy:
obrobke zgrubng, ksztattujaca i wykonczeniows. Taki podzial na etapy
pozwala na stopniowe usuwanie materiatu i doktadne wykonanie przedmiotu.

Wykorzystanie pigcioosiowych centr obrébkowych pozwala na pro-
dukcje implantow o skomplikowanych ksztattach. Uzyskany wyrdb jest
wykonany z duzg doktadnoscig. W tej metodzie wystepuja jednak pewne
mankamenty. Ze wzgledu na konieczno$¢ zastosowania uchwytu, nie
otrzymujemy gotowego produktu. Musi on by¢ poddany dodatkowej
obrébce majacej na celu jego usunigcie. Oprocz tego problemu, zaawan-
sowane centra obrobkowe w zupelnosci moga by¢ wykorzystywane do
wykonania modeli $rednio skomplikowanych struktur anatomicznych [8].

4.2. Metody przyrostowe

Wytwarzanie fizycznych, przestrzennych obiektow z modeli kompu-
terowych, poprzez dodawanie kolejnych warstw materiatu, nazywa si¢
ksztattowaniem przyrostowym. W przeciwienstwie do metod ubytkowych,
w ktorych otrzymany przedmiot jest mniejszy od materiatu wejSciowego
oraz wystepuje odpad, metody przyrostowe prawie nie generujg odpadéw [9].

Wiele osob uwaza, ze metody przyrostowe sg wspotczesnymi tech-
nikami ksztattowania wyrobow, lecz ich historia sigga lat osiemdziesiatych
XX wieku. Ten mylny poglad wynika z obecnie obserwowanego wzrostu
popularnos$ci technik przyrostowych, nagtasniania przez media coraz to
nowszych zastosowan oraz znaczacy spadek cen niektorych urzadzen
addytywnych, przez co technika ta jest bardziej dostgpna [9].

Pierwsza metoda wykorzystujaca technike przyrostowa bylta stereo-
litografia (ang. Stereolithography — SLA). Ta opracowana przez Charlesa
Hull’a metoda, zostata przedstawiona w 1984 roku, a pierwszym wyko-
nanym przedmiotem byta filizanka. W 1986 roku Hull otrzymal ochrone
patentowa na swoj wynalazek i zalozyt firm¢ 3D Systems. Metoda opiera
si¢ na lokalnym oddziatywaniu, emitowanych przez laser promieni UV na
jednorodny osrodek i zmianie jego stanu fazowego. Proces ten nosi nazwe
fotopolimeryzacji. Pod wptywem wigzki promieni UV, w plynnej zywicy
rozpoczynaja si¢ procesy budowy tancuchéw polimerowych. Wraz
z technika stereolitografii, powstat rowniez format plikow STL, ktory jest
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obecnie powszechnie wykorzystywany do wymiany danych miedzy
komputerem, a drukarka 3D [9, 10].

Obecnie najpopularniejsza metoda wytwarzania przyrostowego jest
opracowana w 1988 roku przez Scotta Crumpa, technika osadzania
topionego materiatu (ang. Fused Deposition Modeling — FDM). Polega ona
na nanoszeniu kolejnych warstw budowanego modelu, przy uzyciu
podgrzewanych dysz, do ktorych dostarczany jest i topiony, a nastgpnie
przez nienanoszony, warstwa po warstwie material budulcowy.
Popularno$¢ metody wynika m.in. z wygasnigcia ochrony patentowej na ten
wynalazek oraz mozliwos$ci skonstruowania prostych urzadzen z ogdlnie
dostepnych komponentow [9, 10].

Innowacyjno$¢ technik przyrostowych sprawita, ze powstawaty coraz to
nowsze metody tworzenia addytywnego przedmiotdéw. Na rysunku
3 zaprezentowane zostaly obecnie stosowane metody przyrostowe z podzia-
tem wedtug rodzaju stosowanego materiatu.

Wytwarzanie przyrostowe '

Material w formie proszku Matetial w formue (pol)plynne
SLM/SLS | [ 3D | | Bio-Plotter | [ stA | [ EDM | [ Polylet

Rysunek 3. Metody wytwarzania przyrostowego z podziatem ze wzgledu
na postac stosowanego w produkcji materiatu [11]

Opisane metody znajdujg zastosowanie rowniez w medycynie. Obecnie
stuzg gtownie do tworzenia fizycznych modeli, pomagajacych lekarzom
W zaplanowaniu przebiegu operacji. Stereolitografia moze by¢ réwniez
stosowana do produkcji implantow, ktore nie beda poddawane znacznym
obcigzeniom. Osadzanie topionego materiatu, z pewnymi modyfikacjami
moze by¢ wykorzystywane do wytwarzania resorbowalnych rusztowan dla
komoérek macierzystych [11, 12].

Najwigksze zastosowanie w medycynie, jezeli chodzi o produkcje
indywidualnych implantow, znajduja techniki przyrostowe, ktére umoz-
liwiajg wykorzystanie proszkoéw metali. Do takich metod nalezg selektywne
spiekanie laserowe oraz selektywne topienie laserowe.
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4.2.1. Selektywne spiekanie laserowe (SLS)

Selektywne spiekanie laserowe (ang. Selective Laser Sintering — SLS) jest
metodg bardzo podobng do stereolitografii. Gléwna roznicg jest stosowany
materiat, ktory w tej metodzie wystepuje w postaci proszkow [13].

Historia tej metody siega roku 1979, kiedy to Ross Hausholder opatentowat
system warstwowego formowania obiektow przy uzyciu spiekajacego materiat
lasera. Idea spiekania zostala zaczerpnigta z obserwacji przyrody. Hausholder
jadac do pracy zaobserwowatl fale, ktore nanosily kolejne warstwy piasku.
Jednak z przyczyn finansowych, spiekanie laserowe nie zostato skomer-
cjalizowane przez jego pomystodawce. Niezalezne prace prowadzil rowniez
Carl Decard, ktory postanowil wykorzysta¢ uktad sterujacy maszyn CNC
i potaczy¢ go z pracg lasera. Po blisko trzyletnim przygotowaniu, w 1984 roku
przedstawit on koncepcje selektywnego spiekania laserowego. Metoda ulegata
stopniowemu rozwojowi, co doprowadzito do jej skomercjalizowania, m.in.
dzieki pomocy Uniwersytetu Teksanskiego [9, 10, 13].

Metoda opiera si¢ na dziataniu, poruszajacej si¢ po wyznaczonej §ciezce
i powodujacej spieczenie proszkow, skupionej wigzki §wiatta laserowego.
Spieczenie proszkow odbywa si¢ samorzutnie, wraz ze Wwzrostem
temperatury. Drobne, stykajace si¢ ze sobg ziarna materialu, wiaza si¢ ze
sobg po podgrzaniu do 60-85% temperatury topnienia [9, 10]. Schemat
dziatania metody SLS przedstawia rysunek 4.

Urzadzenia do selektywnego spiekania laserowego s3a zbudowane
Z umieszczonej w podgrzewanej komorze platformy, wyposazonej w stot
roboczy (ruch w osi Z), lasera z systemem soczewek (ruch w osiach X i Y)
oraz dystrybutora proszku wraz z systemem rozprowadzania proszku
i wyrbwnywania jego powierzchni [13].

Wytwarzanie detali rozpoczyna si¢ od przygotowania i zaimportowania
modelu komputerowego. Oprogramowanie urzgdzenia dzieli model na
prostopadte do osi Z warstwy o grubosci zalezne od mozliwosci urzadzenia
oraz potrzeby doktadnosci odwzorowania. Wigzka lasera, powoduje
lokalne podwyzszenie temperatury i w rezultacie spieczenie proszku. Po
zakonczeniu budowy warstwy, stolik roboczy obniza si¢ w osi Z o zapro-
gramowang warto$¢, rowna grubosci pojedynczej warstwy. Dystrybutor
podaje okreslona, odpowiednig ilo§¢ proszku, ktéra rozprowadzana jest
przez rolke rozprowadzajacg. Podpore dla kolejnych warstw stanowi
spieczony oraz rozprowadzony proszek. Te kroki powtarzane sg wielo-
krotnie, az do wykonania ostatniej zaplanowanej warstwy i zakonczenia
budowy przedmiotu. [9, 13].
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Rysunek 4. Schemat dziatania metody SLS (A — rozprowadzenie proszku z komory podajnika,
B - rozpoizgcie procesu spickania, C — proces spiekania) [14]

Metoda SLS znalazta zastosowanie w produkcji przedmiotow o skompli-
kowanych ksztattach. Mozliwos¢ wykorzystania szerokiej gamy materiatow,
m.in. proszkow metali (stopy tytanu, stali, kobaltu), ceramiki (hydro-
ksyapatyt, fosforany wapnia) i tworzyw sztucznych, sprawia ze staje si¢
coraz czgsciej wykorzystywana. Metoda ta daje réwniez dobre rezultaty
w doktadnosci odwzorowania i jakosci powierzchni (tolerancja — 0,2 mm)
[9]. Duza zaleta jest rowniez brak podpor, ktory umozliwia wykonanie
przedmiotow o bardzo skomplikowanych ksztattach [13]. Dodatkowa zaleta
jest wysoka wytrzymalo$¢ na rozcigganie otrzymanych przedmiotow (50
MPa) [9].

Dobre rozwigzania sg jednak nierozerwalnie zwiazane z duzym
kosztem. Dotyczy on gtownie zakupu urzadzen oraz przygotowania
zaplecza do pracy z proszkami (wyciagi, wentylacja). Urzadzeniom SLS
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trudnos$ci sprawia rowniez formowanie plaskich powierzchni, gléwnie ze
wzgledu na powstajgce w trakcie procesu roznice temperatury. Wady metody
nie sg duzym utrudnieniem i znalazta ona zastosowanie m.in. w przemysle
samochodowym, lotniczym, odlewnictwie oraz oczywiscie medycynie [9, 13].

4.2.2. Selektywne topienie laserowe (SLM)

Selektywne topienie laserowe (ang. Selective Laser Melting — SLM) jest
metodg formowania przyrostowego, bardzo podobng do selektywnego
spiekania laserowego. Gtowna roznicg jest energia generowana przez laser,
ktora powoduje lokalne podwyzszenie temperatury proszku i jego stopienie.
Nie dochodzi do spiekania proszku, a do przejscia z materiatu o stanie statym
(proszek), poprzez stan ciekty, ponownie do stanu statego [15].

Metoda topienia laserowego rozwijana byla rownolegle ze spiekaniem
laserowym. Jest intensywnie rozwijang przez konkurencyjne firmy
technikg, co powoduje stosowanie réznego nazewnictwa (np. DMLS — ang.
Direct Metal Laser Sintering). Konstrukcja takich urzadzen niemal nie
r6zni si¢ od budowy omawianych maszyn SLS. W urzadzeniu SLM mozna
spotka¢ ndz (zamiast rolki rozprowadzajacej), ktéry dodatkowo stuzy do
$cinania nieréwnos$ci przetopowych [9, 16]. Schemat urzadzenia przed-
stawiono na rysunku 5.
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Rysunek 5. Schemat urzadzenia i dziatania metody SLM [17]

Proces przetapiania metali wiaze si¢ z szybkim skurczem materiatu, pod
wptywem duzych réznic temperatur. Aby uniknaé deformacji wykony-
wanego detalu, konieczne jest zastosowanie podpor. Jest to duzg wada tej
metody, gdyz wykonany element musi by¢ po zakonczonym procesie
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odciety od stotu roboczego i poddany dodatkowej obrébce, w celu
usunigcia podpér [15, 16].

SLM znalazt zastosowanie m.in. w jubilerstwie. Tq metoda otrzy-
mywane sg rowniez cze$ci do silnikoéw oraz réznego rodzaju prototypy.
Stomatologia wykorzystuje ja do produkcji koron i mostéw oraz indywi-
dualnych implantow stomatologicznych [15].

Selektywne topienie laserowe pozwala otrzymaé efekty podobne do tych,
uzyskiwanych w procesie odlewania. Gléwnymi stosowanymi materiatami
sg tu proszki brazu, stopu kobaltu z chromem, stali nierdzewnej, czystego
tytanu oraz stopu tytanu z aluminium. Wady jak i zalety SLM sg podobne do
metody SLS. Przy poréwnaniu tych metod mozna zauwazy¢, ze topienie
laserowe pozwala otrzyma¢ detale o lepszych wlasno$ciach mechanicznych,
ale duza wada jest konieczno$¢ stosowania podpor [15, 16].

5. Podsumowanie

Coraz szybszy tryb zycia, nie przejmowanie si¢ o swoje zdrowie,
nieprawidlowe zywienie, uzywki — wszystko to przyczynia si¢ do powsta-
wania licznych schorzen. Pomimo Ze organizm sam probuje zwalczy¢ swoje
nieprawidlowe funkcjonowanie i1 dajac wyrazne sygnaly swego wadliwego
dziatania, s3 one przez nas bagatelizowane. Gdy dojdzie do powaznych
zmian czg¢sto jest za p6zno na wprowadzenie standardowych rozwiazan.

Wspblczesna technika i nauka dajg jednak nadzieje na odzyskanie
sprawnosci, w postaci indywidualnych implantow. Staja si¢ one coraz
powszechniej stosowanym sposobem zastgpienia uszkodzonych tkanek
i przywrdcenia pelnionych przez nie funkcji. Oprocz zwigkszonego zapotrze-
bowania, przyczynia si¢ do tego rowniez rozwdj techniki, ktéry umozliwia
przygotowanie i wytworzenie idealnie dopasowanych wszczepow.

Indywidualne implanty mogg by¢ wytwarzane metodami ubytkowymi
lub przyrostowymi. Metody ubytkowe polegaja na stopniowym usuwaniu
nadmiaru z przyjetego wstepnie w wigkszej ilosci materiatu. Otrzymany
implant, przy wykorzystaniu odpowiedniego materialu, charakteryzuje si¢
odpowiednig wytrzymato$cig 1 innymi wlasciwo$ciami wymaganymi od
wszczepodw. Nieznaczng wada tej metody jest konieczno$¢ zastosowania
uchwytu, przez co nie otrzymujemy gotowego produktu, a wyjety
Z urzadzenia implant wymaga jeszcze dodatkowej obrobki (m.in. usunigcie
wspomnianego uchwytu). Oprocz tego, wykonanie elementéw o bardzo
zaawansowanej przestrzennej budowie moze by¢ niewykonalne, ze wzgledu
na brak mozliwos$ci dojscia narzedzia w niektére miejsca i ich prawidtowa
obrobke.

Metody przyrostowe polegaja na wytwarzaniu fizycznych, prze-
strzennych obiektow z modeli komputerowych, poprzez dodawanie
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kolejnych warstw materialu. Do produkcji implantow, ze wzgledu na
koniecznos$¢ zastosowania biozgodnego metalu, nadaja si¢ dwie metody —
selektywne spiekanie laserowe (SLS) i selektywne topienie laserowe
(SLM). Obydwie metody roznia si¢ od siebie malymi, lecz znaczacymi
szczegotami.

SLM pozwala na otrzymanie produktu zblizonego wtasciwosciami do
odlewu. Podczas procesu formowania dochodzi do przetopienia proszku
i jego polaczenia, czemu towarzyszy jednak szybki skurcz materiatu
zwigzany z duza rdznicg temperatur. Stanowi to znaczny mankament
metody, gdyz konieczne jest zastosowanie podpor, ktore pozniej musza by
usuni¢gte podczas obrobki wykanczajacej. Produkcja elementow przy
wykorzystaniu technologii SLS wymaga mniejszych temperatur, gdyz
podczas przejscia wigzki lasera dochodzi tylko do nagrzania materialu do
temperatury potrzebnej do potaczenia czastek proszku. Dochodzi do
spickania materiatu 1 jego potaczenia. Nizsza rdznica temperatur niweluje
efekt skurczu materialu i nie wymaga zastosowania podpér, a otrzymany
element prawie nie wymaga dodatkowej obrobki wykanczajacej. Minusem
tej technologii jest niestety mniejsza wytrzymalos¢ w porownaniu do SLM,
co moze okaza¢ si¢ niewystarczajacym przy produkcji implantow
przenoszacych znaczne obcigzenia.

Zaréwno metody ubytkowe jak i przyrostowe maja zalety i wady.
Metody ubytkowe pozwalajg na przygotowanie wytrzymatych implantow,
lecz o nie bardzo skomplikowanych ksztattach. Metody przyrostowe daja
niemal nieograniczone mozliwosci w odniesieniu do ksztattu implantu, lecz
konieczno$¢ zastosowania podpor lub niewystarczajaca wytrzymatosc
stanowi duzg przeszkodg.

Medycyna jak i technika nie stojg w miejscu. Pojawiajace si¢ potrzeby
napg¢dzaja rozwoj. Z cala pewno$cig mozna stwierdzi¢ ze za kilka czy
kilkanascie lat zaprezentowane w niniejszym opracowaniu metody zostang
znaczaco dopracowane, a niewykluczone ze pojawia si¢ nowe i jeszcze
lepsze rozwigzania produkcji indywidualnych implantow.
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Adrian Dubicki

Technologie i metody wytwarzania indywidualnych implantéw kostnych

Streszczenie

Indywidualne implanty s coraz ch¢tniej stosowana alternatywa dla standardowych rozwigzan jak
i podstawowym wyborem przy zaawansowanych zmianach nowotworowych, zwyrodnieniach
czy skomplikowanych ztamaniach. Do niedawna duzy problem stanowito ich wytwarzanie.
Rozwo¢j techniki i nauki daje coraz nowsze mozliwosci szybkiej produkcji spersonalizowanych
wszczepow.

W pracy przedstawiono obecnie stosowane w produkcji indywidualnych implantow metody —
ubytkowe i przyrostowe. Zaprezentowano ich gléwne odmiany oraz ich zalety i wady.

Stowa kluczowe: implanty, implanty indywidualne, SLS, SLM, obrabiarki CNC

The technologies and methods of individual bone implants manufacture

Abstract

Individual implants are becoming more readily used alternative for standard solutions as well as
the primary choice for advanced neoplastic lesions, degenerations or complicated fractures.

Until recently, the major problem constituted the production. The development of technology and
science gives more possibilities of rapid production of customized implants.

The paper presents currently used in the production of individual implants methods — cavities and
incremental. The work presents the main technologies and the relative advantages and
disadvantages.

Keywords: implants, individual implants, SLS, SLM, CNC machines
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Analiza deformacji powierzchni zelu
krzemionkowego suszonego konwekcyjnie

1. Wprowadzenie

Zele krzemionkowe s3 materialem czesto wykorzystywanym w wielu
gateziach przemyshu. Najczesciej w formie wysuszonej, mozna je spotkaé
w formie silikazeli stuzacych do pochtaniania wilgoci. Obecnie wiele
osrodkow naukowych z catego $wiata skupia si¢ nad wytworzeniem na
bazie zeli krzemionkowych tzw. aerozeli — porowatych materiatow,
0 niskiej gestosci, wysokiej przepuszczalnosci swiatla widzialnego 1 niskim
wspotczynniku przewodzenia ciepta. Od tego typu materialow oczekuje sie,
ze zastapig dotychczas stosowane w budownictwie materiaty izolacyjne
i m.in. begdzie je mozna stosowaé¢ do wypelniania przestrzeni w oknach.
Jednak niskie wlasciwo$ci mechaniczne, konieczno$¢ zastosowania syntezy
kilkuetapowej oraz uzyskiwanie najlepszych wilasciwosci przy suszeniu
nadkrytycznym pod wysokim ci$nieniem — znaczaco ogranicza produkcje
w skali przemystowej a co za tym idzie praktyczne zastosowanie aerozeli
krzemionkowych. Suszenie w warunkach nadkrytycznych ma niewatpliwie
jedna zaletg, w znaczacy sposob ogranicza lub w niektoérych przypadkach
eliminuje skurcz suszarniczy, pomimo tego jest to proces energochtonny,
czasochlonny i wymaga stosowania rozpuszczalnikoéw w stanie nakryty-
cznym. Jednak nadal istnieje tylko kilkanascie prac, raportow z badan nad
procesem odparowania rozpuszczalnika z zeli o niskiej gestosci, prowadzo-
nego pod cisnieniem atmosferycznym, co jest rozwigzaniem tanszym
i niekiedy szybszym. Najwigkszy problem pojawia si¢ jednak przy probie
wyeliminowania znaczacego skurczu suszarniczego i braku transpa-
rentnosci zeli uzyskanych tg metoda [1].

Dla suszenia klasycznego istnieje obszerna literatura, w ktorej prezento-
wane sg modele suszenia poréwnujace dane eksperymentalne z wynikami
obliczen. Wigkszo§¢ z nich zaniedbuje skurcz suszarniczy, ktory jest
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znaczacy w przypadku suszenia konwekcyjnego, zwlaszcza gdy mamy do
czynienia z produktami rolnymi, spozywczymi czy materiatami budo-
wlanymi takimi jak drewno, ceramika, gdzie skurcz jest kluczowym
aspektem przy odparowaniu [2-3]. Rowniez badania nad zjawiskami
transportu masy i ciepta, ktore wystgpuja podczas suszenia roznych
materialbw w postaci czastek statych, sa istotne nie tylko z powodow
technologicznych ale przede wszystkim pozwalajg zrozumie¢ mechanizmy
transportu w ztozonych materialach. Suszenie materiatéw zelowych takze
stanowi wyzwanie. Wiele prac badawczych na drodze rozwazan teoretycz-
nych czy przy wykorzystaniu przeroznych technik eksperymentalnych
I pomiarow dynamicznie zmiennych wiasciwosci materiatu podczas susze-
nia, probuje analizowa¢ i definiowa¢ mechanizmy odpowiedzialne za prze-
noszenia ciepta i masy w materiale, ktory ulega silnym odksztatceniom [4-5].

Zmiana objgtosci materialu podczas suszenia jest podstawowym
zagadnieniem sluzacym do charakteryzowania zaréwno dynamicznych
zmian wlasciwosci badanego materiatu jak i charakteryzowania samego
procesu suszenia. Podczas usuwania rozpuszczalnika, w wyniku suszenia,
struktura materiatu ulega znaczacym modyfikacjom. Niektore z nich maja
ogromny wptyw na wlasciwosci fizyczne produktow koncowych a takze
oczekiwania klientow. Analizujac literature przedmiotu mozemy znalezé,
zaleznie od warunkow prowadzenia procesu czy rodzaju zelu rézne typy
skurczu suszarniczego przedstawione na rys. 1, gdzie wida¢ wyglad probek
przed i po suszeniu pod ci$nieniem atmosferycznym. Najczesciej wystepuje
skurcz jednorodny, niejednorodny oraz zjawisko sping-backu polegajace na
tym, ze poczatkowo material kurczy si¢ rOwnomiernie a przy pewnej
wilgotnosci zaczyna zwigksza¢ swojg objetos¢ 1 w koncowym etapie osigga
wymiary sprzed suszenia [6-8]. Oprocz kurczenia podczas suszenia,
wyroznia si¢ takze w obliczeniach takie mechanizmy jak zapadanie czy
pecznienie. Niektore raporty naukowe pokazuja zele krzemionkowe
modyfikowane organicznymi zwigzkami, poddane suszeniu nadkrytycz-
nemu, wykazujace wtasciwosci elastyczne [1].

Znajomo$¢ postepu skurczu suszarniczego jest kluczowym parametrem
niezbednym do modelowania, projektowania i optymalizacji warunkow
suszenia tak aby sam proces byt efektywny a uzyskany produkt zadawalat
klienta. Oprocz prawidlowo wykonanych obliczen, niezbedne jest opraco-
wanie metodyki zbierania danych eksperymentalnych, w tym aktualnej
objetosci probki [6].

Najczesciej stosowanym do syntezy zeli krzemionkowych zrodtem
krzemionki jest tetractoksysilan (TEOS) organiczny zwiazek o wzorze
Si(OC,Hb5),. Przygotowanie probek z uzyciem tego zwigzku wymaga
obecno$ci alkoholu etylowego i/lub silnego kwasu, a w konsekwencji
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W koncowym etapie otrzymywania produktu konieczne jest czasochtonne
ich wymywanie w wodzie destylowanej [9-13].

W przedstawionej pracy wykorzystano inny prekursor — zol kwasu
metakrzemowego, ktory nie zawiera zwiazkow organicznych. Natomiast jako
czynnik Zelujacy uzyto uwodnionego (-glicerofosforanu wapnia a proces
zelowania zachodzit w temperaturze otoczenia [13]. Uzyskany materiat
stanowi ciekawy obiekt badawczy z uwagi na niespotykane do tej pory
W literaturze przedmiotu deformacje powierzchni podczas suszenia, ktore sa
pewnego rodzaju wyzwaniem dla modelowania. Rowniez wlasciwosci
produktu koncowego sprawiajg, ze moze on mie¢ walory aplikacyjne np. jako
substancja wspomagajaca rozpadanie tabletek w §rodowisku wodnym [14].

Rysunek 1. Przyktad skurczu suszarniczego podczas procesu suszenia prowadzonego pod
ci$nieniem atmosferycznym, w temperaturze otoczenia: a) jednorodnego, b) niejednorodnego
[opracowanie wiasne], ¢) spring-backu [1]

2. Cel pracy

Celem pracy byla analiza deformacji suszarniczych powierzchni
chemicznego zelu krzemionkowego, podczas suszenia konwekcyjnego,
ktorych do tej pory nie opisano w literaturze przedmiotu oraz opracowanie
dynamicznej metody obserwacji aktualnego skurczu suszarniczego bez
koniecznosci wyjmowania probek z tunelu suszarniczego.

3. Materialy i metody

3.1. Materialy

Do przygotowania przebadanego w pracy zelu, jako prekursora
krzemionki uzyto zolu kwasu metakrzemowego (nazwa handlowa Sizol
030"), ktory nie posiada w swoim sktadzie zadnych komponentow
organicznych. Producentem tego odczynnika na skal¢ przemystowa sa
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Zaktady Chemiczne ,,Rudniki”. Zgodnie z karta charakterystyki zol kwasu
metakrzemowego o pH=9, zawiera 30% masowych SiO; i sladowe ilosci
sodu w postaci 0,36% masowych Na,O. Drugi reagent to uwodniony B-
glicerofosforan wapnia (GF) stanowigcy czynnika Zelujacy, pozyskany
z firmy Sigma-Aldrich (nr  50043). Dla wzmocnienia struktury
i spowolnienia procesu zelowania uzyto niewielkiej iloSci chitozanu
pozyskiwanego z pancerza krabow o stopniu deacetylacji 80,4% i $redniej
masie czasteczkowej 680 kDa. Do rozpuszczenia chitozanu wykorzystano
stezony kwas octowy 98%, oba odczynniki pozyskano réwniez z firmy
Sigma-Aldrich.

3.2. Synteza

W pierwszym etapie syntezy sporzadzano roztwor 4% chitozanu
w kwasie octowym. W 96 g 4% roztworu kwasu octowego rozprowadzano 4
g chitozanu i tak przygotowang mieszaning umieszczano na godzing w tazni
wodnej w temperaturze 55°C do uzyskania homogenicznego roztworu.

Nastepnie przy uzyciu homogenizatora o mocy 200W, mieszano przez
1,5 min sktadniki w proporcji wagowej 1,3:1:93 (roztwor chitozanu:
GF:Sizol). Czas zelowania dla uzyskanych probek wynosit 7 minut (bez
dodatku chitozanu czas ten wynosit 0,5 minuty). Tak przygotowany zol
odlewano do sylikonowych form, przykrywano i odstawiano na kilka
godzin do pelnego usieciowania struktury zelu. W koncowym etapie badan
zel suszono w tunelu suszarniczym w temperaturze 30, 40 i 50°C.

Do okreslenia wigzan w suchym materiale wykorzystano spektroskopie
w podczerwieni FTIR aparatem ATI Mattson Infinity Series. Widma dla
czystych sktadnikow i kompozytéw otrzymano w zakresie liczby falowej
4000-650cm™. Probki analizowano w formie proszkow bez wezesniejszego
sprasowania (tabletkowania) i bez uzycia KBr. Przebieg poszczegdlnych
widm analizowano przy wykorzystaniu programu KnowlItAll(R) Informatics
System 2014 i danych literaturowych. Uzyskane rezultaty potwierdzity
wytworzenie mostkow tlenowych migdzy krzemem zawartym w Sizolu i -
glicerofosforanem wapnia. Potwierdza to zasadno$¢ uzycia terminu zelu
chemicznego wobec otrzymanych zeli, dodatkowo mokre probki po
zzelowaniu nie rozpuszczaja si¢ pod wptywem temperatury oraz w wodzie
czy w rozpuszczalnikach organicznych np.: etanolu.

3.3. Aparatura do$wiadczalna

Eksperymenty suszarnicze prowadzono w specjalnie przygotowanym do
tego celu tunelu suszarniczym schematycznie przedstawionym na rys. 2.
Tunel o dhugosci 150 cm i przekroju 25 x 25 cm, wykonany jest ze stali
nierdzewnej i zaizolowany od =zewnatrz welna mineralng w celu
zredukowania strat cieplnych do otoczenia. Sterowanie i monitorowanie
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temperatury, wilgotnosci i predkosci czynnika suszacego oraz masy probki
odbywa si¢ przy uzyciu oprogramowania komputerowego. Dodatkowo,
tunel wyposazony jest w szklane okno rewizyjne, przy ktorym montowana
jest kamera (rys. 2b), dzieki ktorej mozna obserwowac postep skurczu
suszarniczego. Zamontowana lampa o$wietla pole, w ktérym zawieszona
jest probka, w zwiazku z tym obserwacje mozna prowadzi¢ w sposob
ciggly zarowno w dzien jak i w nocy.

W pojedynczym eksperymencie w tunelu umieszczano dwie probki
odlane w identyczne silikonowe formy. Jedna z probek zawieszano na szalce
podpictej do wagi, natomiast drugg umieszczano obok z zamontowanymi
Czujnikami temperatury firmy MadgeTech, rejestrujacymi temperature
powierzchni materiatu oraz temperatur¢ otoczenia. Czujniki wyposazone
byly w cieniutkie termopary typu J, aby nie zniszczy¢ struktury materiatu
przed suszeniem, dwie termopary zanurzano w kazdej probce od razu po
odlaniu do silikonowej formy, przed zzelowaniem.

Na rys. 3 przedstawiono geometri¢ suszonego materialu, zalozono ze
odparowanie rozpuszczalnika podczas suszenia zachodzi tylko z jednej
powierzchni. Forma silikonowa stanowita izolacj¢ cieplna, a silikon wyko-
rzystany do jej przygotowania jest odporny na dziatanie wysokich temperatur
i nie ulega odksztatceniom ani uptynnieniu. Srednica uzyskanych prébek
wynosita 9 cm a wysokos¢ 1,56 cm.

b)
Rysunek 2. Tunel suszarniczy a) wewnatrz b) zewnatrz: 1 —wentylator, 2 — wyréwnywacz
strumienia, 3 — probka zawieszona pod waga; 4 — probka do rejestracji temperatury powierzchni
materiatu, 5 — komputer do zbierania danych, 6 —waga, 7 — czujnik Pt100 temperatury w tunelu,
8 — kamera [opracowanie wilasne]
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W zwiazku z tym, ze forma silikonowa jest nieprzezroczysta, do
obserwacji skurczu, na powierzchni zelu, przed umieszczeniem w tunelu,
ustawiono w linii prostej trzy jednakowe pionowe znaczniki, o znanej
masie i wymiarach (rys. 3b). Na podstawie uzyskanych zdje¢, w wybranych
odstepach czasu przy uzyciu programu CoreDRAW X5 odczytano aktualne
wymiary probki oraz odwzorowano ksztalt powierzchni. Rzeczywiste
odlegtosci i zmiany wysokosci oraz $rednicy probki uzyskano poprzez
skalowanie zdj¢¢ z kamery i rzeczywistych odlegtosci pomigdzy znacz-
nikami, zmierzonych suwmiarka przed suszeniem. Uzyskane ksztalty
w kolejnych etapach prac postuza do obliczenia skurczu suszarniczego
i zamodelowania procesu suszenia konwekcyjnego dla uzyskanego zZelu
krzemionkowego.

Eksperymenty prowadzono w trzech temperaturach 30, 40 i 50°C
i predkosci czynnika suszacego 1 m/s. Przed kazdym eksperymentem tunel
wygrzewano przez kilka godzin do zadanej temperatury, aby ustabilizowac
warunki prowadzenia procesu suszenia.

Po zakonczeniu suszenia, probki, ktére podwieszono w tunelu pod
waga, dosuszano przez 24 godziny w temperaturze 100°C do uzyskania
suchej masy i wyznaczenia krzywej kinetyki suszenia.

o

E— -

Powietrze
u=1mis plyta zelowa
T=30,40,50 °C

a)

b)

Rysunek 3. Geometria suszonego materiatu a) zdjecie przed wstawieniem do tunelu b) zdjecie
probki ze znacznikami do obserwacji ksztattu powierzchni [opracowanie wiasne]
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4. Wyniki

Zestawiajac ksztalty powierzchni zelu na rys. 4, w trzech temperaturach,
mozna zauwazy¢ wyraznie przejscie z etapu deformacji w ksztatt soczewki
wklestej na etap soczewki wypuklej. Zestawienie wykonano w odstgpach
co dwie godziny, dla 8 godzin suszenia z uwagi na fakt, ze w 50°C po tym
czasie probka ulega popekaniu i dalsze obserwacje skurczu suszarniczego
sg niemiarodajne. Czas po ktorym nastepuje wygiecie w druga strong, bez
pckania probki, wydluza si¢ wraz z obnizeniem temperatury suszenia.
Podobne rezultaty otrzymano dla zalezno$ci czasu pekania probki od
temperatury suszenia.

Do tej pory w literaturze przedmiotu nie opisano tego typu deformacji
suszarniczych. Jest to zjawisko, ktore nie mozna w sposob jednoznaczny
zaklasyfikowa¢ do ktoregos z typow skurczu suszarniczego zaprezen-
towanych we wstepie. Jedna z zatozonych przez autoréw tej publikacji,
hipotez tlumaczy to zjawisko szybszym utwardzaniem obrzezy probki
W pordéwnaniu z rdzeniem. W zwigzku z tym odparowanie rozpuszczalnika
ze struktury zelu zachodzi szybciej w obrebie srodkowej czgs¢ powierzchni
kontaktujacej si¢ z czynnikiem suszacym. Wraz z postgpem skurczu
zageszcza si¢ struktura zelu, cala powierzchnia utwardza si¢ a odparowanie
zaczyna zachodzi z powierzchni bocznej a wytworzone naprgzenia
W materiale powoduja wyginanie zelu w druga stron¢, az do momentu
osiagniecia napre¢zen niszczacych powodujacych pekanie.

30°C t [h] 40°C t[h] 50°C
0 0
2 |2
—_— \_____/ — —
4 4
6 )
.16
8 8
—— —_— —— e,
Czas } i .
pekniecia: 18h 38min 10h 27min 8h 55min
wygiecia 10-12h 6-7h 3+4n

Rysunek 4. ksztalty powierzchni zelu suszonego w réznych temperaturach,
w odstepach co 2 h [opracowanie wlasne]
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Po zestawieniu krzywych kinetyki suszenia dla trzech temperatur na rys.
5 i zestawieniu czasow pekania, wida¢ ze dla kazdej temperatury zachodzi
ono przy wilgotno$ci materiatu takiej samej i réwnej 0,859 kg H,O/ kg s.m.
Natomiast wygigcie nastepuje, niezaleznie od temperatury, przy wilgotnosci
materiatu ok. 1,5 kg H,O/kg s.m.. Z kolei nanoszac czasy peknigé na
przebieg zmian temperatury powierzchni materialu (rys. 6) wida¢, ze
materiat w wigkszosci przypadkoéw, nie uzyskal jeszcze temperatury
czynnika suszacego a juz nastgpito pekniecie.

Dodatkowe eksperymenty wykazaty, ze po wysuszeniu probek w tunelu
rozpadajg si¢ po zanurzeniu w wodzie (rys. 7 b). Mokre probki moga leze¢
tygodniami w wodzie bez widocznego rozpadu czy rozpuszczania (rys. 7
a). Poszukiwania granicznej warto$ci wilgotnosci zelu przy ktérej dochodzi
do takiego rozpadu pozwolity wywnioskowa¢, ze przy $redniej wilgotno$ci
materiatu ponizej 0,859 kg H,O/ kg s.m probka zachowuje si¢ jak tabletka
musujaca, woda wnika do suchego zelu rozrywajac jego strukture.
W efekcie koncowym w zlewce z woda pozostaja drobne krysztatki
suchego zelu.

Najprawdopodobniej powierzchnia zelu podczas suszenia w tunelu
utwardza si¢ i osigga szybciej wilgotnos¢ 0,859 kg H,O/ kg s.m a
dyfundujaca z glebi materiatu woda powoduje powstawanie peknig¢ na
powierzchni i niszczy spojna strukturg materiatu.

430°C m40°C AS50°C

0.859 kg/kg

X [kg H20/kg s.m.]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

-

50 40 30°C
Czas
pekniecia

Rysunek 5. Kinetyka suszenia w trzech temperaturach suszenia
Z zaznaczonym czasem pekania probki [opracowanie wiasne]
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Rysunek 6. Przebieg temperatury na powierzchni materiatu podczas suszenia r6znych warunkach
z zaznaczonym czasem pekania probki [opracowanie wiasne]

a) b | -

Rysunek 7. a) mokry Zel b) suchy Zel, po zanurzeniu w wodzie [opracowanie wlasne]

5. Whioski

Podczas suszenia konwekcyjnego uzyskany zel ulega popegkaniu,
niezaleznie od temperatury suszenia, przy wilgotnosci ponizej 0,859 kg
H,O/kg s.m.

Zel zarébwno mokry jak i suchy nie rozpada sie w organicznych
rozpuszczalnikach takich jak np. etanol, z kolei przy wilgotnosci ponizej
0,859 kg H,O/kg s.m. po zanurzeniu w wodzie zachowuje si¢ jak tabletka
musujaca i peka na drobne krysztatki.

Analizujgc  przebieg deformacji powierzchni zelu suszonego
konwekcyjnie mozna wyr6ézni¢ dwa etapy: I etap kiedy powierzchnia
przyjmuje ksztatt soczewki wklestej i II etap soczewki wypukte;.

Uzyskany materiat dzicki swoim wlasciwosciom, moze postuzy¢ jako
matryca do szybkiego uwalniania lekow, nawozow itp. substancji w osrodkach
wodnych lub w glebie. Natomiast zaobserwowany nowy typ deformacji
wzbogaca literatur¢ z dziedziny suszarnictwa a przedstawiona metodyka
obserwacji skurczu suszarniczego pozwala zbiera¢ dane o aktualnych
wymiarach probki podczas suszenia i weryfikowa¢ z obliczeniami
modelowymi.
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Analiza deformacji powierzchni zelu krzemionkowego suszonego
konwekcyjnie

Streszczenie

Zjawiskiem wystepujacym podczas suszenia konwekcyjnego materiatéw koloidalno-kapilarno-
porowatych jest skurcz oraz pgkanie, bedace wynikiem powstawania naprezen. Kurczacy sig
material, ktorego szkielet zaggszcza si¢, zmienia swoje wilasciwosci mechaniczne, zalezne od
zawartosci rozpuszczalnika w porach suszonego materialu. W literaturze przedmiotu,
podejmowany jest temat opisu mechanizmoéw zjawisk transportu masy i ciepta w polaczeniu ze
skurczem suszarniczym. Z wynikéw prezentowanych w publikacjach wynika, ze w zaleznosci od
warunkow suszenia konwekcyjnego oraz od struktury usieciowania zelu i typu sit odzialywania
migdzyczasteczkowego, moze wystepowaé skurcz jednorodny, niejednorodny oraz zjawisko
spring-backu. W niniejszej pracy zamieszczono wyniki suszenia konwekcyjnego chemicznego
zelu krzemionkowego, w ktorym jako czynnik zelujacy uzyto uwodnionego B-glicerofosforanu
wapnia. Szczegbtowe badania kinetyki suszenia ptaskiej ptyty wykonano w temperaturach 30, 40
i 50°C, przy wilgotnodci poczatkowej materiatu 2,1 kg H,O/kg s.m. Otrzymane rezultaty
pozwalaja przeanalizowa¢ dynamiczne zmiany ksztattu powierzchni suszonego materiatu,
dotychczas nigdzie niepublikowane. Uzyskane wyniki moga stanowi¢ podstawe¢ do przewi-
dywania maksymalnych, dopuszczalnych naprezen powstajacych podczas nietypowych od-
ksztat¢cen w czasie suszenia konwekcyjnego.

Stowa kluczowe: skurcz suszarniczy, zel krzemionkowy, deformacje, suszenie konwekcyjne

Analysis of surface deformation of silica gel during convective drying

Abstract

Shrinkage and cracking are phenomena occurring during convective drying of colloidal-capillary-
porous materials, as a result of the formation of stress. The shrinking material whose skeleton is
concentrated, changes its mechanical properties, depending on the solvent content in the pores of
the material. In the literature, the problem description of the mechanisms of transport phenomena
of mass and heat in combination with the drying shrinkage is analysed. The results presented in
the publications indicate that depending on the conditions of convective drying, crosslinking
structure of the gel and the type of the intermolecular forces, the shrinkage can be homogeneous,
heterogeneous or undergo the spring-back phenomenon. This paper presents the results of
convective drying of silica gel where, as the gelling agent a hydrated calcium -glycerophos-
phate salt was used.

A detailed study of the kinetics of drying of the flat gel plate was performed at temperatures of 30,
40 and 50 ° C, the initial moisture content of the material was 2.1 kgH,O / kgs.m.

The obtained results, not published before, allow us to analyse the dynamic changes of shape of
the surface of dried material. The results may provide a basis for predicting the maximum,
allowable stresses occurring during abnormal deformation during convection drying.

Keywords: drying shrinkage, silica gel, deformation, convective drying
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Zastosowanie terpolimeru w otrzymywaniu
implantow z estradiolem metoda ekstruzji

1. Wprowadzenie

17-p-estradiol (E2) jest hormonem steroidowym, plejotropowym,
posiada-jacym wielokierunkowe dziatanie zardwno w organizmie kobiet,
jak i mgzczyzn. Nalezy zaznaczy¢, ze oprocz warunkowania rozwoju cech
piciowych, wykazuje on korzystny wpltyw na uktad sercowo-naczyniowy,
a takze obniza poziom glukozy we krwi. Obnizenie poziomu E2 w okresie
menopauzy skutkuje rozwojem osteoporozy i pogorszeniem funkcjono-
wania migéni [1].

W ostatnim czasie wykazano rowniez korzystny wptyw E2 w leczeniu
chorob uktadu nerwowego. Wiasciwosci neuroprotekcyjne manifestuja si¢
szybsza rekonwalescencja i mniejszymi powiklaniami po wystgpieniu
okluzji tetnicy mozgowej srodkowej oraz lzejszym przebiegiem takich
choréb neurodegeneracyjnych jak choroba Parkinsona i Alzheimera [2].

Uzyskanie korzystnych efektow neuroprotekcyjnych w terapii za pomoca
E2 wigze sie ze stalym podawaniem substancji leczniczej, nalezy takze
podkresli¢, iz klasyczne metody podania leku wykorzystywane w hormo-
nalnej terapii zast¢pczej wykazujg szereg wad. Postaci doustne wymagaja
podania wigkszych dawek E2, co wigze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem
wystapienia powaznych dziatan niepozadanych, takich jak wystapienie
zakrzepow krwi prowadzacych czgsto do udaru mézgu [3]. RoOwniez sama
posta¢ leku moze powodowac trudno$ci w przyjmowaniu, w szczegolnosci
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w przypadkach dysfagii u 0sob w podesztym wieku, z chorobg Parkinsona
oraz po przebytym udarze a takze z innymi chorobami neurologicznymi
[4]. Powyzej wymienionych komplikacji pozwalaja unikngé systemy
transdermalne, w ktorych stosowana jest nizsza dawka utrzymujaca si¢ na
statym poziomie. Jednakze stosowanie ich zwicksza ryzyko wystapienia
alergii skornych [5]. Ponadto w systemach transdermalnych problem
stanowi rowniez ryzyko zmiany formy polimorficznej E2. Wynika to
z faktu, iz E2 wystepuje w réoznych odmianach krystalograficznych, co
moze prowadzi¢ do istotnych trudnosci, zard6wno podczas wytwarzania
postaci leku, jak i jej stosowania [6, 7].

Ze wzgledu na powyzsze, uzasadnione jest opracowanie nowej postaci
leku, ktora pozwalataby na stosowanie E2 w niskiej dawce podawanej
permanentnie. Dla zapobiegania i leczenia chordéb neurodegeneracyjnych
optymalnym rozwigzaniem moze by¢ zastosowanie implantéw polimero-
wych, co wiaze si¢ jednak z zastosowaniem inwazyjnej metody aplikacji.

Zmnigjszenie inwazyjnosci mozna o0siggnaé przez wykorzystanie
polimeréw z pamiecig ksztattu (SMP). Jest to grupa materiatoéw aktywnie
zmieniajaca swoj ksztalt z formy odksztatconej do ksztattu wyjsciowego.
Powrdt do pierwotnej postaci nastepuje poprzez stymulowanie polimeru
odpowiednim bodzcem, ktérego nastepstwem jest zmiana molekularnej
architektury z zachowaniem niezmienionej struktury chemicznej [8].
Czynnik stymulujacy moze mie¢ charakter fizyczny, taki jak zmiana
temperatury, sita jonowa czy pole magnetyczne lub chemiczny — pH,
wplyw rozpuszczalnikow. Najczesciej wykorzystywane sg jednak induko-
wane termicznie SMP ze wzgledu na dobra powtarzalno$¢, niski koszt oraz
tatwos¢ odzyskiwania ksztaltu w niskich temperaturach [9].

Kolejnym waznym czynnikiem, ktory rowniez wptywa na zmniejszenie
inwazyjnosci jest biodegradowalnos$¢, ze wzgledu na brak konieczno$é
eksplantacji oraz biozgodno$¢ polegajaca na otrzymywaniu w procesie
degradacji polimeru in vivo produktéw bedacych naturalnymi metabolitami
organizmu [8].

Istotnym aspektem jest takze zastosowanie Katalizatora polimeryzacji,
ktorego pozostatos¢ moze wykazywac dzialanie toksyczne. Katalizatorem
obecnie czesto wykorzystywanym w syntezie polimerdw, poliestrow
alifatycznych i poliwgglanow, jest oktanian cyny. Jednakze istniejg badania
wskazujace na niekorzystne jego dzialanie na organizm ludzki, m.in. uszka-
dzanie DNA. Dlatego uzasadnione wydaje si¢ by¢ zastosowanie jako inicjatora
polimeryzacji octanu cyrkonu Zr(Acac); o dziesigciokrotnie mniejszej
toksycznosci. Pozwala to na optymalizacjg biozgodnosci polimeru [9].

Zastosowany w prowadzonych badaniach poli-(L-laktydo-ko-gligolido-
ko-trimetylenoweglan) (P(L-LA:GA:TMC)) jest niezwykle obiecujacym
materialem polimerowym, ktoéry moze by¢ wykorzystywany jako nosnik
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leku w otrzymywaniu produktéw leczniczych w formie depot. Nalezy
podkresli¢, ze nieodpowiednio dobrany sposob formulacji moze nieko-
rzystnie wplyna¢ na wiasciwosci, zarbwno substancji leczniczej, jak i ma-
teriatu polimerowego. Istnieje wiele mozliwosci otrzymania omawiane;j
postaci leku, nalezag do nich m.in. metoda wtrysku, walcowania, formo-
wania pod ci$nieniem oraz ekstruzji. Ostatnia z metod nalezy do jednego
z czegsciej wykorzystywanych sposobow w produkcji pretow polime-
rowych. Ekstruzja jest procesem mechaniczno-termicznym wymagajacym
wykorzystania podwyzszonej temperatury w celu uplastycznienia masy
polimerowej [10]. Zatem przy otrzymywaniu postaci leku tg metoda nalezy
zoptymalizowaé¢ warunki termiczne przetwarzania biorac pod uwage
labilnos¢ substancji leczniczej 1 polimerowego nosnika lekow.

2. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wplywu warunkow przetwarzania
E2 i P(L-LA:GA:TMC) podczas otrzymywania pretow za pomoca ekstruzji,
jak réwniez wilasciwosci strukturalnych i morfologicznych prototypu postaci
leku.

3. Materialy i metody

3.1. Synteza materialu polimerowego

P (L-LA:GA:TMC) (57:19:24) z pamigcia ksztaltu, o masie 59000Da,
zsyntetyzowano w masie z uzyciem inicjatora Zr(Acac), (Sigma-Aldrich)
w Centrum Materiatéw Polimerowych i Weglowych Polskiej Akademii
Nauk w Zabrzu [11].

3.2. Ekstruzja

Do przygotowania pretow polimerowych z P(L-LA:GA:TMC) zastoso-
wano metodg ekstruzji. Przed przetwarzaniem terpolimer byl rozdrobniony
w mtynku kriogenicznym (6870 SPEX) w temperaturze -196°C, a nastepnie
suszony. W przypadku otrzymywania pretow z E2, do sproszkowanego
materialu  polimerowego dodano substancj¢ lecznicza (10% w/w)
i wymieszano. Mieszanine umieszczono w cylindrze wspotbieznej wyttaczarki
dwuslimakowej (Minilab, Thermo-Haake, GE), wykorzystujacej $limaki
plastyfikujace obracajace si¢ z Szybkoscia 20obr./min i ogrzane do temperatury
105°C. Stopiong mieszaning wytloczono przez dysz¢ o $rednicy 0,7 mm.
Finalny produkt posiadat srednice 1mm i dtugos¢ 10 mm.
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3.3. Sterylizacja

Sterylizacje  otrzymanych pretéw  przeprowadzono =z uzyciem
akceleratora wigzki elektronéw (10MeV, 360mA, 25kGy). Proces
sterylizacji zostal przeprowadzony w Instytucie Chemii i Techniki
Jadrowej w Centrum ds. Badan i Technologii Radiacyjnych (Certyfikat nr
457/2014 | E).

3.4. Metody badawcze

3.4.1. Badania DSC

Badanie wilasciwosci termicznych E2, granulatu terpolimerowego
i pretow z oraz bez E2 przeprowadzono metoda skaningowej kalorymetrii
roznicowej (DSC). Pomiary wykonano aparatem TA DSC 2010 (TA
Instruments, New Castle, DE), ktéry skalibrowano za pomocg wzorcow
indu i galu o0 wysokiej czystosci.

Pomiary wilasciwoséci termicznych dla E2 zostaly przeprowadzone
W czterech etapach, tj. w pierwszym biegu probki ogrzewano z szybkoscig
20°C/min, a nastgpnie z tg samg szybkoscig poddano je chtodzeniu. Po
schtodzeniu w czasie drugiego biegu probki ponownie ogrzewano
Z szybkosciag 20°C/min i schtodzono stosujac dwa sposoby chtodzenia,
tj. stopniowe (20°C/min) i w ciekltym azocie.

Prety terpolimerowe ogrzewano z szybkoscig 20°C/min. Podczas
pierwszego biegu temperature podniesiono do 190°C, a nastepnie stopiony
material polimerowy gwalttownie schtodzono do temperatury -30°C.
W drugim biegu prety ogrzewano w zakresie temperaturowym -30°C-
190°C. Temperature¢ zeszklenia (Ty) wyznaczono jako $rodkowy punkt
zmiany wlasciwosci termicznych prébki amorficznej wystgpujacych
podczas drugiego biegu.

3.4.2. Badania widm NMR

Analize mikrostruktury tancucha i sktadu badanego terpolimeru,
przeprowadzono za pomocg spektroskopii jadrowego rezonansu
magnetycznego (NMR).

Widma otrzymano uzywajac spektrofotometru Bruker Avance-Il
Ultrashield Plus przy 600Mhz (*H) oraz 125Mhz (**C) stosujac 5 mm
probowki i DMSO-d6 jako rozpuszczalnik.

3.4.3. Badania GPC

Srednig liczbowo mase czasteczkowa (M,) oraz wspotczynnik
polidyspersji (I) probek oznaczono metoda chromatografii zelowej (GPC)
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z wykorzystaniem chromatografu Viscotek Rimax (dwie kolumny chroma-
tograficzne Viscotek 3580, detektor Shodex SE 61).

Proces przeprowadzono z szybkoscig przeptywu 1ml/min i zastosowano
chloroform jako rozpuszczalnik. M, zostaly skalibrowane z wykorzy-
staniem wzorcow polistyrenowych.

3.4.4. Badania SEM

Morfologi¢ powierzchni i przetomu pretow analizowano za pomocg
skaningowego mikroskopu elektronowego (Quanta 250 FEG, FEI
Company, USA) pracujacego w warunkach niskiej prézni (80Pa),
Z napigciem przyspieszajacym SkV z elektronow wtérnych, wytapanych
przez detektor LFD (ang. Large Field Detector).

4. Wyniki
4.1. Analiza termograméw DSC

4.1.1. Analiza wlasciwosci termicznych E2

Analiza krzywych DSC przeprowadzona dla E2 wykazata rozne efekty
termiczne, ktore zostaty przedstawione w Tabeli 1.

Tabela 1. Efekty termiczne E2 zbadane za pomocg DSC

Termogram Temperatura [°C] Efekt cieplny
122,4 Endotermiczny
Pierwszy bieg 173,8 Endotermiczny
179,7 Endotermiczny
Stopniowe schtadzanie 139,5 Egzotermiczny
o ) 132,6 Egzotermiczny
Drugi bieg po stopniowym 167,9 Endotermiczny
schtodzeniu '
179,4 Endotermiczny
o 130,9 Egzotermiczny
Drugi bieg po gwaltownym 157,8 Egzotermiczny
schlodzeniu
179,5 Endotermiczny

Zrédto: Opracowanie wlasne

4.1.2. Analiza wlasciwosci termicznych granulatu i pretéw
P(L-LA:GA:TMC)

Analiza krzywych DSC dla drugiego biegu granulatu polimerowego,
preta, preta po sterylizacji, preta z E2 oraz preta z E2 po sterylizacji
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wskazata na réznice wynikajace z przetwarzania materiatu polimerowego.
Ekstruzja wptyneta na zmniejszenie wartosci Ty. Natomiast wprowadzenie
E2 nie spowodowato istotnych zmian T4 Proces sterylizacji wykazano
istotny spadek wartosci Ty tylko dla preta bez E2. W przypadku preta
zawierajacego E2 nie obserwowano zadnych istotnych zmian w wartosci Ty
jako rezultat sterylizacji (Rys.1).

T,=42,6°C
1
T;=40,7°C
2
=
2 |m=371c
o \F\
oy ; 2
g |
E
= Ty = 41,0°C
[
£ '
T, =39,8°C
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Temperatura [°C]

Rys.1. Parametry termiczne uzyskane w drugim biegu dla granulatu P(L-LA:GA:TMC) (1), preta
P(L-LA:GA:TMC) (2), preta P(L-LA:GA:TMC) po sterylizacji (3), prgta P(L-LA:GA:TMC)
z E2 (4), preta P(L-LA:GA:TMC) z E2 po sterylizacji (5) [opracowanie whasne]

4.2. Analiza widm NMR

Oceng sktadu badanych probek okre§lono na podstawie widm 'H NMR
(Rys.2A). Analiza wykazata nieistotne r6znice warto$ci utamka molowego
jednostek glikolidylowych (Fga), jednostek laktydylowych (F..), jak
i jednostek weglanowych (Frumc) migdzy nieprzetworzonym granulatem
a pretami we wszystkich wariantach.

_LLA A LLA B
GA TMC

— 1A___M—A~n— Jr\_ " e -

_JLM_M _,f\_ ——J s
N A e

Rys.2. Widma *H NMR (A) oraz *C NMR (B) obrazujace P(L-LA:GA:TMC) analizg
granulatu (1), preta (2), preta z E2 (3) i preta z E2 po sterylizacji (4) [opracowanie wiasne]
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Analize mikrostruktury opracowano na podstawie widm *C NMR
(Rys.2B). Nie wykazano zadnych réznic w dtugosci blokow laktydylowych
(I, glikolidylowych (lga) oraz weglanowych (lymc) migdzy nieprzetwo-
rzonym granulatem i wszystkimi rodzajami pretow (Tabela 3).

Tabela 3. Parametry NMR charakteryzujace badane probki, F, — utamek molowy jednostek
laktydylowych; Fg, — utamek molowy jednostek glikolidylowych; Fn. — utamek molowy
jednostek weglanowych; |, — $rednia diugo$¢ blokow laktydylowych; Il — $rednia dtugo$é
blokéw glikolidylowych; Iy, — $rednia dlugosé blokow weglanowych

Probka

Nieprzetworzony
granulat 57.0 19.0 24.0 44 1.1 15
P(L-LA:GA:TMC)

Pret
P(L-LA:GA:TMC)

Pret
P(L-LA:GA:TMC) 58.0 17.7 24.3 4.5 11 15
zE2
Pret
P(L-LA:GA:TMC) 57.5 17.6 24.9 4.4 11 15
z E2 po sterylizacji

F|_|_ FGA FTMC ILL IGA ITMC

57.7 17.5 24.8 4.4 11 15

Zr6dto: Opracowanie wlasne

4.3. Analiza widm GPC

Badania M, i | wskazaty na spadek warto$ci tych parametrow dla pretow
w stosunku do czystego granulatu w procesie ekstruzji. Natomiast
sterylizacja oraz wprowadzenie E2 nie miaty istotnego wplywu na zmiane
analizowanych wartosci (Tabela 4).

4.4, Analiza obrazow SEM

Analiza morfologii zewnetrznej wskazala na zmiane wlasciwosci
powierzchniowych spowodowanych wprowadzeniem E2 do materialu
polimerowego (Tabela 5). Obserwowano wzrost heterogenno$ci powierz-
chni postaci leku. Natomiast proces sterylizacji nie wptynat na zmiang¢ cech
w morfologii zewnetrznej. Natomiast analiza morfologii wewnetrznej nie
ujawnita istotnych zmian spowodowanych zaréwno wprowadzeniem E2,
jak i procesem sterylizacji.
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Tabela 4. Wynik badania GPC, M, - liczbowo $rednia masa czasteczkowa; | —wspotczynnik
polidyspersji

Probka M [kDa] |

Nieprzetworzony granulat

58,5 37
P(L-LA:GA:TMC)

Pret

455 2,2
P(L-LA:GA:TMC)

Pret
P(L-LA:GA:TMC) 451 2,0

po sterylizacji

Pret
P(L-LA:GA:TMC) 45,8 1,9
zE2

Pret
P(L-LA:GA:TMC) 45,5 2,0
z E2 po sterylizacji

Zr6dto: Opracowanie wiasne

5. Dyskusja

Obecnie stosowane sg roézne postaci leku zawierajace E2. W leczeniu
choréb neurodegeneracyjnych istotne jest permanentne dostarczanie
substancji leczniczych. Klasyczne postaci leku czgsto nie spehniaja
oczekiwan terapeutycznych. W przypadku tabletek glowny problem stanowi
dysfagia oraz zwigkszone ryzyko wystapienia choroby zakrzepowej naczyn
i udaru. Z kolei systemy transdermalne moga wywotywac alergi¢, a niesta-
bilna posta¢ amorficzna E2 stwarza ryzyko wykrystalizowania substancji
leczniczej wewnatrz plastra i spadek dostgpnosci biologicznej. Wskazane
trudnosci skutkowaly podjeciem badan nad opracowaniem nowej postaci
leku, jaka jest implant polimerowy zawierajacy E2.
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Tabela 5. Wyniki obrazowania SEM dla preta P(L-LA:GA:TMC) (1), preta P(L-LA:GA:TMC)
po sterylizacji (2), prgta P(L-LA:GA:TMC) zE2(3), prgta P(L-LA:GA:TMC) z E2 po
sterylizacji (4)

Powierzchnia Przelom

1 -

2,20x2,20mm 264x264um 1,63x1,63mm 217x217um

1,37x1,37mm 242x242um 1,06x1,06mm 242x242um

.| (e

2,59%2,59mm 249x249um 1,25x1,25mm 288x288um

4 -

1,49x1,49mm 242x242pm 1,15x1,15mm 249%242mm

Zrédto: Opracowanie whasne

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania wilasciwosci termicznych
wskazuja, iz proces ekstruzji nie bedzie wptywaé na zmiang wlasciwosci
krystalograficznych E2 w zaproponowanych warunkach. Wykazaly one
wprawdzie obecno$¢ zjawisk endotermicznych w pierwszym biegu
ogrzewania, zwigzanych z odparowaniem wody zwigzanej wigzaniami
wodorowymi oraz utratg wody wbudowanej w sie¢ krystaliczng E2. Jednakze
zjawiska te zachodza znacznie powyzej temperatury przetwarzania, ktora
wynosita w przypadku ekstruzji 105°C. Z kolei zjawiska egzotermiczne
obserwowane w drugim biegu, wskazujace na krystalizacje E2, zachodzily
réwniez ponizej 105°C. Uzyskane dane sga analogiczne do otrzymanych
poprzednio [6, 12]. Wskazane warunki przetwarzania E2 sg adekwatne dla
mozliwosci uzyskania produktu leczniczego metodg ekstruzji.
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Z kolei analiza wptywu warunkéw temperaturowych podczas ekstruzji
na terpolimer wykazata nieznaczny spadek Ty otrzymanego implantu
wzgledem nieprzetworzonego polimeru. Roznica ta moze wynikaé ze
spadku warto$ci M, w czasie przetwarzania P(L-LA:GA:TMC) w podwyz-
szonej temperaturze. Niemniej jednak T, koncowego produktu leczniczego
pozostaje powyzej 36,6°C (temperatura ciata ludzkiego). Fakt ten istotne
znaczenie, gdyz przejscie w stan ciata szklistego w organizmie ludzkim
powodowatoby niekorzystne zwigkszenie -elastycznosci polimeru pod
wpltywem plastyfikujgcego dziatania czasteczek wody i w konsekwencji
jego przyspieszong degradacje [13]. Co wazne, przeprowadzone w tej pracy
badania nie wykazaty rowniez istotnych zmian w skladzie terpolimeru oraz
zadnych zmian w jego mikrostrukturze. Wskazuje to na zastosowanie
polimeru o optymalnych wlasciwosciach dla wykorzystanego sposobu wyt-
warzania implantow polimerowych z E2. Wprowadzenie substancji leczni-
czej skutkowato jedynie zwigkszeniem heterogennosci powierzchni obserwo-
wanej w obrazach SEM.

Jednym z ostatnich proceséw stosowanych w otrzymywaniu postaci leku
jest sterylizacja. Jalowo$¢ jest warunkiem bezwzglednym dla wszystkich
lekow podawanych parenteralnie i czgsto stanowi kompromis miedzy
uzyskaniem jatowego produktu a utratg jego wlasciwosci w wyniku tego
procesu. Zastosowana warunki sterylizacji nie wptynely w istotny sposéb
na zmiang wartosci Tq, My, sktadu oraz wlasciwosci strukturalnych i morfo-
logicznych preta z E2.

6. Whnioski

Uzyskane wyniki wskazuja na mozliwo$¢ otrzymywania implantow
zE2 iP(L-LA:GA:TMC) za pomoca metody ekstruzji. Wtasciwosci
strukturalne i morfologiczne prototypu postaci leku zapewniajg mozliwosé
aplikacji. Pozawalaja takze na kontynuacje prac nad uwalnianiem
i degradacja w metodach in vitro i in vivo.
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Sktadamy serdeczne podziekowania Panu dr Arturowi Turkowi oraz
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Zastosowanie terpolimeru w otrzymywaniu implantéow z estradiolem

metoda ekstruzji

Streszczenie

17-B-estradiol (E2) jest hormonem pekniacy istotne funkcje w organizmie. Ostatnio zwrdcono
takze uwage na mozliwosci wykorzystania jego whasciwosci neuroprotekcyjnych. Terapia chorob
neurodegradacyjnych wymaga stalego przyjmowania substancji leczniczej, a optymalnym
sposobem terapii moze by¢ zastosowanie implantow otrzymanych za pomocg ekstruzji.

Celem badan byla ocena wilasciwosei strukturalnych i powierzchniowych implantow zawie-
rajacych E2 otrzymanych z terpolimeru z pamiecig ksztattu. Przydatno$é procesu ekstruzji jako
metody otrzymania implantéw polimerowych byta réwniez przedmiotem badan.

Implanty (Imm x 10 mm) zawierajace E2 (10% w/w) uzyskano z terpolimeru poli-L-laktydo-ko-
glikolido-ko-trimetylenoweglanu (57:19:24; 59000 Da) z pamigcia ksztattu. Terpolimer zsynte-
tyzowano w masie, a jako inicjatora polimeryzacji uzyto octanu cyrkonu o niskiej toksycznosci.
Implanty otrzymano metoda ekstruzji. Implanty sterylizowano za pomoca promieniowania
gamma z uzyciem akceleratora wigzki elektronow (10 MeV, 360 mA, 25kGy). Badaniom
poddano E2, terpolimer, implanty przed i po sterylizacji. Wtasciwosci strukturalne i powierz-
chniowe zbadano za pomocg DSC, NMR, GPC i SEM.

Otrzymane wyniki wykazaly na mozliwos¢ zastosowania ekstruzji do wytwarzania implantow
polimerowych z E2 na bazie P(L-LA:GA:TMC).

W toku badan uzyskano optymalne wiasciwosci strukturalne i powierzchniowe dla prototypu
produktu leczniczego.

Stowa kluczowe: 17- B -estradiol, poli-(L-laktydo-ko-gligolido-ko-trimetylenoweglan, ekstruzja,
prety, pamie¢ ksztattu

Application of terpolymer in the preparation of estradiol implants

by extrusion

Abstract

17-B-estradiol (E2) is a hormone performing essential functions in the body. Recently attention
has been paid to the possibility of using its neuroprotective properties. Neurodegenerative
diseases therapy requires permanent drug administration. An optimal method of treatment may be
the use of implants prepared by means of extrusion.

The aim of the study was to evaluate the structural properties and surface implants with E2
obtained from the terpolymer with shape memory. The usefulness of the extrusion process as
a method of the obtaining of polymer implants was also studied.

Implants (Imm x 10mm) with E2 (10%w/w) were formulated from lactide: glycolide:
trimethylenecarbonate (57:19:24; 59000 Da) with shape memory. This terpolymer was
synthesized in mass using and zirconium (IV) acetylacetonate was used as the polymerization
initiator with alow toxicity. The implants were obtained by extrusion. The implants were
sterilized by gamma radiation using an electron beam accelerator (10 MeV, 360 mA, 25kGy). E2,
terpolymer, implants before and after sterilization were analysed. The structural and surface
properties were studied by DSC, NMR, GPC and SEM.

The results demonstrated the applicability of extrusion in the preparation of polymeric implants
with E2 based on the P (L-LA: GA: TMC).

In this study were obtained optimal structural properties and surface for the prototype of the
medicinal product.

Keywords: 17- B -estradiol, poly(L-lactide- co-glycolide- trimethylenecarbonate), extrusion, rods,
shape-memory
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