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List od Redakcji

Szanowni Panstwo, pracownicy naukowi, nauczyciele akademiccy i stu-
denci Instytutu Nauk o Zdrowiu Spotecznej Akademii Nauk-w todzi, pra-
cownicy naukowi, nauczyciele akademiccy i studenci innych\instytutéw
i wydziatéw Uczelni, w tym wydziatéw zamiejscowych-Spotecznej Aka-
demii Nauk, nasi przyjaciele z innych uczelni oraz osrodkéw naukowych
i dydaktycznych w kraju i zagranica,

pragniemy Panstwa poinformowac, ze od chwili' powotania pod koniec
2015 r. nowego czasopisma naukowego ,Journal of Health Study and
Medicine”, wydawanego przez Instytut Nauk o Zdrowiu Spotecznej Aka-
demii Nauk, w 2016 r. opublikowalismy 24 prace doswiadczalne i prze-
gladowe zamieszczone w czterech kwartalnikach. Tematyka opublikowa-
nych prac doswiadczalnych i przegladowych w ubiegtym roku, zgodnie
z ustaleniami Rady Programowej i Redakcji naszego czasopisma, byta
poswiecona bardzo aktualnym i réznorodnym aspektom, problemom
oraz wyzwaniom nauk medycznych oraz biologicznych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem wielkich osiggnie¢-w dziedzinach takich jak: biologia
medyczna, biologia molekularna, fizjoterapia, mikrobiologia, mykologia,
wirusologia, a takze epidemiologia chordb cztowieka i szeroko rozumia-
nego zdrowia publicznego: Autorom i wspoétautorom 24 opublikowanych
w 2016 r. prac doswiadczalnych i artykutow przegladowych opublikowa-
nych w ,Journal of Health Study and Medicine” Redakcja bardzo serdecz-
nie dziekuje. Dziekujemy bardzo gorgco krajowym i zagranicznym Recen-
zentom za Ich bezinteresownga prace i okazang zyczliwos¢ dla naszego
nowego czasopisma oraz jego Redakgji.

Zwracamy si€ z goragcg naukowg prosba do wszystkich pracownikow
naukowych i dydaktycznych naszego Instytutu, nauczycieli akademic-
kich, promotoréw prac licencjackich i magisterskich na kierunkach: fi-
zjoterapia, kosmetologia, zdrowie publiczne i kierunkach pokrewnych
o'przesytanie do Redakcji interesujacych wynikéw godnych upowszech-
nienia w krajowym obiegu naukowym (w jezyku polskim) lub miedzyna-
rodowym‘obiegu naukowym (w jezyku angielskim). Wyrazamy naukowe
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przekonanie, ze ,wartos¢” wynikow pracy naukowej, zaréowno o charak-
terze poznawczym, jak i aplikacyjnym moze by¢ mierzona we wspétcze-
snym Swiecie jedynie poprzez ich upowszechnianie w krajowym i mie-
dzynarodowym obiegu naukowym oraz liczbg ich cytowan-w.literaturze
polskiej i Swiatowej. Co wiecej, wyrazamy w petni uprawniony poglad, ze
takie dziatania sg moralnym i naukowym obowigzkiem catej Kadry Na-
ukowej i Dydaktycznej Instytutu Nauk o Zdrowiu SAN;-w tym-réwniez
obowigzkiem naszych Studentéw i Dyplomantow.

Prosimy naszych Przyjaciét z innych wydziatéw naszej Uczelni oraz
z innych uczelni publicznych i niepublicznych, a takze z Instytutow Pol-
skiej Akademii Nauk, o nadsytanie praci artykutéw do Redakgcji ,JHSM”.

Wyrazamy przekonanie, ze obowigzkiem naukowcéw jest nie tylko
upowszechnianie wynikéw przerastajgcych' coraz czesciej wyobraznie
nawet bardzo dobrze wyksztatconych ludzi, lecz-takze skuteczna, ostra
walka z coraz szerszym propagowaniem w mediach publicznych i w in-
ternecie psedonaukowego ,0szotomstwa’”, ignorancji i nieuctwa, a nawet
zamierzonego ktamstwa. Negowanie ogromnych osiggnie¢ nauk bio-
logicznych, medycznych drugiej potowy/XX i drugiej dekady XXI w. jest
dziataniem bardzo szkodliwym, a nawet niebezpiecznym dla Polski i Po-
lakéw. My - naukowcy, specjalisci'w réznych dziedzinach i dyscyplinach
nauk biologicznych i medycznych - mamy moralny i zawodowy obowia-
zek madrze sie takim dziataniom przeciwstawiac poprzez upowszechnia-
nie rzetelnej, udokumentowanej wiedzy i madrg edukacje. tamy naszego
czasopisma sg otwarte dla autoréw prac doswiadczalnych, prac o cha-
rakterze kazuistycznym, artykutéw przegladowych, pogladowych, a tak-
ze autorskich przemyslen, opinii i sagdéw, w tym dotyczacych aktualnych
probleméw i wyzwanin'w dziedzinie nauk medycznych i biologicznych oraz
zdrowia publicznego w Polsce i w $wiecie. Zachecamy Autordow i Czytel-
nikéw do podejmowania na tamach naszego czasopisma dyskusji i twér-
czych polemik, bo to najlepsza, sprawdzona strategia, ktéra dobrze stuzy
zardéwno nauce, jak i spotecznej edukacji.

Redakcja ,Journal of Health Study and Medicine”
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Znaczenie czynnikéw aktywacji dopetniacza na
drodze lektynowej w chorobach nowotworowych

Factors of the Lectin Pathway of Complement-Activation
in Cancer

Maciej Cedzynski!, Anna S. Swierzko?

1 Pracownia Immunobiologii.Zakazen,
Instytut Biologii Medycznej Polskiej Akademii Nauk, Lodowa 106, 93-232 £6dz
! Laboratory of Immunobiology of Infections,
Institute of Medical Biology, Polish Academy of Sciences, Lodowa 106, 93-232 £6d?z,
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Streszczenie
Uktad dopetniacza jest kluczowym systemem odpowiedzi odpornoscio-
wej, wspoétdziatajgcym z innymi mechanizmami odpornosci (zaréwno
wrodzonej, jak i nabytej). Jest/on aktywowany kaskadowo, na drogach:
klasycznej, alternatywnejlub lektynowej. Sktadnikami unikalnymi dla ak-
tywacji dopetniacza-na-drodze lektynowej sg niektore kolektyny, fikoliny
(czynniki rozpoznajgce wzorce molekularne zwigzane z patogenami) oraz
biatka rodziny MASP, (proteazy serynowe i biatka pokrewne niebedace
enzymami, uczestniczace w inicjowaniu aktywacji lub jej regulacji). W ar-
tykule oméwiono ich-znaczenie w chorobach nowotworowych, przede
wszystkim uktadu krwiotwérczego, pokarmowego i rozrodczego.
Przedstawiony zwiezty przeglad literatury wskazuje, ze czynniki
aktywacji dopetniacza na drodze lektynowej moga petni¢ bardzo réz-
norodne funkcje w chorobach nowotworowych. Ich znaczenie czesto
zalezy nie.tylko od typu nowotworu, lecz takze od wieku, pochodzenia
etnicznego pacjentéw czy wystepowania innych choréb. Obok bezpo-
srednich (aktywnos¢ przeciwnowotworowa) czy posrednich (aktywnosc
przeciwzakazna, udziat w eliminacji komoérek ulegajgcych apoptozie/ne-
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krozie) efektéw ochronnych, bedac mediatorami przewlektej lub nazbyt
nasilonej reakcji zapalnej, moga w pewnych warunkach sprzyja¢ kance-
rogenezie.

Stowa kluczowe
dopetniacz, nowotwor, lektyna wigzaca mannoze (MBL), fikolina, MASP

Summary

Complement is a key system of immune response, interacting with other me-
chanisms of innate as well as acquired immunity..It may be activated via the
classical, alternative or lectin pathway. Factors specific-for the latter are certa-
in collectins, ficolins (pattern-recognition molecules) and proteins of the MASP
family (serine proteases and related, non-enzymatic-proteins, contributing
to the initiation or regulation of lectin pathway activation). Presented paper
summarizes literature concerning their_possible associations with various ty-
pes of cancer. Data discussed in this short review suggest their direct or indi-
rect protective role in certain diseases and;on the other hand, adverse effects
in others. Their role may be influenced by variety of factors as patients’ age,
ethnicity or accompanying diseases.

Key words

complement, cancer, mannose-binding lectin (MBL), ficolin, MASP
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Woprowadzenie

Uktad dopetniacza jest kluczowym systemem odpowiedzi odpornoscio-
wej, wspoétdziatajgcym z innymi mechanizmami odpornosci (zaréwno
wrodzonej, jak i nabytej). Jest on aktywowany kaskadowo-na drogach:
klasycznej, alternatywnej lub lektynowej. Kazda z nich charakteryzuje sie
specyficznymi czynnikami i mechanizmami inicjacji, jednak wszystkie ta-
czg sie w koncowa droge wspdlng, prowadzaca do powstania kompleksu
ataku btonowego (membrane attack complex, MAC), wbudowujacego sie
w ostony komorki docelowej, co umozliwia jej bezposrednia lize. Sktad-
nikami unikalnymi dla drogi lektynowej sa niektore kolektyny (lektyna
wigzaca mannoze, kolektyna 10, kolektyna 11).i fikoliny (fikolina-1, -2, -3)
oraz biatka rodziny MASP. Kolektyny i fikoliny sg czynnikami rozpoznaja-
cymi wzorce czasteczkowe zwigzane z patogenami (pathogen-associated
molecular patterns, PAMP) lub szerzej, wzorce czasteczkowe zwigzane
z zagrozeniem (danger-associated molecular patterns, DAMP), do ktérych
zalicza sie takze ligandy endogenne. (np. struktury powierzchniowe ko-
morek o zaburzonej glikozylacji). Obok funkcji aktywacji dopetniacza
moga one odgrywac role opsonin, co przyczynia sie do utatwienia fagocy-
tozy przez odpowiednie komérki gospodarza. Tworzace z nimi komplek-
sy biatka MASP to enzymy inicjujgce kaskadowa aktywacje lub czynniki
o charakterze regulatoréw. Termin ,MASP” jest akronimem okreslenia
mannose-binding lectin (MBL)-associated serine proteases (proteazy sery-
nowe zwigzane z lektyna wigzacag mannoze), jednak w sktad tej rodziny
wchodzg takze czynniki pozbawione aktywnosci proteolitycznej. Po-
nadto wspétdziatajg one nie'tylko z lektyng wigzacg mannoze, lecz tak-
ze z pozostatymi“wymienionymi kolektynami i fikolinami [1-4]. Nalezy
podkresli¢, ze niektére z kolektyn nie wystepujg w postaci kompleksow
z MASP. Biatka surfaktantu ptucnego typu A i D (surfactant protein-A, -D;
SP-A, SP-D) s3 pozbawione zdolnosci aktywacji dopetniacza, natomiast
kolektyna 12 prawdopodobnie zaangazowana jest w jego aktywacje na
drodze alternatywnej [5].

Aktywacja dopetniacza moze sie przyczynia¢ zaréwno do hamowa-
nia, jak'i.do promowania rozwoju nowotwordéw, a jego niektére sktadniki
moga by¢ biomarkerami pozwalajacymi na stwierdzenie choroby, ocene
jej zaawansowania czy skutecznosci terapii [6]. Niedobory dopetniacza
moga nie tylko dodatkowo nasila¢ podatnosc na zagrazajace zyciu zaka-
zenia-u-pacjentéw poddawanych chemioterapii przeciwnowotworowej,
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lecz takze wptywaé na ryzyko infekcji wywotywanych przez drobno-
ustroje onkogenne [7].

Czynniki rozpoznania charakterystyczne dla drogi lektynowej
Czasteczki kolektyn i fikolin sg oligomerami podstawowych podjedno-
stek, z ktérych kazda zbudowana jest z trzech identycznych polipep-
tydow. Na koncu N znajduje sie region bogaty w reszty.cysteiny, ktory
dzieki tworzeniu mostkéw disiarczkowych, umozliwia oligomeryzacje
podjednostek. Przechodzi on w domene podobng do-kolagenu (collagen-
-likedomain, CLD), obejmujaca powtodrzenia Gly-X-Y (X i Y 0znaczaja resz-
ty dowolnych aminokwasow), odpowiedzialng.za oddziatywania z MASP,
atakze receptorami komérkowymi. Za nig znajduje-sie krotki region tacz-
nikowy (,neck”) oraz fragment determinujacy wigzanie ligandéw. W wy-
padku kolektyn stanowi go domena rozpoznajgca-weglowodany (carbo-
hydrate recognition domain, CRD), charakterystyczna dla lektyn typu C,
aw wypadku fikolin - domena podobna do fibrynogenu (fibrinogen-likedo-
main, FBG) [1,2].

Lektyna wigzaca mannoze

Lektyna wigzaca mannoze (mannese-binding lectin, MBL) opisywana jest
takze jako lektyna wigzgca mannan lub/biatko wigzace mannoze/mannan
(mannose/mannan-binding protein, MBP). Wykazuje ona powinowactwo
do D-mannozy (D-Man), N-acetylo-D-glukozaminy (D-GIcNAc),N-acety-
lo-D-mannozaminy (D-ManNAc) i L-fukozy (L-Fuc), co umozliwia jej roz-
poznawanie takich PAMP jak-lipopolisacharydy, wielocukry otoczkowe,
mannany grzybowe czy ostonki wiruséw. Moze sie tez wigzaé z niektoéry-
mi fosfolipidami oraz'biatkami btony zewnetrznej Neisseria [1,2,8]. MBL
rozpoznaje rowniezligandy endogenne - komdrki znajdujace sie w poz-
nej fazie apoptozy, ulegajace nekrozie, starzejace sie fibroblasty czy ko-
morki nowotworowe charakteryzujace sie zaburzong glikozylacjg struk-
tur powierzchniowych, mitochondria uwalniane podczas lizy komérek
czy agalaktozylowe czasteczki przeciwciat klasy 1gG [7,9-13].

Niedobdr MBL, uwazany za najczesciej wystepujace u cztowieka za-
burzenie odpornosci, zwigzany jest przede wszystkim z polimorfizmami
pojedynczych nukleotyddw (single nucleotidepolymorphisms, SNP) zloka-
lizowanymi w kodonach 52, 54 i 57 pierwszego eksonu genu MBL2. Do-
minujaee allele, okreslane odpowiednio jako D, B i C (lub wspdlnie jako O,
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w odrdéznieniu od allelu niezmienionego - A), przyczyniaja sie do zmiany
struktury regionu kolagenowego, co powoduje zaburzenie oligomeryza-
cji podjednostek, tworzenia komplekséow z MASP i skutkuje szybszym
usuwaniem defektywnego biatka z krazenia. Ponadto na stezenie MBL
we krwi wptywaja polimorfizmy regionu promotorowego, w pozycjach
-5501i-221, oznaczane odpowiednio H/L i Y/X oraz fragmentu nieulega-
jacego translacji eksonu 1 (+4, P/Q). Genotypy LXPA/Oi-Q©/O zwigzane s3
Z wystepowaniem pierwotnego niedoboru MBL [3,7,8].

Fikoliny

Biatka nalezace do rodziny fikolin - ze wzgledu na wigzanie réznorod-
nych glikokoniugatéw oraz podobienstwo strukturalne i funkcjonalne do
kolektyn - opisywane s3 najczesciej jako lektyny. Nalezy jednak zauwa-
zy¢, ze region FBG nie jest typowa domeng lektynoewg, a fikoliny rozpo-
znaja za jego posrednictwem grupy acetylowe (nie tylko w czasteczkach
cukréw), nie zas hydroksylowe [1,2].

Fikolina-1 (czesto opisywana takze jako fikolina M), w odréznieniu od
pozostatych biatek tej rodziny czy MBL; ktorych gtéwnym Zrédtem jest
watroba (w wypadku fikoliny-3 takze komérki srédbtonka w uktadzie od-
dechowym), syntezowana jest.w.szpiku kostnym i leukocytach krwi ob-
wodowej. Poczatkowo uwazana byta za'receptor ,zmiatacz”, wystepujacy
jedynie wewnatrz komoérek lub na ich powierzchni, wykazano jednak, ze
biatko to jest wydzielane\na zewnatrz komérki i uczestniczy w aktywacji
dopetniacza[14,15]. Nalezy podkresli¢, ze fikolina-1 nie posiada domeny
przezbtonowej, a jej obecnos¢ na powierzchni monocytéw i granulocy-
téw wynika z wigzania reszt kwasu sialowego przez FBG, nie moze wiec
ona petni¢ funkcji typowego receptora [16]. Innymi ligandami fikoliny 1
sg D-GIcNAc, D-ManNAg¢ oraz N-acetylo-D-galaktozamina (D-GalNAc)
[1,2,4,17]. Czynnik ten’ rozpoznaje wielocukry otoczkowe niektorych
bakterii Gram-dodatnich, a takze lipopolisacharydy bakterii Gram-ujem-
nych [1,2,4,17]. Ostatnio, udowodniono, ze fikolina-1 moze utatwiac
wnikanie wirusaj Ebola do makrofagéw, poprzez oddziatywanie FBG
z wirusowa glikoproteing GP. Przypuszczalnie w procesie tym konkuruje
o wspolny receptor komérkowy z MBL [18]. Dla utrzymania homeosta-
zy istotne mogg by¢ interakcje omawianego biatka z mitochondriami po-
chodzacymi z uszkodzonych komérek gospodarza czy (dzieki tworzeniu
komplekséw z pentraksyna-3) komorkami ulegajacymi apoptozie/nekro-
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zie [12,19]. Gen odpowiedzialny za synteze tego biatka jest wysoce poli-
morficzny. Mimo ze dotychczas nie opisano przypadku catkowitego nie-
doboru fikoliny-1, przypuszcza sie, ze wystepowacé on moze u homozygot
pod wzgledem mutacji Ser268Pro. Inne mutacje, jak Ala218TFhr czy Asn-
289Ser zwigzane s z nizszym stezeniem omawianego czynnika w kraze-
niu i jego obnizong aktywnoscia. Polimorfizmy zlokalizowane w regionie
promotorowym, w pozycjach -542 (G>A) i -144 (C>A)-zwigzané's3 nato-
miast z wyzszymi stezeniami fikoliny-1 [20-23].

Fikolina-2 (fikolina L, wczesniej okreslana takze jako hukolina lub biat-
ko P35) wykazuje powinowactwo do D-GIcNAc, D-GalNAc oraz kwasu
sjalowego, ale moze sie taczy¢ tez z ligandami.niecukrowymi, takimi jak
elastyna czy niektére kortykosteroidy, a takze utleniona i acetylowa-
na forma lipoproteiny o niskiej gestosci (low density lipoprotein, LDL) czy
DNA. Czynnik ten wigze sie tez do biatka C-reaktywnego, ale tylko kie-
dy jest ono przytaczone np. do bakterii, co moze nasila¢ procesy zapal-
ne. Dzieki rozpoznawaniu niektérych_lipopolisacharydéw, wielocukrow
otoczkowych, B-1,3-glukanéw grzybowych, fikolina-2 uczestniczy w eli-
minacji drobnoustrojéw. Przyczynia sie tez do usuwania komoérek ulegaja-
cych apoptozie (za [1-4,24]). Ostatnio zaobserwowano jej oddziatywanie
z glikoproteing gp120 HIV-1. Fikelina-2 moze z jednej strony hamowac
whikanie wirusa do komérek, a z drugiej strony dziatac¢ cytotoksycznie (na
drodze zaleznej od aktywacji dopetniacza) na komorki juz zainfekowane
[25]. Opisano kilkadziesigt polimorfizméw genu FCN2 odpowiadajacego
za synteze fikoliny-2, z ktorych jedynie kilka wptywa na poziom ekspresji
genu lub aktywnosc biatka. Polimorfizmy zlokalizowane w pozycjach -986
(A>G),-557 (A>G)i-64 (A>C) (region promotorowy) oraz +6424 (ekson 8,
G>T, Ala258Ser) zwigzane sa z niskim stezeniem i/lub aktywnoscig biat-
ka, natomiast te w pozycjach -602 (G>A) i -4 (A>G) (promotor) oraz 6359
(ekson 8, C>T, Thr236Met) wywieraja efekt przeciwny [26-29]. Dotych-
czas nie opisano przypadku catkowitego niedoboru fikoliny-2.

Fikolina-3 (fikolina H, antygen Hakata) wykazuje powinowactwo do D-
-GlcNAc,D-GalNAc oraz L-Fuc, dzieki czemu moze rozpoznawac niektére
lipopolisacharydy i wielocukry bakteryjne [1-4]. Tylko jeden ze znanych
polimorfizmdéw genu FCN3 (delecja pojedynczego nukleotydu w eksonie
5, powodujaca przesuniecie ramki odczytu: +1637delC), wptywa na obni-
zenie stezenia i aktywnosci biatka, a u homozygot - jego catkowity niedo-
bér.-Niedobdr taki opisano jedynie w kilku przypadkach [30,31].
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Proteazy serynowe tworzace kompleksy z kolektynami i fikolinami
MASP-2 ma kluczowe znaczenie dla zainicjowania aktywacji dopetniacza
na drodze lektynowej dzieki zdolnosci trawienia sktadnikéw C4.i C2 [4].
WSsradd opisanych polimorfizmoéow genu MASP2 jeden (wystepujacy w-od-
mianie kaukaskiej), zlokalizowany w eksonie 3 (+359 A>G; D120G), jest
przyczyng niedoboru tej proteazy u homozygot. Zmiana sekwencji ami-
nokwasowe] powoduje utrate zdolnosci tworzenia komplekséw-z kolek-
tynami/fikolinami, w zwigzku z tym uniemozliwia aktywacje dopetniacza
[32]. Niedobor MASP-2 wystepuje z niewielkg czestosciag; dotychczas
opisano kilkanascie przypadkéw (za [33]). Nalezy wspomniec, ze MASP-2
moze wspotuczestniczyé w aktywacji innych, niezwykle istotnych z punk-
tu widzenia utrzymania homeostazy, systeméw biatek - kaskady krzep-
niecia oraz uktadu kalikreina-kininy. Enzym*ten rozpoznaje i trawi pro-
trombine oraz kininogen. Produkt alternatywnego“dojrzewania mRNA
genu MASP2, biatko MAp19, nie posiada wtasciwosci proteazowych
i uczestniczy w regulacji aktywnosci.drogi lektynowe;j [4,8,33].

Drugim z enzyméw warunkujacych rozpoczecie aktywacji dopetnia-
czanadrodze lektynowej jest MASP-1. Przez wiele lat przewazat poglad,
ze proteaza ta petni funkcje regulatorowa, nasilajgc aktywacje poprzez
trawienie sktadnikéw C2 i C3. Dowiedziono jednak, ze jest ona nie-
zbedna do aktywacji MASP-2 (sama ulega autoaktywacji pod wptywem
zmian konformacyjnych po przytaczeniu kompleksu czynnik rozpozna-
nia/MASP do odpowiedniego liganda) [34]. Sugeruje sie takze, ze dzieki
MASP-1 powstaje wiekszos¢ aktywnych czasteczek C2a [34]. Ponadto
enzym ten trawi protrombine[35], fibrynogen, czynnik XllI, aktywowany
trombing inhibitor fibrynolizy (TAFI), kininogen oraz oddziatuje z recep-
torem PAR-4, tak wiec jejfizjologiczna rola daleko wykracza poza udziat
w aktywacji dopetniacza’ [4,8]. Powstajagce w wyniku alternatywnego
sktadania mRNA genu MASP1/3 - proteaza MASP-3 i nieenzymatycz-
ne biatko MAp44 (MAP-1) s3 regulatorami aktywacji drogi lektynowej
[4,8]. Nalezy takze wspomniec o toczacej sie dyskusji dotyczacej udziatu
MASP w aktywacji dopetniacza na drodze alternatywnej. Ostatnie dane
wskazuja, ze w procesie tym uczestniczy MASP-3, przyczyniajac sie do
powstania aktywnego czynnika D (factor D, FD), trawiac jego prekursor,
pro-FD obecny w osoczu [36,37]. MASP-1 i MASP-2 wykazujg podobna
wtasciwosé, jednak jedynie w formie oczyszczonych preparatéw, in vitro
(36,37}
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Kilkanascie opisanych polimorfizméw genu MASP1/3 moze wptywacd
na aktywnosc i/lub stezenie co najmniej jednego z wymienionych pro-
duktéw [38-40]. Na szczegdlng uwage zastuguje mutacja w pozycji +870
(G>A; ekson 6; W290X) skutkujaca przedwczesnym wprewadzeniem
kodonu ,stop” i zaburzajgca synteze MASP-1, MASP-3 i MAp44. Defekt
ten wystepuje z niska czestoscia, dotychczas opisano jedng-homozygote
G/G[38].

Znaczenie czynnikéw aktywacji dopetniacza na drodze lektynowej

w nowotworach uktadu krwiotwoérczego i ich powiktaniach
infekcyjnych

Wsréd doniesien literaturowych dotyczgcych znaczenia czynnikow
drogi lektynowej w nowotworach hematologicznych i ich powiktaniach
infekcyjnych wiekszos$¢ dotyczy lektyny wigzacej-mannoze. Wykazano,
ze genotypy MBL2 zwigzane z niedoborem MBL (XA/O, O/0O) s3g czyn-
nikami ryzyka rozwoju ostrej biataczki limfoblastycznej (acute lympho-
blastic leukemia, ALL) u dzieci [41]. Ponadto u pacjentéw z réznymi ty-
pami nowotworow (takze uktadu krwiotwdrczego), nosicielstwo allelu
O oraz niskie stezenie MBL w surowicy moga by¢ zwigzane z czestszymi
i przedtuzajacymi sie epizodami.goraczki z neutropenig (febrile neutro-
penia, FN) i zagrazajacymi zyciu zakazeniami [42,43,44]. Stezenietego
biatka <1 pg/ml moze takze sprzyjac¢ zakazeniom u dzieci z ALL oraz
0s6b, u ktérych przeprowadzono allogeniczne przeszczepy macierzy-
stych komoérek krwiotwérczych [45,46]. Dotyczy to réwniez pacjentéw
o dtugim okresie przezycia, ktérzy byli biorcami szpiku w dziecinstwie
[46]. Schlapbach./i'wsp. [47] zaobserwowali jednak, ze czestsze epizody
FN wystepujg u dzieci, u ktérych stezenie MBL w surowicy przekracza
1 pg/ml, natomiast-catkowity niedobér tej lektyny sprzyja ciezkim zaka-
zeniom bakteryjnym. Ponadto Frakking i wsp. zasugerowali, ze niedo-
bér MBL (zdefiniowany jako stezenie w surowicy <0,2 pg/ml) moze by¢
zZwiazany z ciezszym przebiegiem choroby u dzieci, u ktérych wystepuje
goraczka z neutropenia (przy ujemnym wyniku badan mikrobiologicz-
nych) [48]. Wczesniej ci sami autorzy [49] nie wykazali zaleznosci po-
miedzy deficytem lektyny wiazgcej mannoze i podatnoscig na zakazenia
u dzieci leczonych z powodu réznych nowotworéw (wtgczajac choroby
uktadu krwiotworczego). Przeciwnie, pacjenci z prawidtowym steze-
niem-tego biatka czesciej byli przyjmowani do oddziatéw intensywnej
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terapii [49]. Z drugiej strony u wiekszosci dzieci z niedoborem lektyny
wiazacej mannoze dochodzito do ciezkiej neutropenii [49]. Poniewaz
w kilku pracach [50-52] nie stwierdzono wptywu MBL na ryzyko zaka-
zen u dzieci z nowotworami hematologicznymi, znaczenie-tego biatka
wcigz jest kontrowersyjne. Na podstawie analizy wynikdéw otrzymanych
w réznych osrodkach, publikowanych w ciggu kilkunastu-lat, sugeruje
sie, ze jego niedobdr nie jest niezaleznym czynnikiem-ryzyka zakazen/
FN w tej grupie pacjentow [53]. Sprzeczne dane mogg jednak odzwier-
ciedla¢ heterogennosé grup badanych, réznice w ich liczebnosci, spe-
cyfike protokotéw leczenia i katamnezy czy rézne definiowanie pojecia
,hiedobor MBL” [53].

Takze dane dotyczace 0sdb dorostych nie'sg jednoznaczne. Czesé opu-
blikowanych prac wskazuje, ze niedobér MBL (definiowany genetycznie
lub ilosciowo) istotnie wptywa na ryzyko zakazen[54-56], rowniez u pa-
cjentéw poddawanych przeszczepieniu macierzystych komérek krwio-
tworczych [57-60]. Mullighan i wsp.[59,60] zaobserwowali, ze w wypad-
ku przeszczepdw allogenicznych allele O genu MBL2 zaréwno u dawcy,
jak i u biorcy sg czynnikami sprzyjajacymi infekcjom, natomiast haplotyp
HYA wywiera efekt ochronny,/Neth i wsp. [61] stwierdzili natomiast, ze
istotny z punktu widzenia ryzyka-zakazen jest jedynie status biorcy. Za-
notowali oni, ze stezenie MBL <0,4 ug/ml jest czynnikiem ryzyka grzybi-
czego zapalenia ptuc, sepsy, reaktywacji zakazenia wirusem cytomegalii
(CMV) i rozwoju ostrej'\choroby przeszczep przeciwko gospodarzowi
(graft-versus-host disease, GVHD) [61]. Granell i wsp. [58] sugeruja na-
tomiast, ze genetycznie determinowany niedobér MBL u dawcy moze
sprzyja¢ inwazyjnym,zakazeniom wywotywanym przez grzyby u biorcy.
Genotyp A/A - jak siewydaje - chroni przed rozwojem sepsy w szpiczaku
mnogim (multiple myeloma, MM) [62], a wysokie stezenie MBL w surowi-
cy - sprzyja dobremu rokowaniu u pacjentéw z ostra biataczka szpikowa
(acute myeloid leukemia, AML), u ktérych doszto do tego ciezkiego powi-
ktania [63]. Podobnie jak w wypadku nowotworéw hematologicznych
u dzieci opublikowano takze doniesienia sugerujace brak znaczenia oma-
wianej lektyny uwpacjentéow dorostych [64-69].

Literatura dotyczaca znaczenia innych czynnikéw aktywacji dopet-
niacza na drodze lektynowej jest znacznie ubozsza. Schlapbach i wsp.
[70] zaobserwowali bardzo wysokie stezenia fikoliny-1 u dzieci z ostra
biataczkg limfoblastyczng z komérek B (B-ALL). Ameye i wsp. [71] zano-
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towali natomiast, Ze nizsze stezenia tego biatka (lecz nie fikoliny-2 i -3)
u chorych nasilajg podatnos$¢ na ciezkie zakazenia. Brak wptywu fiko-
liny-2 i -3 na ryzyko zakazen u pacjentéw hematologicznych wczesniej
opisali juz Kilpatrick i wsp. [55]. Z drugiej strony sugeruje-sie, ze niskie
stezenia w surowicy fikoliny-3 mogg by¢ zwigzane z gorgczka z neutro-
penig (zwtaszcza z towarzyszaca bakteriemia) u dzieci [72]..Pana i wsp.
[44], badajac wybrane polimorfizmy genéw FCN2 (-286-A>G, -602G>A,
-4 A>G, +6359 C>T i +6424 G>T), stwierdzili, ze haplotypy GGACT,
GGATG, AGACG, GGACG (niezaleznie lub w potaczeniu z genotypem
A/O lub O/OMBL2) moga sprzyjac¢ wydtuzaniu epizododéw FN i zakaze-
niom bakteryjnym. Ostatnio zaproponowano wtaczenie fikoliny-2 do pa-
nelu biomarkerdw zespotu niedroznosci zatokowej-{(sinusoidal obstruction
syndrome, SOS) po allogenicznym przeszczepie macierzystych komoérek
krwiotworczych [73].

Polimorfizm genu MASP2 w pozycji +1111 (G>T) moze wptywac na
ryzyko zachorowania na chtoniaka rozlanego nieziarniczego z duzych ko-
morek B. Dziatanie ochronne przypisuje sie allelowi T [74]. Wysokie ste-
zenia MASP-2 wykazano u 0séb z chtoniakami nieziarniczymi oraz ALL
[75]. Z drugiej strony u dzieci znowotworami hematologicznymi (gtéwnie
chtoniaki Hodgkina) i wysokimi.stezeniami MASP-2 zanotowano dtuzsze
okresy przezycia bez nawrotow choroby [76].

Aktywnosc¢ LP, zalezna od komplekséw MBL-MASP-2, okazata sie wyz-
sza u pacjentow z biataczka dorostych z komoérek T (ATL) niz u nosicieli
wirusa HTLV-1, u ktérych nie doszto do rozwoju choroby oraz zdrowych
kontroli [77]. U biorcéw przeszczepdéw allogenicznych, bedacych hetero-
zygotami A/G (pelimorfizm w pozycji +359 genu MASP2), stwierdzono
wyzsze ryzyko ciezkich zakazen wywotywanych przez grzyby [58]. Niskie
stezenia MASP-2 zwigzane byty z czestszymi epizodami FN i dtuzszym
okresem hospitalizacji dzieci z nowotworami hematologicznymi [78,79].

Znaczenie czynnikéw aktywacji dopetniacza na drodze lektynowej
w nowotworachinnych narzadéw

Nowotwory uktadu pokarmowego

Wyniki badan kilku niezaleznych grup sugeruja, ze genotyp MBL2 moze
wptywac na ryzyko rozwoju raka zotadka. Baccarelli i wsp. [80] zaobser-
wowali;Ze homozygoty H/H chorujg czesciej w porédwnaniu z osobami
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o genotypie L/L. Podobnie haplotyp HYD i genotyp YA/D zwigzane s3
z wyzszym ryzykiem zachorowania niz odpowiednio haplotyp HYA i ge-
notyp YA/YA, a szczegdlnie narazeni sg nosiciele haplotypu HYD genu
dla MBL i allelu T w pozycji -511 (C>T) genu IL1B (dla interleukiny-1p)
[80]. Scudiero i wsp. [81] zanotowali, ze haplotyp HYPD jest czynnikiem
ryzyka rozwoju raka w przypadkach zwigzanych z zakazeniem Helico-
bacter pylori. W obu wspomnianych pracach wykluczono_znaczenie po-
limorfizmoéow w kodonach 54 (A/B) i 57 (A/C) genu MBL2 [80,81], jednak
dane opublikowane pézniej wskazuja, ze wariant B wystepuje czesciej
u mtodszych (w wieku do 65 lat) pacjentow [82]. Dotycza one jednak po-
pulacji japonskiej, w ktérej praktycznie nie wystepuja polimorfizmy A/D
i A/C.

Wykazano takze zwigzek wariantu X (polimorfizm w pozycji -221)
omawianego genu z rakiem watrobowokomorkowym (hepatocellular car-
cinoma, HCC), rozwijajacym sie w wyniku zakazenia wirusem zapalenia
watroby typu C (HCV). Zaréwno u homozygot, jak i heterozygot Y/X ob-
serwowano wieksze rozmiary guzéw, czesciej takze zaatakowane byty
oba ptaty watroby [83]. Wczesniej Segat i wsp. [84] nie zaobserwowali
wptywu polimorfizméw A/B, A/C i A/D (a takze mutacji w pozycji +359
(A>G) genu MASP2) na ryzyko.rozwoju raka watrobowokomorkowego,
niezaleznie od zakazen HCV czy wirusem typu B (HBV). Ostatnio sugeru-
je sie, ze SNP w pozycji +753 (C>T) (fragment nieulegajacy translacji kon-
ca 5’ genu MBL2) moze wptywac na ryzyko rozwoju tego typu nowotwo-
ru u pacjentow z marskoscia watroby, zwigzang z zakazeniem HBV [85].

Ponadto wykazano efekt-ochronny haplotypu AGGG (w odniesie-
niu do polimorfizméw: -986 G>A, -602 G>A, -4 A>G, +6424 G>T genu
FCN2) przed rozwojem HCC, u osdb zakazonych HBV. Haplotyp AAAG
byt natomiast zwigzany zwyzszym mianem wirusa i wyzszym stezeniem
fikoliny-2 [86]. Z drugiej strony u 0séb z przewlektym zakazeniem HBV
wysokie stezenie tego biatka wigzato sie z lepszymi wynikami leczenia,
niskie zas - z podwyzszonym ryzykiem marskosci watroby i rozwoju raka
[87]. Stezenie fikoliny-2 w surowicy wptywa tez na przebieg infekcji HCV
i efektywnosc terapii [88]. Czynnik ten rozpoznaje glikoproteiny ostonki
HCV [89] i hamuje jego wnikanie do komdrek docelowych [90,91]. Eks-
presja genu FCN2 jest obnizona w komérkach HCC [87,92]. Jej poziom
jest szczegolnie niski w komérkach o duzym potencjale przerzutowania
i wptywa na skrécenie czasu przezycia wolnego od choroby (disease-free
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survival, DFS) [92]. Sugeruje sie takze, ze fikolina-2 hamuje migracje ko-
moérek, ich inwazyjnosc i przejscie nabtonkowo-mezenchymalne (epithe-
lial-mesenchymal transition, EMT), wspotdziatajac z transformujacym
czynnikiem wzrostu f (transforming growth factor B, TGE-B) [92]. Eks-
presja genu FCN3 w komoérkach HCC jest takze nizsza niz w normalnych
komérkach watroby [93]. Za pomoca analizy proteomicznej/z uzyciem
dwuwymiarowej fluorescencyjnej elektroforezy réznicowej (two-dimen-
sional fluorescence difference gel electrophoresis, 2-D DIGE) stwierdzono, ze
w 0soczu pacjentéw z rakiem watrobowokomoérkowym zakazonych HCV
znajduje sie mniej fikoliny-3 niz w osoczu oséb z marskoscig watroby
(réwniez z zakazeniem HCV), u ktérych nie doszto do rozwoju raka [93].
Badania liczniejszych grup (z wykorzystaniem ELISA) nie potwierdzity
jednak tych wstepnych wynikéw [94]. Ponadto, postugujac sie elektrofo-
reza 2-D, zanotowano wyzszg ekspresje fikoliny-3-w'surowicy pacjentéw
z HCC zaleznym od zakazenia HBV niz w grupie chorych, u ktérych wy-
kluczono zakazenie wirusami zaréwno typu B, jak i C [95].

Wyzsze, w poréwnaniu z grupg kontrolng, stezenia MBL w surowicy
i zalezna od tego biatka aktywnos¢ dopétniacza zaobserwowano w wy-
padkach raka jelita grubego (niezaleznie od wieku badanych oséb, ich ptci
czy zaawansowania choroby). Jednoczesnie nie wykazano réznic czestosci
wystepowania wariantéw polimorficznych genu MBL2 (badano polimor-
fizmy zlokalizowane w regionie’ promotorowym i eksonie 1) ani iloscio-
wego niedoboru MBL [96-98].'PdzZniej Zanetti i wsp. [99] opisali zwigzek
haplotypow LYPA i LYQC z podwyzszonym ryzykiem zachorowania w po-
pulacji afroamerykanskiej (lecz nie u przedstawicieli odmiany kaukaskiej,
badanych takze wpracach cytowanych wczesniej [96-98]). Ponadto takze
u Afroamerykanow czynnikiem ryzyka rozwoju raka jelita grubego moze
by¢ haplotyp CGGT{w odniesieniu do polimorfizméw MBL2 zlokalizowa-
nych we fragmencie nietulegajacym translacji konca 3’ eksonu 4: Ex4-1483
T>C,Ex4-901 A>G, Ex4-710 A>Gi 3283bp STP C>T) [99].

Wysokie stezenie MASP-2 (niezaleznie od mutacji genu MASP2 w po-
zycji +359) zaproponowano jako marker wskazujacy na niebezpieczen-
stwo nawrotu tej choroby i fatalnego rokowania [97,100,101]. W innych
badaniach [102] nie zanotowano jednak zwigzku pomiedzy stezeniem
MASP-2 i Smiertelnoscia.

Niedawno Storm i wsp. [103] opublikowali wyniki kompleksowych
badaiA-majacych na celu ewaluacje czynnikéw aktywacji dopetniacza na
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drodze lektynowej (MBL, kolektyna 10, fikolina-1, fikolina-3, MASP-1,
MASP-2) i biatek uczestniczacych w jej regulacji (MASP-3, MAp-44) jako
biomarkeréw raka jelita grubego. Na ich podstawie autorzy wnioskuja, ze
kolektyna 10, fikolina-1 i MAp-44 mog3 sie okaza¢ markerami pomocni-
czymi choroby.

Pojedyncze doniesienia literaturowe dotyczg nowotwordw ztosli-
wych innych narzaddéw uktadu pokarmowego. Rong-i-wsp. [104], ba-
dajac za pomoca 2D-DIGE surowice oséb chorujacych na raka trzustki
i zdrowych, wykazali wyzszg ekspresje lektyny wigzgcej mannoze u pa-
cjentow. Verma i wsp. [105], stosujagc immunobarwienie, udowodnili
natomiast silniejszg ekspresje MASP-2 w komoérkach ptaskonabtonko-
wego raka przetyku w poréwnaniu z komérkami.dysplastycznymi i nie-
zmienionymi.

Nowotwory sutka i uktadu rozrodczego

Bernig i wsp. [106] zaobserwowali, ze polimorfizmy korica 3’ genu MBL2
(Ex4-1483 T>C, Ex4-1067 G>A, Ex4-1047 T>C, Ex4-901 G>A, Ex4-710
A>G, 3238bp 3'STP C>T) moga wptywaéna ryzyko zachorowania naraka
sutka. Afroamerykanki (lecz nie przedstawicielki odmiany kaukaskiej)
bedace nosicielkami haplotypu. TATAAC chorowaty istotnie rzadziej niz
kobiety z odpowiedniej grupy poréwnawczej.

Swierzko i wsp. [107] wykazali wyzsza czesto$¢ wystepowania ge-
notypow O/O i A/O wsrdd pacjentek z pierwotnym rakiem jajnika niz
wsrod kobiet zdrowych (bez historii choréb nowotworowych). Pomiedzy
tak zdefiniowanymi grupami-nie stwierdzono jednak znaczacych réznic
stezen MBL w surowicy. Ponadto u chorych o genotypach YA/YA i YA/
XA (zwigzanych z wysokim poziomem ekspresji MBL2) mediana stezen
lektyny wigzacej mannoze (jak rowniez aktywnos¢ kompleksow MBL-
-MASP-2) byta istotnie wyzsza niz w grupie odniesienia [107]. W pdzniej-
szych badaniach; do ktérych wtaczono takze grupe pacjentek z tagod-
nymi zmianami jajnikéw, potwierdzono zwigzek genotypu O/O z rakiem
jajnika[108]. Z drugiej strony genetycznie uwarunkowany niedobér MBL
(warianty O/O i LXA/O) prognozowat dtuzszy okres przezycia po cytore-
dukcji [108].'U homozygot A/A, chorujacych na raka, stezenia MBL byty
Wwyzsze niz,u pacjentek o tym samym genotypie ze zmianami tagodnymi
i'bez zmian patologicznych jajnika (operowanych jednak z innych przy-
czyn)-Zanotowano takze ich korelacje ze stezeniami biatka C-reaktywne-
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go (C-reactive protein, CRP) [108]. Udowodniono ponadto, ze geny MBL2
i MASP2 ulegajg ekspresji (zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka)
w komérkach prawidtowych jajnika, a takze w komérkach nowotworo-
wych. Poziom wspomnianej ekspresji byt wyzszy w narzadach, w ktorych
rozwinety sie guzy ztosliwe [107,108]. Nevadunsky i wsp: [109] potwier-
dzili zwigzek wystepowania allelu B (polimorfizm genu MBL2 zlokalizo-
wanego w kodonie 54 eksonu 1) z rakiem jajnika. Zaebserwowali takze,
ze polimorfizm ten istotnie wptywa na stezenie MBL w drogach rodnych
(badano supernatanty powstate po zawieszeniu i odwirowaniu materia-
tu z wymazow pobranych z pochwy, w fizjologicznym roztworze NaCl)
[109].

Szala i wsp. [110], badajac wspomniane [108] grupy, wykazali, Ze ste-
zenia fikoliny-2 i fikoliny-3 u kobiet z pierwotnym rakiem jajnika s3 istot-
nie wyzsze niz u pacjentek z tagodnymi zmianami-i-kobiet, u ktérych wy-
kluczono zmiany patologiczne tego narzadu. Nie zaobserwowano jednak
réznic czestosci wariantéw polimorficznych genu FCN2 (badano SNP
w pozycjach -64, -4, +6359 i +6424) ani wystepowania mutacji w pozycji
+1637 genu FCN3. Geny te ulegaja ekspresji w jajniku, przy czym jej po-
ziom w narzadach, w ktérych /doszto do rozwoju guzow ztosliwych, jest
nizszy niz w narzadach niezmienionych [110]. Wczesniej, na podstwie
analizy proteomicznej prob surowic (DIGE), Andersen i wsp. [111] zapro-
ponowali fikoline-3 jako jeden z potencjalnych markeréw raka jajnika.

Polimorfizmy eksonu 1 genu MBL2 (nosicielstwo alleli O) nasilajg po-
datnos¢ na zakazenia wirusem brodawczaka ludzkiego (human papilloma-
virus, HPV) i (u kobiet odmiany.kaukaskiej) - ryzyko rozwoju zwigzanego
z tymi infekcjamiraka szyjki macicy [112].

Nowotwory innych narzgdow

Wykazano, ze allel B (a zwtaszcza genotyp B/B) genu MBL2 zwigzany jest
z wyzszym ryzykiem rozwoju glejaka u oséb dorostych [113]. Podobny
efekt postulowano takze dla polimorfizmu zlokalizowanego w intronie 1
tego genu (rs1982266, +573 C>T) [113]. Fisch i wsp. [75] zaobserwowa-
li natomiast podwyzszone stezenia MBL u dzieci z guzami litymi réznych
narzadow, natomiast MASP-2 - z nowotworami centralnego uktadu ner-
wowego. Podwyzszong ekspresje genu FCN1 (dla fikoliny-1, przypusz-
czalnie w odpowiedzi na rozwoj guza) zanotowano w komoérkach NK pa-
cjentéwz rakami ptaskonabtonkowymi gtowy i szyi [114]. Na podstawie
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analizy proteomicznej préob pobranych od pacjentéw z rakiem ptaskona-
btonkowym w obrebie jamy ustnej z przerzutami do weztéw chtonnych
fikolina-2 rozwazana jest natomiast jako potencjalny biomarker tego
typu nowotworow [115].

Lu i wsp. [116] wykazali za pomocg immunobarwienia’ekspresje MBL
w komodrkach raka i gruczolaka tarczycy oraz normalnych._komérkach
tego narzadu. Jej poziom w komérkach rakowych skorelowany byt ze
stopniem zaawansowania choroby i zdolnoscig przerzutowania. Trakto-
wanie ich rekombinowang MBL indukowato apoptoze, co moze stanowié
punkt wyjscia opracowania nowej metody leczenia[116].

Haplotyp LX oraz genotyp LXA/Bgenu MBL2 moga by¢ zwigzane
z dtuzszym czasem przezycia oséb (odmiany kaukaskiej, lecz nie afro-
amerykanskiej) chorych na raka ptuc, zwtaszcza palacych duze ilosci
tytoniu [117]. Ponadto haplotyp HYPA (odpowiadajacy najwyzszemu
poziomowi ekspresji tego genu) uznany zostat za czynnik ryzyka rozwo-
ju nowotworu u 0séb niepalacych, bedacych jednak biernymi palaczami
w dziecinstwie [118]. U pacjentéow z rakiem ptaskonabtonkowym tego
narzadu obserwowano nadekspresje (MRNA) genu MASP1/3[119].

Ponadto sugeruje sie, ze proteaza MASP-2 oznaczana w moczu moze
by¢ biomarkerem raka jasnokomérkowego i brodawczakowatego nerek
[120].

Podsumowanie

Przedstawiony zwiezty przeglad literatury wskazuje, ze czynniki aktywa-
cji dopetniacza na drodze lektynowej mogg odgrywac bardzo réznorodne
role w chorobach'nowotworowych. Ich znaczenie czesto zalezy nie tylko
od typu nowotworu,lecz takze od wieku, pochodzenia etnicznego pa-
cjentow czy wystepowania innych choréb. Obok bezposrednich (aktyw-
nos$¢ przeciwnowotworowa) czy posrednich (aktywnos¢ przeciwzakazna,
udziat w eliminacji komorek ulegajacych apoptozie/nekrozie) efektéw
ochronnych, bedac mediatorami przewlektej lub nazbyt nasilonej reakgcji
zapalnej, moga w pewnych warunkach sprzyja¢ kancerogenezie.
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Reaktywne formy tlenu (RFT) indukowane
w komorkach bakterii stresem zwigzanym
z dziataniem antybiotykow stanowig istotna
komponente bakteriobdjczego dziatania réznych klas
antybiotykow

Reactive Oxygen Species (ROS) are involved in
antibiotics - induced bacterial cell death

Adam Jaworski?, Ireneusz Jurczyk?, Katarzyna Dudek?

t Spoteczna Akademia Nauk
L University of Social Sciences;+46dz, Poland

Streszczenie

W $wietle danych literatury swiatowej z ostatnich kilku lat lepsze, gteb-
sze zrozumienie ztozonej odpowiedzi komérek bakterii na stres zwia-
zany ze specyficznym, molekularnym” mechanizmem dziatania réznych
antybiotykdéw na okreslone struktury i procesy komérkowe wydaje sie
kluczem do opracowania sposobéw zwiekszenia antybakteryjnej aktyw-
nosci i terapeutycznej-skutecznosci stosowanych obecnie antybiotykéw.
W artykule uwaga. zostata skoncentrowana na powszechnie stosowa-
nych antybiotykach nalezgcych do trzech réznych klas - B-laktamowych
(ampicylina), glikozydowych (gentamycyna) i fluorochinolowych (nor-
floksacyna) - ktore niezaleznie od ich specyficznego mechanizmu dzia-
tania na okreslone, dobrze poznane tarcze molekularne indukujg stres
oksydacyjny i synteze reaktywnych form tlenu (RFT). Reaktywne formy
tlenu (reactive oxygen species), syntetyzowane w réznych szlakach meta-
bolicznych redukgcji i utleniania komérkowego, stanowig bardzo istotng,
dodatkowg_komponente bdjczego dziatania antybiotykdéw na komorki
réznych gatunkéw bakterii. W artykule przedstawiamy takze bardzo do-
brze udokumentowane dane dowodzace, ze antyoksydanty, ,zmiatacze”
rodnikow/tlenowych oraz biatka ochronne indukowane stresem oksyda-
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cyjnym zwigzanym z dziataniem antybiotykdéw chronig komérki bakterii
przed Smiercig, a wiec bardzo znaczaco obnizajg skutecznos¢ antybioty-
koterapii choréb infekcyjnych.

Abstract

In the light of new data from the world literature, a better-and more profound
understanding of the complexity of bacterial cells’ response to stress related to
specific molecular mechanisms of different antibiotics’ activity on the structu-
res and cellular processes, appears to be a key to the development of strategies
increasing antibacterial activity and therapeutic efficacy of the antibiotics be-
ing in use today. The article focuses on three different groups of commonly used
antibiotics (B-lactams, aminoglycosides and fluoroquinolons) which regardless
of their specific mechanisms of action on certain, well-known molecular tar-
gets induce oxidative stress and synthesis of reactive oxygen species. Reactive
oxygen species synthesized in metabolic redox pathways constitute an impor-
tant additional component of several antibiotics antibacterial activity against
different species of bacterial. The article presents also very well documented
data, proving that antioxidants, scavengers of oxygen radicals as well as repair
proteins induced by oxidative stress.generated by antibiotics protect bacterial
cells against death thus significantly decrease the effectiveness of antibiotic
therapies used in infectious diseases treatment.

Key words
reactive oxygen species (ROS), antibiotics, bacterial response to antibiotics -
induced lethal stress, new model for antibiotics lethality
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Narastajgca opornosc¢ bakterii na antybiotyki w potaczeniu z ograni-
czong liczbg nowych antybiotykéw wprowadzanych do terapii choréb
infekcyjnych kreuje wspotczesnie globalny problem dla zdrowia-publicz-
nego[1,2,3,4,5]. Ze wzgledu na biologiczne skutki dziatania+rdznych-an-
tybiotykéw na bakterie dzieli sie je zwykle na dwie grupy: zwigzki o dzia-
taniu bakteriostatycznym (hamujace wzrost komérek) i bakteriobdjczym
(prowadzace do $mierci komoérek). Wsrdd antybiotykéw-o dziataniu bak-
teriobdjczym wyrdzniato sie zwykle trzy klasy tych zwigzkéw. ze wzgledu
na specyficzny, molekularny mechanizm ich dziatania.na struktury i pro-
cesy komorkowe bakterii: inhibitory syntezy $ciany komérkowej, inhibi-
tory replikacji DNA oraz inhibitory biosyntezy biatek [6].

Jednak w ostatniej dekadzie narasta wiedza na-temat nowego szlaku,
wspolnego dla tych trzech klas antybiotykéw, generujgcego w warun-
kach tlenowych reaktywne formy tlenu (reactive-oexygen species, ROS),
ktére maja, jak sie sadzi, znaczacy udziat w zabijaniu zaréwno bakterii
Gram-ujemnych, jak i Gram-dodatnich [7, 8, 9, 10]. Poziom syntezy i ak-
tywnosci reaktywnych form tlenu takich/jak: anionorodnik ponadtlen-
kowy (superoxide anion), nadtlenek wodoru (hydrogen peroxide) i rodnik
hydroksylowy (hydroxyl radicals), ubocznych produktéw metabolizmu
tlenowego organizméw zywych podlega w komoérkach Scistej kontroli
poprzez synteze, z jednej strony, katalaz i dysmutaz enzyméw detoksy-
fikujacych RFT, z drugiej strony, poprzez dwusktadnikowe systemy regu-
latorowe, odpowiedzi komérkowej na stresy (SoxRS, OxyRS, SOS), ktére
kontrolujg rodzaj i poziom uszkodzeh dokonanych w komérkach przez
reaktywne formy tlenu i inne-genotoksyczne czynniki [11, 12, 13]. Usta-
lenie wszystkich, zrédet i mechanizméw syntezy catej puli reaktywnych
form tlenu produkowanych przez komérki bakterii, w tym przez komoérki
modelowych szczepdw Escherichia coli, nie jest tatwe, a opisywane w wie-
lu pracach wyniki sg czesto niepewne z powodu ogromnego arsenatu po-
tencjalnych generatoréw ROS w komodrkach bakterii. RFT potencjalnie
moga by produkowane we wszystkich reakcjach utleniania, kiedy tlen
przyjmuje elektrony ze zredukowanych flawin, chinolonéw oraz z funk-
cjonalnych grupréznych innych zwigzkow [14]. W szlakach metabolizmu
komérek E. coli funkcjonuja w réznych szlakach metabolicznych 133 en-
zymy i reakcje utleniana, w ktérych potencjalnie moga by¢ generowane
ROS. Liczba tych reakgcji jest poréwnywalna z liczba reakcji, w ktérych
syntetyzowana jest komérkowa pula ATP/ADP, NAD/NADH i NADP/
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NADP. Nie ma wiec watpliwosci, ze RFT odgrywaja bardzo istotna, zinte-
growang role w catym metabolizmie bakterii. Najogdlniej mozna powie-
dzie¢, ze kazda hiperaktywacja taricucha transportu elektronéwindukuje
w komorce synteze rodnikéw tlenowych takich jak anionorednik ponad-
tlenkowy i rodnik hydroksylowy. Podczas reakcji Fentona nadtlenek wo-
doru, reagujac z jonem zelazawym (Fe?*), generuje powstawanie rodnika
hydroksylowego (*OH), jonu wodorotlenkowego (OH*)-oraz jonu.zelazo-
wego (Fe®).

Rodniki hydroksylowe s3 najsilniejszym reaktywnym czynnikiem utle-
niajacym rozne klasy molekut i makromolekut komérkowych, w tym ge-
nerujacym bezposrednio zaréwno uszkodzenia oksydacyjne genomowe-
go DNA, jak i uszkodzenia oksydacyjne puli komodrkowych nukleotydéw
GTP i ATP [15, 16, 17, 18, 19]. Postawiono interesujaca hipoteze, ze
uszkodzenia oksydacyjne nukleotyddéw guanylowego, adenylowego,
z wytworzeniem w puli komoérkowej odpowiednio 8-oxo-dGTP i 8-oxo-
-dATP, a nastepnie ich inkorporacja.do DNA moga mie¢ znaczacy udziat
w bdjczym dziataniu trzech réznych klas antybiotykéw: B-laktamowych
(inhibitory syntezy sciany komaérkowej),/chinolinowych (inhibitory gyra-
zy, a w efekcie replikacji DNA), aminoglikozydowych (inhibitory syntezy
biatek) [10]. Hipoteze testowano.na modelu E. coli. W badaniach ocenia-
no, po pierwsze, wptyw trzech biatek naprawczych zwanych w literaturze
angielskiej sanitizers, z ktorych dwa sa glikozylazami DNA MutM i MutY,
inicjujgcymi system BER; ktéry usuwa uszkodzone nukleotydy guanylo-
we [20], trzecie za$ jest nukleotydaza MutT, ktora hydrolizuje 8-oxo-
-dGTP do 8-oxo-dGMP i pirofesforanu [21, 22]. Po drugie, zbadano udziat
polimeraz DNA -Poll, Polll, PollV i PolV - w inkorporacji uszkodzonych
nukleotydéw guanylowych do genomowego DNA poprzez pomiar stop-
nia Smiertelnosci populacji komérek w warunkach dziatania badanych
antybiotykéw [23]. Uzyskane wyniki i sformutowane, jak sie wydawato,
w petni uprawnione wnioski ptyngce z badan przeprowadzonych w réz-
nych uktadach izogenicznych szczepéw dzikich i mutantow E.coli byty
niezwykle interesujace, a nawet zaskakujace. | tak okazato sie, ze nad-
produkeja glikozylazy MutT (sanitizer 8-oxo-dGTP), przy rownoczesnej
delecji genéw mutM i mutY - chroni komérki bakterii przed bdéjczym
dziataniem antybiotykéw chinolinowych o rzad lub dwa rzedy wielkosci
i'w nieco mniejszym stopniu takze przed dziataniem antybiotykéw B-lak-
tamowych i aminoglikozydowych [10]. Autorzy cytowanej pracy wnio-
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skuja, ze obecna w komérkach pula uszkodzonego nukleotydu 8-oxo-
-dGTP, generowanego przez rodniki tlenowe pod wptywem dziatania
antybiotykdéw, inkorporowana przez polimerazy DNA PollV i PolV do de
novo syntetyzowanego DNA prowadzi do pojawiania sie-licznych-po-
dwdjnych peknie¢ DNA (DSBs), ktore w pore nienaprawione przez syste-
my BER oraz RecA i RecBCD zaleznej naprawy homologicznej rekombi-
nacji (HR) indukujg kaskade zdarzen prowadzaca-do. apoptetycznej
$mierci komorek [23]. Intrygujacym odkryciem wydaje sie to, ze protek-
cja komodrek przed bdjczym dziataniem antybiotykdéw. przez nukleozyda-
ze MuT jest zwigzana nie tylko z degradacja puli 8-oxo-dGTP, lecz takze
puli rybonukleotydu 8-oxo-rGTP [24]. Okazato.sie bowiem, Ze polimera-
za RNA tatwo inkorporuje 8-oxo-rGTP do transkryptéw, co skutkuje za-
burzeniami w strukturze rRNA i tRNA, a w efekcie w syntezie prawidto-
wych biatek [25, 26]. Na podstawie uzyskanych-wynikéw postawiono
wazny whiosek, ze wrazliwos$¢ bakterii na wszystkie trzy klasy antybioty-
kéw mozna by znaczaco zwiekszyé poprzez zahamowanie syntezy lub en-
zymatycznej aktywnosci biatek MutT (degradacja 8-oxo-dGTP) oraz
MutM i MuY (inicjacja systemu BER), a‘takze inaktywacje na poziomie
gendw lub produktéw systemu naprawy HR [10]. Autorzy cytowanych
prac zaktadaja, ze uda sie opracowacd zwiazki chemiczne, ktére stosowa-
ne w antybiotykoterapii w postaci specyficznych adiuwantéw beda blo-
kowac biatka naprawiajgce oksydacyjne uszkodzenia DNA i dwuniciowe
pekniecia (dsDNA), a takze indukowac synteze polimeraz DNA (PollV
i PolV) inkorporujacych uszkodzone nukleotydy do genomowego DNA.
Nie dziwi wiec fakt, ze komentowane badania i uzyskane wyniki oraz
sformutowane daleko idgce wnioski i sugestie spotkaty sie z jednej stro-
ny z duzym zainteresowaniem, a z drugiej strony wzbudzity kontrower-
syjna dyskusje wsrdd specjalistéw. Ostatnio ukazaty sie w literaturze na-
ukowe] kolejne wazne’ prace doswiadczalne dotyczace tej tematyki,
zatytutowane: ,Cell Death from Antibiotics Without the Involvement of
Reactive Oxygen Species”, ,Killing by Bactericidal Antibiotics Does Not
Depend on Reactive Oxygen Species”. Autorzy tych prac neguja udziat
rodnikow tlenowych w bakteriostatycznym i bakteriobdjczym dziataniu
antybiotykéw [15, 16]. W pierwszej z tych prac na modelu E. coliMg1655
wykazano, ze ampicylina, norfloksacyna i kanamycyna w warunkach bez-
tlenowego wzrostu tego szczepu, kiedy to rodniki tlenowe nie mogg by¢
generowane w komodrkach w reakcji Fentona, wykazujg bardzo zblizony
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efekt bakteriobdjczy jak w warunkach tlenowych. Ponadto w badaniach
przeprowadzonych z zastosowaniem mutantéw pozbawionych aktywno-
$ci katalazy i peroksydazy, zmiataczy H,O,, nie ujawniono istotnych r6z-
nic w bakteriobdjczym dziataniu tych antybiotykéw w poréwnaniu. ze
szczepem dzikiego; nie potwierdzono takze zwiekszonej/produkcji H,0,
w ich obecnosci [15]. Podobne rezultaty opisano dla E. coli BW25113
w drugiej z cytowanych wczesniej prac, dowodzac, ze-w-przeciwienstwie
do wynikéw opisanych przez Foti i wsp. [10] bojczy efekt ofloksacyny
w warunkach beztlenowych, kiedy nie powstaja RTF, byt znacznie silniej-
szy niz w tlenowych. Przytaczajg réwniez dane wskazujgce, ze mutant
Streptomyces pneumoniae, niezdolny do produkcji rodnikéw tlenowych,
jest bardzo wrazliwy na dziatanie bakteriobdjczych antybiotykéw. Nie
odnotowano réwniez zadnego klinicznego szczepu tego gatunku oporne-
go na antybiotyki, ktory bytby mutantem pozbawionym zdolnosci pro-
dukcji RTF [16]. Zachodzi pytanie o przyczyny tak powaznych réznic
w wynikach badan przeprowadzonych przez uznane, specjalistyczne la-
boratoria naukowe. Mozna wymieni¢ wiele przyczyn, ktére mogty dopro-
wadzi¢ do tak rozbieznych wynikéw uzyskanych, zdawatoby sie, w po-
dobnych warunkach eksperymentalnych. Do takich przyczyn nalezy
zaliczy¢ réznice w tle genetycznym uzytych w badaniach modelowych
szczepodw, ktére w wiekszosci wywodzg sie z historycznego szczepu E.
coli K12 i jego pochodnych np. E. coli 1655. Znane s3 przypadki, ze mato
znaczaca, jak by sie wydawato, dotychczas nieznana mutacja w jednym
z modelowych szczepow (E. coli 1655) okazata sie decydujaca dla jego
niezwykle wysokiej zdolnoSeci. przyjmowania obcego DNA na drodze
transformacji [27]. Ponadto ustalenie scisle okreslonego jednego steze-
nia MIC antybiotykéw réznych szczepéw dzikich i ich mutantéw, stoso-
wanych w cytowanych badaniach, jest problematyczne, a nawet niemoz-
liwe. Pomiar stopnia przezywalnosci komérek, jako skutek dziatania lub
braku dziatania reaktywnych form tlenu, wydaje sie w tych warunkach
mato precyzyjnym miernikiem dla formutowania uprawnionych wnios-
kéw. Nie mozna wykluczy¢ tez obecnosci w puli modelowych szczepow
matej populacji uspionych metabolicznie komérek zwanych w literaturze
angielskiej persister cells, ktére sa oporne na dziatanie antybiotykéw,
mimo ze komorki te nie noszg gendw lekoopornosci. Wreszcie nie mozna
zapominad, ze preparaty antybiotykdéw, obok swoistego dziatania na
okreslone tarcze komérkowe, wykazuja nieswoistg aktywnosé na komér-
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ki bakterii i w ten sposéb moga zmieniac ich fenotyp [28, 29]. Ponadto
Wcigz nie ma petnej wiedzy ani na temat mechanizméw indukcji przez an-
tybiotyki B-laktamowe autolizy komérek, ani na temat nieprawidtowej
translacji (mistranslation), powodowanej przez antybiotyki aminoglikezy-
dowe, prowadzacej do akumulacji toksycznych produktéw biatkowych
i Smierci komorek [30]. Niezwykle ciekawe wyniki dotyczace molekular-
nego mechanizmu przezywania komoérek bakterii w obecnosci wysokich
stezen antybiotykoéw opisano dla oportunistycznych bakterii Burkholde-
ria cepacia complex (Bcc), odpowiedzialnych za grozne dla zycia infekcje
pacjentéw z niedoborami uktadu odpornosciowego, w tym cierpigcych
na mukowiscydoze [31, 32, 33]. Eradykacja patogennych bakterii jest nie-
zwykle trudna z racji wysokiej opornosci bakterii na.wiekszo$¢ stosowa-
nych antybiotykéw, zwtaszcza rosnacych w postaci biofilmu. Na zjawisko
bardzo wysokiej opornosci bakterii naktadajg sie r6zne molekularne me-
chanizmy [4], w tym mato poznany mechanizm uspienia metabolicznego
(persister cells) matej frakcji komorek w obecnosci wysokich stezen anty-
biotykéw. W wypadku Bcc wykazano, ze w'biofilmie traktowanym tobra-
mycyna w stezeniu 1024 pg/ml przezywa okoto 0,1% populacji komorek,
aréwnoczesne pomiary stezenia RFT ujawnity bardzo istotny wzrost ich
syntezy. Postawiono wiec pytanie, jakie mechanizmy, czynniki chronig
komorki uspione metabolicznie przed bdjczym dziataniem nie tylko anty-
biotykow, lecz takze RFT. Analiza transkryptomu tych opornych na anty-
biotyki komérek przyniosta nowe, wazne dane wskazujace, ze w komér-
kach nastgpito bardzo silne zahamowanie ekspresji genéw cyklu Krebsa
i tancucha transportu elektronéw generujacych RTF, z rGwnoczesng in-
dukcja genow szlaku glioksalowego (glyoxylate shunt). Potwierdzeniem
tej obserwacji byty rezultaty uzyskane dla mutantéw AkatA i AkatB po-
zbawionych aktywnosci, odpowiednio katalazy i peroksydazy. Okazato
sie, ze traktowanie tych’komérek turbomycyna generuje znacznie mniej-
szg populacje komorek uspionych metabolicznie, opornych na antybio-
tyk. Ponadto zablokowanie za pomocga inhibitora kwasu itakonowego
w dzikim szczepie Bcc liazy izocytrynianowej (ICL), pierwszego enzymu
szlaku ‘glioksalowego, 10-krotnie zmniejsza liczbe pojawiajacych sie
w.biofilmie komdrek uspionych metabolicznie i opornych na wysokie ste-
zenia turbomycyny. Przedstawione wyniki wskazuja, ze komoérki uspione
metabolicznie wyciszajg tlenowy szlak transportu elektronéw, by zaha-
mowac-synteze RTF, a réwnoczesnie aktywuja szlak glioksalowy. Reasu-
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mujac, mechanizmy aktywowania tlenowych szlakéw generujacych syn-
teze reaktywnych form tlenu, a takze hamowania szlaku glioksalowego
moga by¢ rozwazane jako propozycje dla opracowania nowych, bardzo
skutecznych strategii terapeutycznych dla leczenia zakazen-Bec, tym-bar-
dziej ze ludzkie komorki nie majg gendéw i enzymow szlaku glioksalowego
[33]. Ponadto autorzy cytowanych prac pisza, ze uzyskanewyniki w ba-
daniach biofilmu Bcc traktowanego tobramycyna, cyprofloksacyng i me-
ropenemem, z réwnoczesnymi pomiarami ilosci syntetyzowanych RTF
oraz przezywalnosci komodrek, z zastosowaniem réznych komplementar-
nych metod i technik, pozwalajg na postawienie uprawnionego wniosku
0 znaczacym udziale RTF w uwrazliwianiu komérek Bcc na zastosowane
antybiotyki. Wspomniane wczesniej kontrowersje-wokét udziatu reak-
tywnych form tlenu indukowanych dziataniem antybiotykéw w bakterio-
bdjczym dziataniu mogg wynikac z zastosowania w.réznych laboratoriach
odmiennych modeli badawczych, to jest réznych gatunkéw i szczepéw
bakterii oraz réznych antybiotykow.Moze to by¢ zwigzane réwniez z od-
miennymi warunkami przeprowadzonych,doswiadczen, a takze odmien-
nymi, nie zawsze wystarczajgco czutymi’'metodami stosowanymi do po-
miaru ilosci produkowanych /RTF oraz oceny stopnia przezywalnosci
komérek. Dobrym przyktadem-potwierdzajgcym powyzsze sformutowa-
nie sa wyniki niedawno opublikowanej pracy, uzyskane na modelu dzikie-
go szczepu Salmonella Typhimurium oraz mutanta pozbawionego katalazy,
badanych w réznych warunkach oraz fazach wzrostu i traktowanych réz-
nymi antybiotykami [34]. Wyniki tej bardzo dobrze udokumentowanej
pracy wskazuja, ze rézne warunki hodowli, rodzaj podtoza, temperatura,
pH, a nawet faza wzrostu bakterii majg bardzo istotny wptyw na produk-
cje RTF, a tym samym na'przezywalnos¢ bakterii poddanych ekspozycji
na antybiotyki takie jak: gentamycyna, streptomycyna, kanamycyna, cy-
profloksacyna, cetotaxymina, ampicylina).

W naszej opinii komentowane kontrowersje w wiekszosci zostaty wy-
jasnione wynikami wieloautorskiej pracy doswiadczalnej zatytutowanej
LZAntibiotics induce redox-related physiological alterations as a part of
their lethality”, opublikowanej w maju 2014 r. przez wybitnych uczonych
z Howard Hughes Medical University, Boston University, Massachusetts
Institute of Technology, Cambridge, Columbia University, Harvard Uni-
versity [18]. W realizacje celdw tej pracy wprzegnieto najnowszg specja-
listyczng aparature, wiele najnowszych, alternatywnych technik i metod
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biochemicznych do precyzyjnego pomiaru stezenia RTF, metod genetycz-
nych dla konstrukgcji $cisle zdefiniowanych mutantéw w celu ustalenia
roli okreslonych gendéw i operondw, indukowanych dziataniem-réznych
klas antybiotykéw. Badania zostaty przeprowadzone na moedelu komé-
rek Escherichia coli zaréwno w warunkach tlenowych, jaki beztlenowych,
w tym w obecnosci réznych zmiataczy rodnikéw tlenowych; a walida-
cje uzyskanych wynikéw przeprowadzono dobranymi-metodami staty-
stycznymi. Opisane w tej pracy wyniki sg znakomicie udokumentowane
i w petni wiarygodne.

Do jednego z najwazniejszych rezultatéw opisanych wtej pracy nale-
zy zaliczy¢, po pierwsze, jednoznaczne potwierdzenie, ze komorki bak-
terii w odpowiedzi na dziatanie badanych antybiotykéw nalezgcych do
réznych klas - B-laktamowych (ampicylina; 5 pg/ml), aminoglikozydo-
wych (gentamycyna 5 pg/ml, fluorochinolonéw (norfloksacyna, 250 ng/
ml) - syntetyzuja bardzo znaczace ilosci RTF. Co wiecej, okazato sie, ze
indukcja syntezy RTF jest zwigzana.ze specyficznym dziataniem danego
antybiotyku na okreslong tarcze molekularng w komérce bakteryjnej,
a wiec z wprowadzonymi do komérki pierwotnymi uszkodzeniami. Dla
przyktadu norfloksacyna nie indukuje syntezy RTF w szczepie noszacym
zmutowany gen gyrazy (gyrA17),a stad opornym na dziatanie fluorochi-
nolonéw. Mozna sadzi¢ z duzg doza prawdopodobieristwa, ze podobne
wyniki sg mozliwe w wypadku wielu innych szczepow i gatunkéw bakterii
opornych na rézne antybiotyki, z racji noszonych przez te szczepy gene-
tycznych determinant opornosci na antybiotyki, wydajnych systeméw
efflux pumps, lub zjawiska persister cells, opisywanych w jednym z na-
szych wczesniejszych artykutéw [4]. Drugim waznym wynikiem tej pracy
jest udowodnienie za’‘pomoca skonstruowanych bardzo czutych testéw
biochemicznych, ze‘badane antybiotyki indukuja synteze H,O,, co byto
wczesnie podwazane w doswiadczeniach z wykorzystaniem mutantow
pozbawionych aktywnosci katalazy i peroksydazy, w ktérych spodziewa-
no sie podwyzszenia puli H,O,. Okazato sie, ze inny enzym - cytochromo-
wa oksydaza bd + kompensuje brak katalazy i peroksydazy w ,,zmiataniu”
H,O,. Panadto generowany H,O, jest wykorzystywany w reakcji Fentona
jako substrat do syntezy rodnikéw hydroksylowych, a stad byto trudno
precyzyjnie mierzyc rzeczywisty poziom syntetyzowanego w komérkach
H,O,. Do bardzo waznych wynikéw tej pracy nalezy zaliczy¢ wykazanie,
ze badane antybiotyki bardzo silnie aktywujg promotorzy operonéw od-



Adam Jaworski, Ireneusz Jurczyk, Katarzyna Dudek

powiedzi na stres oksydacyjny, OxyR i SoxRS, z ktérych pierwszy, jak byto
wiadomo juz wczesniej, jest indukowany H,O,, drugi zas anionorodnikiem
ponadtlenkowym [35]. Uzyskano bardzo wysoki poziom aktywacji bada-
nych promotoréw reporterowych, a takze catych operonéw-odpowiedzi
na stres oksydacyjny w analizowanych transkryptomach komarek trak-
towanych zaréwno ampicyling, gentamycyna, jak i norfloksacyng w ste-
zeniach odpowiednio 5 pg/ml, 5 pg/ml i 250 pg/ml, jak-i-H,O, w'stezeniu
10 uM. Reasumujac, wyniki badan biochemicznych, enzymatycznych, ge-
netycznych, w tym z wykorzystaniem mikromacierzy.dla analizy catego
transkryptomu, upowazniajg do sformutowania wniosku, Ze badane an-
tybiotyki: ampicylina, gentamycyna i norfloksacyna indukujg w komor-
kach Escherichia coli synteze reaktywnych form tlenu oraz aktywujg re-
gulowang odpowiedz na stres oksydacyjny w sposéb bardzo podobny jak
w wypadku traktowania komorek egzogennym H,O,, w stezeniu 10 uM.
Postawiono hipoteze, ze proces indukowania przez antybiotyki syntezy
reaktywnych form tlenu w réznorodnych reakcjach redukgji i utleniania
komérkowego winien mie¢ odzwierciedlenie w postaci istotnych zmian
w konsumpcji tlenu przez populacje bakterii traktowanych antybiotyka-
mi (bacterial oxygen consumption rate, OCR). Autorzy opracowali metode,
system do monitorowania w czasi€ rzeczywistym zuzycia tlenu w rosna-
cych hodowlach bakterii w obecnosci i-nieobecnosci antybiotykéw. Oka-
zato sie, ze badane antybiotyki znaczaco zwiekszajg konsumpcje tlenu, co
potwierdzato wczesdniej opisany efekt dziatania tych antybiotykéw w po-
staci bardzo silnego podwyzszenia tadunku energetyczne komérek (ener-
gy charge), mierzonego stosunkiem ATP/ADP.

Kontrowersje,; 0 ktorych dyskutowano wczesniej, dotyczyty pytania,
czy i w jakim stopniu” RTF majg udziat w bdjczym dziataniu antybioty-
kéw na bakterie. Wczesdniejsze obserwacje sugerowaty posrednio, ze
deficyt w komoérkach bakterii zmiataczy reaktywnych form tlenu, enzy-
moéw katalazy (KatG) i peroksydazy (AhpC), bardzo zwieksza $miertel-
nos¢ komorek w obecnosci antybiotykéw [13]. Jednakze wyniki innej
pracy przeczyty tej hipotezie, bowiem nie obserwowano zadnej réznicy
w $miertelnosci komoérek traktowanych antybiotykami, rosngcych w wa-
runkach tlenowych w poréwnaniu z warunkami beztlenowymi, kiedy
reaktywne, formy tlenu nie sg syntetyzowane [15]. Wyniki komentowa-
nej pracy Dwyera i wsp. dowodzg bezposrednio, ze w ochronie komadrek
bakteriiprzed $miercig w obecnosci badanych antybiotykéw udziat maja
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nie tylko katalaza i peroksydaza, zmiatacze reaktywnych form tlenu, lecz
takze regulowane odpowiedzi komorek na stres oksydacyjny, indukowa-
ne przez antybiotyki. Nawet w komérkach mutanta E. coli HpX;-z niedo-
borem aktywnosci katalazy i peroksydazy, indukcja operonu-odpowiedzi
na stres oksydacyjny egzogennym H,O, - w znacznym/stopniu chroni
komoérki przed $Smiercig w obecnosci antybiotykéw. Wiademo byto juz
wczesniej, ze nadprodukcja biatka MutS, odpowiedzialnego za rozpozna-
nie btednie sparowanych zasad w DNA w wyniku inkorporacji przez poli-
meraze IV uszkodzonych nukleotyddw, generowanym przez antybiotyki
rodnikiem hydroksylowym, redukuje czestos¢ mutagenezy [36]. W ko-
mentowanej pracy Dwyera i wsp. (2014 r.) dowiedziono takze, ze przezy-
walnos$¢ komodrek traktowanych badanymi antybiotykami, w warunkach
nadprodukcji tego waznego biatka sytemu MRS (mismacth repair system),
zwieksza sie populacja Escherichia coli o 4-5 rzedéw. Potwierdzono tak-
ze, ze antyoksydanty, glutation, kwas askorbinowy, zmiatacze rodnikéw
tlenowych, stosowane w stezeniach_niehamujgcych wzrostu bakterii,
zwiekszajg przezycie bakterii w obecnosci badanych antybiotykéw co
najmniej o 1 rzad. Trzeba jednak w tymumiejscu dodac, ze nadprodukcja
katalazy, peroksydazy czy obecnos$¢ antyoksydantéw w réznym stopniu
chroni komérki bakterii przed $miercia, w zaleznosci od rodzaju stosowa-
nych antybiotykéw i mechanizmu ich pierwotnego, specyficznego dziata-
nia na struktury i procesy komérkowe. W wiekszosci badanych przypad-
kéw najsilniejsza protekcje przed bdjczym dziataniem RTF obserwowano
w przypadku ampicyliny, najmniejszg w przypadku norfloksacyny. Auto-
rzy ten efekt ttumacza dziataniem norfloksacyny na DNA, antybiotyku,
ktory uszkadza nukleotydy i z duzg czestoscig wprowadza letalne, po-
dwadjne pekniecia do helisy DNA [10, 37]. Ampicylina, przedstawiciel an-
tybiotykéw B-laktamowych, dziata przede wszystkim na synteze Sciany
komérkowej, a zatem w mniejszym stopniu wprowadza do DNA grozZzne
dla zycia komérki letalne uszkodzenia.

W $wietle najnowszych danych literatury swiatowej, przedstawio-
nych w niniejszym artykule, coraz lepsze, gtebsze zrozumienie przyczyn
i mechanizmoéw Smierci komérek w wyniku dziatania réznych klas anty-
biotykéw, wtym generujacych reaktywne formy tlenu w réznych warun-
kach wzrostu bakterii, zwtaszcza rosnacych w postaci biofilmu, stanowi
W opinii specjalistéw pewien drogowskaz dla opracowania stosownych
zalecen-praktycznych dla poprawienia skutecznosci powszechnie stoso-
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wanych antybiotykéw. Jednym z nich jest unikanie w czasie antybioty-
koterpii sktadnikéw diety i suplementow zawierajgcych antyoksydanty
lub zwigzki aktywujace synteze lub aktywnosc katalazy, peroksydazy czy,
oksydazy cytochromowej. By¢ moze mozliwe stanie sie takze.opracowa-
nie nowych strategii terapii bakteryjnych choréb infekcyjnych, z wyko-
rzystaniem specyficznych adjuwantéw wzmagajacych, poprzez wiekszy
udziat komponentéw RTF w bdjczym, antybakteryjnym_dziataniu po-
wszechnie stosowanych antybiotykéw.

Podsumowanie

Jako podsumowanie niniejszego artykutu przedstawiamy schemat
(rys. 1) obrazujacy ztozona odpowiedz komoérek bakterii na stresogenne
dziatanie réznych klas antybiotykéw, indukcje syntezy reaktywnych form
tlenu oraz ich wptyw na przezywalno$¢ komorek.-Opracowany przez nas
schemat jest zgodny z danymi literatury swiatowej, prezentowanymi
w niniejszym artykule, w tym w cytowanych przez nas pracach opubliko-
wanych w ostatnich 2-3 latach.[18,38].
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Etap 1. Dziatanie antybiotykéw na komérki bakterii prowadzi do pierwotnych
uszkodzen struktur i proceséw komdrkowych, ktére sq charakterystyczne dla
danej klasy antybiotykéw i zalezne od ich specyficznego dziatania na.okreslo-
ne tarcze molekularne.

W laboratoriach mikrobiologicznych skutecznos¢ antybiotykdéw oce-
nia sie zwykle poprzez oznaczenie wartosci MIC lub zliczanie liczby ko-
lonii wyrostych na podtozach statych w obecnosci okre$lonych stezen
antybiotykéw. Parametry te nie odzwierciedlajg jednak samego efektu
bdjczego antybiotykdw, to jest wydajnosci w zabijaniu komérek, bowiem
sg zalezne od wielu innych czynnikoéw takich jak: szybko$¢ transportu
antybiotykéw do wnetrza komorki, sprawnos¢ biatek transportowych
i mechanizmu efflux pumps, stopien powinowactwa-danego antybiotyku
i docelowej tarczy komérkowej, opornosé genetyczna lub fizjologiczna na
okreslone antybiotyki [4, 5].

Etap 2. Pierwotne uszkodzenia struktur i proceséw komoérkowych stymulujqg
szlaki metaboliczne do syntezy reaktywnych form tlenu.

Szlaki te mozna blokowac, a zatem ogranicza¢ w komérkach pule RTF,
poprzez traktowanie komérek chelatorami jonéw zelaza lub antyoksy-
dantami, hamowanie transportu tancucha elektronéw oraz enzyméw cy-
klu Krebsa. Szlaki te mozna takze stymulowac, a zatem zwieksza¢ komoér-
kowa pule ROS, poprzez inaktywacje gendéw kodujacych synteze katalazy
i peroksydazy lub hamowanie ich aktywnosci.

Etap 3. Rodniki tlenowe, w tym-szczegélnie rodnik hydroksylowy, generowany
w reakcji Fentona,y wprowadzajg drugorzedowe uszkodzenia w czgsteczkach
DNA, RNA, biatek i lipidow.

Etap 4. Drugorzedowe uszkodzenia polimeréw komérkowych dodatkowo bar-
dzo silnie stymulujg synteze reaktywnych form tlenu, a kiedy ich pula komérko-
wa osigghie poziom krytyczny, rozpoczyna sie proces jej gwattownej amplifikacji.

Etap 5. Amplifikacja puli RTF prowadzi nieuchronnie do smierci komérek.
Etap 6. Pierwotne, bardzo rozlegte i gtebokie uszkodzenia (severe enough)

mogq by¢ bezposredniq przyczyng sSmierci komérek, bez koniecznosci stymu-
lacjiri-amplifikacji RFT.
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Poziom zabijanych komérek w populacji w wyniku gtebokich pierwot-
nych uszkodzen struktur i proceséw komoérkowych w wyniku dziatania
antybiotykdéw w wysokich stezeniach, powyzej MIC, moze byc oceniany,
w doswiadczeniach z zastosowaniem zwigzkdéw blokujacych-synteze rod-
nika hydroksylowego w reakcji Fentona lub znoszacychaktywnos¢ RTF
poprzez dziatanie ,zmiataczy”: katalazy, peroksydazy, oksydazy cyto-
chromowej bd lub antyoksydantéw.
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Streszczenie

Biosurfaktanty i surfaktanty (odpowiednio-metabolity bakteryjne i ich
syntetyczne odpowiedniki) dzieki swojej strukturze amfifilowej obejmu-
jacej zaréwno ugrupowania hydrofilowe, jak i hydrofobowe, sg zwiaz-
kami powierzchniowo czynnymi. Ze~wzgledu na swojg aktywnosc¢ sa
w stanie brac udziat w réznych procesach zachodzacych na granicy faz,
m.in. obnizaja napiecie powierzchniowe i miedzyfazowe oraz stabilizuja
emulsje i piany. Biosurfaktanty'odgrywajg zasadnicza role w ruchliwosci
i formowaniu biofilméw przez komoérki bakteryjne, a takze zwiekszaja
rozpuszczalnosé i biodostepnos¢ zwigzkéw hydrofobowych. Zwigzki te
sg klasyfikowane ze wzgledu na pochodzenie mikrobiologiczne, mase
czasteczkowy, wiasciwoesci fizykochemiczne, sposdb dziatania oraz
strukture chemiczng czesci hydrofilowej czgsteczki. Biosurfaktanty wy-
kazujg duzy potencjat.komercyjny w zakresie ochrony $rodowiska, np.
zwiekszajg odzysk ropy naftowej i przyspieszajg procesy biodegradacji/
usuwaniatoksycznych zanieczyszczen. Mogg by¢ takze stosowane w roz-
nych gateziach przemystu, m.in. w przemysle spozywczym, chemicznym,
kosmetycznym, metalurgicznym oraz w rolnictwie, medycynie i farmacji.

Stowa kluczowe
biosurfaktant, surfaktant, napiecie powierzchniowe, krytyczne stezenie
micelarne, naturalna rola fizjologiczna, zastosowania przemystowe



Katarzyna Paraszkiewicz, Anna Kusmierska

Abstract

Biosurfactants and surfactants (microbial metabolites and synthetic coun-
terparts, respectively) are surface-active compounds due to their amphiphilic
structure with both hydrophilic and hydrophobic moieties. Therefore, they.are
able to generate various processes in the interfaces including the reduction of
surface and interfacial tension as well as stabilization of emulsions’‘and foams.
Biosurfactants play an essential natural role in swarming-metility and biofilm
formation by microbial cells and also increase the solubility and bioavailabi-
lity of hydrophobic compounds. They are classified according to their micro-
bial origin, molecular weight, physico-chemical properties, mode of action, and
the chemical structure of the molecule hydrophilic part. Biosurfactants exhibit
a great commercial potential in environmental protection including enhanced
oil recovery, the control of oil spills and biodegradation/ detoxification proces-
ses. They can also be used in various applications of food processing and in he-
alth, chemical, agricultural, cosmetic, mining and metallurgical industries.

Keywords
biosurfactant, surfactant, surface tension; eritical micelle concentration; natu-
ral physiological role, industrial applications
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Cechy charakterystyczne i podziat biosurfaktantow

Biosurfaktanty (biological surface active agents), to zwiazki powierzch-
niowo czynne (ZPC) pochodzenia biologicznego. Wytwarzane sg przez
rosliny - np. saponiny obficie gromadzone w tkankach takich roslin.ta-
kich jak mydlInica lekarska (Saponaria officinalis L.) czy tez biosurfaktan-
ty wydzielane przez komoérki korzeni réznorodnych roslin'do’ryzosfery.
ZPC pochodzenia zwierzecego to m.in. lecytyna i tzw.-surfaktant ptucny.
Niemniej najbardziej liczng grupg organizmow zdolnych do syntezy bio-
surfaktantéw s3 drobnoustroje (gtéwnie bakterie i.drozdze). Charak-
terystyczng cechg tej grupy zwigzkéw, jak rowniez surfaktantéow syn-
tetycznych (otrzymywanych w wyniku przetwarzania sktadnikow ropy
naftowej) jest amfipatyczna (amfifilowa) budowa;-co oznacza, ze cza-
steczki zawierajg jednoczesnie czesé hydrofilowg oraz czes¢ hydrofobo-
wa. Ze wzgledu na tadunek czesci hydrofilowej surfaktanty dzielone s3
na jonowe (kationowe, anionowe i amfoteryczne) oraz niejonowe (Ryc. 1)
[1,2].

Wiekszos¢ mikrobiologicznych ZPC ma charakter obojetny lub anio-
nowy, a tym samym jest mniej toksyczna dla organizméw w poréwnaniu
z syntetycznymi odpowiednikami. Czasteczki zwigzkéw amfifilowych
gromadza sie na granicy dwodch faz o przeciwnej polarnosci, co z kolei
powoduje spadek napiecia miedzyfazowego (okreslanego terminem
napiecia powierzchniowego, w wypadku granicy miedzy powietrzem
i wodg). Zaleznie od budowy chemicznej oraz rodzaju sasiadujacych ze
sobg faz (powietrze/ptyn;\ptyn/ptyn; powierzchnia stata/powietrze lub
powierzchnia stata/ptyn) ZPC€.mogg bra¢ udziat w przebiegu i stabilizo-
waniu réznych, czasem przeciwstawnych proceséw. Nalezg do nich m.in.
obnizanie napiécia powierzchniowego i miedzyfazowego, stabilizacja
(lub destabilizacja)“emulsji i pian, zwilzanie, koagulacja, dyspersja oraz
dziatanie antystatyczne3, 4, 5].

Najczesciej stosowane kryteria podziatu mikrobiologicznych ZPC to
budowa chemiczna czesci hydrofilowej oraz wielko$¢ czasteczek. Czes¢
hydrofilowa biosurfaktantéw moze zawierac fosforan, kwas karboksy-
lowy, liniowy lub cykliczny peptyd, weglowodan, aminokwas lub alko-
hol” W sktad domeny hydrofobowej wchodzi zazwyczaj reszta kwasu
ttuszczowego, a w niektdrych przypadkach hydrofobowe aminokwasy
polipeptydu lub biatka [6]. Zgodnie z tym podziatem mikrobiologiczne
surfaktanty dzielone s3 na piec klas: 1) glikolipidy, do ktérych zaliczane



60 ] Katarzyna Paraszkiewicz, Anna Kusmierska

sg ramnolipidy, soforolipidy, lipidy mannozyloerytritolu (MELs), lipidy
trechalozy oraz lipidy celobiozy; 2) lipopeptydy i lipoproteiny; 3) kwa-
sy ttuszczowe, fosfolipidy i lipidy obojetne; 4) biosurfaktanty-ztozone
(np. glikolipoproteiny) oraz 5) biosurfaktany specjalne obejmujace m.in.
sktadniki fimbrii i otoczek (Tab. 1) [2,5].

— Czes$éhydrofobowa
(ogon)

tadunek (+), (-), (+/-) lub
pozbawionatadunku

3 Cze$chydrofilowa
} (gtowa) posiadajaca

1 2 3 4

Rycina. 1. Schemat amfifilowej budowy czasteczki surfaktantu. Ze wzgledu na obecnos¢
i rodzaj tadunku czesci hydrofilowej wyrdzniane sg surfaktanty kationowe (1), anionowe
(2), amfoteryczne (3) oraz'niejonowe (4). Rysunek zmodyfikowany wg. [1, 2].
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Tabela 1. Podziat biosurfaktantéw ze wzgledu
na budowe chemiczng i wielko$¢ czasteczek (N - surfaktanty niskoczasteczkowe; W -
surfaktanty wysokoczasteczkowe). Tabela zmodyfikowana wg. [2, 7].

grupa, rodzina ZPC lub -~
Klasa przyktad zwiazku Drobnoustroj
Ramnolipidy Pseudomonas aeruginosa, Serratia sp.
Soforolipidy Candida bombicola,Candida apicola
Lipidy trehalozy Rhodococcus erythropolis, Arthrobacter
I sp.

Glikolipidy (N) Mycobacterium sp., Corynebacterium sp.
Lipidy celobiozy Ustilago.maydis
Lipidy Pseudozymasp.
mannozylo-
erytritolu

Lipopeptydy (N) Rodziny: su r1_’a ktyny, chillus subtilis, B. pumilus, B. lichenifor-
ituryny, fengicyny, mis,
syringomycyna Pseudomonas sp.

Li tei

ipoproteiny Lactobacillus sp.

(W)

Kwasy Penicillium spiculisporum

ttuszczowe (N) Corynobacterium lepus

Fosfolipidy, Corynebacterium alcanolyticum

Lipidy obojetne Aciditiothiobacillus thiooxidans

(w)
Emulsan Rag 1 Acinetobacter calcoaceticus RAG 1
Alasan Acinetobacter radioresistens KA53
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus A2
Mannoproteina Saccharomyces cerevisiae

Ztozone (W)* Liposan Candida lipolytica
inne Pseudomonas aeruginosa

Curvularia lunata IM 2901
Specjalne(W)* | fimbrie, otoczki Staphylococcus aureus




Katarzyna Paraszkiewicz, Anna Kugmierska

Wzory wybranych biosurfaktantow przedstawiono na Ryc. 2 [7].
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Rycina 2. Wzory strukturalne wybranych zwigzkéw powierzchniowo czynnych: A)
syntetyczny surfaktant dodecylosiarczan sodu (SDS); B) monoramnolipid* P. aeruginosa
(C,H,,0,) o masie molowej 504 g; C) diramnolipid* P. aeruginosa (C,,H.,O,.) o masie
molowej 650g; D) soforolipid (w postaci laktonu) wytwarzany przez C. bombicola; E)
lipopeptyd surfaktyna B. subtilis.

*Przedstawione na rycinie ramnolipidy sa dominujgcymi sktadnikami preparatu JBR 425,
produkowanego przez Jeneil Biosurfactant Company, USA [8].
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Zaproponowana przez Rosenberg i Ron (1999) [8] klasyfikacja wy-
réznia nisko- i wysokoczasteczkowe biosurfaktanty. Do pierwszej grupy
nalezg zwiazki o masie nieprzekraczajacej 2000 Da, zazwyczaj zdolne do
bardzo silnego obnizania napiecia miedzyfazowego i powierzchniowego.
Przyktadem takiego biosurfaktantu jest surfaktyna (cykliczny lipopeptyd
0 masie czasteczkowej 1036 Da, wytwarzany przez szczepy.r6znych ga-
tunkéw Bacillus, w tym przede wszystkim B. subtilis i B-amyloliquefaciens).
Zwiazek ten juz w bardzo niskim stezeniu (13-30 mg/I) obniza napiecie
powierzchniowe z 72 (wartos$¢ charakterystyczna dla uktadu woda/po-
wietrze) do 27 mN/m, jest takze silnie pianotworczy, natomiast wykazuje
niewielka aktywnos$¢ emulgacyjna. Z kolei biosurfaktanty wysokoczga-
steczkowe (o masie dochodzacej nawet do' 1000-kDa) to w wiekszosci
efektywne emulgatory. Do takich biosurfaktantow nalezg m.in. lipopro-
teiny oraz zwiazki z klasy biosurfaktantéw ztozonych (np. emulsan pro-
dukowany przez szczepy Acinetobacter calcoaceticus).

Badania aktywnosci powierzchniowej biosurfaktantéw

Do waznych parametréw charakteryzujacych wtasnosci fizykochemicz-
ne surfaktantéw naleza: krytyczne stezenie micelarne (critical micelle
concentration, CMC), napiecie ‘powierzchniowe, napiecie miedzyfazowe,
rownowaznik hydrofilowo-lipofilowy (hydrophile-lipophile balance, HLB)
oraz zdolnosc¢ do stabilizowania (destabilizacji) emulsji i pian. Krytyczne
stezenie micelarne obrazuje rozpuszczalnos¢ ZPC w wodzie. Dla surfak-
tantu w stezeniu CMC napiecie powierzchniowe osigga najnizszg war-
tosc (Rys. 3). Po przekroczeniu stezenia CMC monomery biosurfaktantu
agreguja, formujac réznego rodzaju skupienia. Najczesciej sg to micele,
ale moga to byétakze nanostruktury o charakterze rurek, uktadéw dwu-
warstwowych lub pecherzykow [9]. Wartosci CMC mikrobiologicznych
ZPC zazwyczaj sq o wiele nizsze w pordwnaniu z surfaktantami synte-
tycznymi. Na przyktad soforolipidy w stezeniu CMC, wynoszacym okoto
40 mg/l; powoduja spadek napiecia powierzchniowego do wartosci oko-
to 34 mN/m. Uzyskanie podobnego efektu dla dodecylosiarczanu sodu
(SDS) wymaga uzycia tego surfaktantu w wielokrotnie wyzszym steze-
niu (2120 mg/l). W srodowisku wodnym ZPC formuja tzw. micele proste,
w ktérych czasteczki eksponuja domeny hydrofilowe na zewnatrz (Ryc.
3)[2].
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Rycina 3. Schematyczne przedstawienie zaleznosci miedzy stezeniem surfaktantu
w roztworze wodnym a napieciem miedzyfazowym, zdolnoscig do formowania skupien
(miceli) i rozpuszczania zwigzkdw hydrofobowych; CMC (krytyczne stezenie micelarne).
Rysunek zmodyfikowany [2].

W takich uktadach obserwowany jest wzrost rozpuszczalnosci doda-
wanych zwigzkéw hydrofobowych ponad granice ich rozpuszczalnosci
w wodzie. Zjawisko wynika z-lokowania sie czgsteczek wprowadzanego
zwiazku w hydrofobowym wnetrzu skupien biosurfaktantu i okreslane
jest mianem pseudorozpuszczania. Natomiast w ptynach niepolarnych
formowane sg tzw. micele odwrdcone. Napiecie powierzchniowe wyzna-
czane jest przy uzyciu tensjometru. Badanie to pozwala wyznaczy¢ jed-
noczesnie wartos¢ CMC oraz charakterystyczne dla danego surfaktantu
napiecie’ powierzchniowe. W celu poréwnywania aktywnosci réznych sur-
faktantéw napiecie miedzyfazowe zazwyczaj wyznaczane jest na granicy
n-heksadekanu i wodnego roztworu surfaktantu, dodanego w stezeniu
CMC. Wartos¢ HLB okresla stopien hydrofobowosci zwigzku [10]. Para-
metr ten uzywany jest przede wszystkim do charakteryzowania aktywno-
sci emulgacyjnej syntetycznych surfaktantéw. Jako wzorce hydrofobowo-
$ci przyjeto kwas oleinowy oraz oleinian sodu, ktérym przyporzadkowano
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odpowiednio najnizszg wartos$é rowna 1 i najwyzsza - rowna 20 w skali
HLB. Wzrost wartosci HLB oznacza wyzszg hydrofilowos¢ zwigzku. Bio-
surfaktanty, dla ktorych wartos¢ HLB nie przekracza 6, tworza.emulsje
typu ,woda w oleju” (olej tworzy faze ciagta, w ktérej zawieszone sg-kro-
pelki wody). Z kolei zwigzki o wartosciach HLB mieszczacych sie w zakre-
sie 10-18 tworzg emulsje typu ,olej w wodzie”. Do okreslenia aktywnosci
emulgacyjnej (E,,) wykorzystuje sie probki ptynéw pohedowlanych, kté-
re miesza sie intensywnie z rownowazng objetoscig ptynu o'charakterze
hydrofobowym. Najczesciej sa to mieszaniny weglowodoréw lub czyste
weglowodory, takie jak: kerosen - mieszanina ptynnych weglowodorow,
mieszanina heksadekanu i 2-metylnaftalenu lub sam heksadekan. Po 24
godzinach okreslana jest zawarto$¢ stabilnej emulsji w probie i/lub ge-
stos$¢ optyczna emulsji (najczesciej przy dtugosci fali A=600 nm).

Rola fizjologiczna biosurfaktantéow

Zdolnos¢ drobnoustrojow do produkcji biosurfaktantéw jest bardzo po-
wszechna, co ttumaczy sie wysokim'stosunkiem powierzchni komérek
(szczegodlnie bakteryjnych) do ich objetosci. Biosurfaktanty biora udziat
w generowaniu réznych proceséw na granicy faz, w tym takze na granicy
komérka i Srodowiska zewnetrznego, poprzez wptyw na fizjologie i pro-
cesy metaboliczne bakterii. Zdolnos¢ do produkcji biosurfaktantow jest
czesto opisywang cechg drobnoustrojéw wykorzystujacych jako zrodto
wegla i energii alkany oraz weglowodory aromatyczne. Wynika to z fak-
tu, ze ZPC zwiekszajg rozpuszczalnosé zwigzkéw hydrofobowych w roz-
tworach wodnych, biorg udziat w stabilizowaniu mikroemulsji oraz wpty-
waja na hydrofobowos$¢ powierzchni komérek, a tym samym w istotny
sposéb zwiekszajg dostepnosc i przyspieszajg transport hydrofobowych
sktadnikéw odzywezych [11, 12]. Obecnosé biosurfaktantow moze wpty-
wac zaréwno na poszczegdlne komorki, jak i cate populacje. Na przyktad
niektére cykliczne lipopeptydy wytwarzane przez bakterie z rodzaju Ba-
cillus i Pseudomonas, poza bardzo wysoka aktywnosciag powierzchniowa,
charakteryzuja sie aktywnoscig biologiczng, m.in. dziataniem przeciw-
drobnoustrojowym, zdolnoscia do aktywowania indukowanej odpor-
nosci systemicznej roslin (Induced Systemic Resistance, ISR), biorg udziat
w ruchu rozpetzliwym (swarming motility) oraz w formowaniu biofilmow
[13, 14, 15]. Van Hamme i wsp. (2006) [4] zaproponowali podziat funkcji
mikrebiologicznych surfaktantow na:
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1. wewnatrzkomérkowe (pobieranie i przechowywanie zwigzkow
odzywczych, regulacja aktywnosci gendw i enzymoéw);

2. zewnatrzkomorkowe (ruch slizgowy oraz modulowanie hydrofo-
bowosci oston komérkowych wptywajace na zdolno$é-komoérek do
adhezji/desorpcji,

3. miedzykomérkowe - populacyjne, np. formowanie_/biofilmow,
udziat w oddziatywaniach antagonistycznych, patogenezie.

Przyktadem biosurfaktantéw o stosunkowo dobrze rozpoznanej roli

fizjologicznej sg soforolipidy produkowane przez osmofilne drozdze m.in.
Candida apicola i C. bombicola. Wiekszos¢ szczepow zdolnych do wytwa-
rzania soforolipidéw wyizolowano ze Srodowisk zwigzanych z pszczotami
i trzmielami (miod, ptatki kwiatow, powierzchnia.czerwi). Na podstawie
uzyskanych wynikéw badan stwierdzono, ze'soforolipidy mogg stanowi¢
dla produkujacych je szczepdw jedyne zrédto wegla. Tym samym synte-
za soforolipidow moze by¢ dla drozdzy sposobem na obnizenie ciSnienia
osmotycznego oraz otrzymanie zewnatrzkomoérkowego i jednoczesnie
mniej dostepnego dla innych organizméw materiatu zapasowego. Ponie-
waz soforolipidy wykazuja silne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, syn-
teza tych zwigzkéw prawdopodobnie dodatkowo utatwia produkujgcym
je szczepom utrzymanie zajmowanej niszy ekologicznej[16, 17].

Kierunki wykorzystania biosurfaktantéw

Mozliwosci stosowania ‘biosurfaktantéw obejmujg przede wszystkim
procesy wydobycia i transportu ropy naftowej [18, 19] przemyst spozyw-
czy i rolnictwo [20,21] bioremediacje [12, 22], przemyst kosmetyczny
[23] oraz farmacje i medycyne [24, 25]. Potencjat komercyjny biosurfak-
tantow zostat opisany takze w innych pracach przegladowych [26, 27].

Przemyst petrochemiczny i gérnictwo

Dodatek niektérych biosurfaktantéw bardzo silnie obniza lepkos¢, a tym
samym/Utatwia przepompowywanie i transport rurociggami oleistych
frakcjiropy naftowej. Zwigzki powierzchniowo czynne zwiekszajg takze
efektywnos$¢ mycia urzadzen, w ktérych magazynowana jest ropa naf-
towa. Dotyczy to przede wszystkim czyszczenia tadowni tankowcéw,
poniewaz ciezkie frakcje ropy, osadzajace sie na dnie zbiornikéw, zmniej-
szaja tadowno$¢ statkdow. W powyzszych aplikacjach biosurfaktanty
mozna-stosowadé w formie nieoczyszczonej - w postaci catych hodowli
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lub ptynéw pohodowlanych. Brak koniecznosci izolacji i oczyszczania
biosurfaktantéw bardzo obniza koszty uzycia tych zwigzkdéw. Zastgpie-
nie syntetycznych surfaktantéw zwigzkami pochodzenia biologicznego
jest korzystne nie tylko z punktu widzenia ochrony srodowiska. Ma takze
korzystny wptyw na bezpieczenstwo pracy. Ztoza ropy naftowej, ktérych
nie optaca sie eksploatowac tradycyjnymi metodami, czesto’ zawieraja
znaczng ilo$¢ surowca zalegajgcego w przestrzeniach-kapilarnych skaty.
Z takich miejsc mozna wydobywac rope naftowg, stosujac tzw. przeptu-
kiwanie ztoza. Metody okreslane terminem MEOR (Microbial Enhanced
Oil Recovery) wykorzystujg wtasnie zdolnos$¢ drobnoustrojéw do wytwa-
rzania biosurfaktantow. Obecnos¢ tych zwigzkéw w ztozu przyspiesza
desorpcje i zwieksza efektywno$é wydobycia weglowodoréw. Metoda
MEOR ex situ polega na wprowadzaniu do ztoza hodowli drobnoustrojow
namnozonej uprzednio w bioreaktorze, natomiast-w technice MEOR in
situ biosurfaktanty wytwarzane sa bezposrednio w ztozu (przez szczepy
wprowadzane do miejsca odwiertu.albo przez mikroflore autochtonicz-
ng). Obie te techniki s3 stosunkowo tanie’i wymagaja jedynie kontrolo-
wanego dostarczania sktadnikéw odzywczych, wspomagajacych wzrost
bakterii i produkcje ZPC [28, 29, 30]. Biosurfaktanty, wigzac sie z hydro-
fobowa powierzchnig mineratéw, przeciwdziataja ich flokulacji. Zjawisko
to wykorzystywane jest do podwyzszania wydajnosci wydobycia i trans-
portu limestonu w obecnosci biodispersanu (biosurfaktantu Acinetobac-
ter calcoaceticus A2). Biosurfaktanty réznych szczepow bakterii m.in. z ro-
dzaju Corynebacterium, Nocardia, Arthrobacter stosowane sg do stabilizacji
zawiesin weglowych.

Bioremediacja srodowiska

Biosurfaktanty moga byc¢ stosowane do oczyszczania zaréwno Scie-
kow, jak i gleby. Zwigzki'te przyspieszaja rozktad hydrofobowych zanie-
czyszczen organicznych oraz zwiekszajg efektywnosé usuwania jonéw
metali. Dlatego biosurfaktanty sg szczegdlnie przydatne do bioreme-
diacji srodowisk| skazonych jednoczes$nie zwigzkami ropopochodnymi
i metalami ciezkimi [12, 31, 32, 33]. Anionowe biosurfaktanty (gtéwnie
ramnolipidy, soforolipidy i surfaktyna) moga by¢ wykorzystywane do
remediacji; gleby metodami wyptukiwania zanieczyszczen biosurfak-
tantami wprowadzanymi do gleby w postaci roztworu lub piany (soil
extraction - flushing/washing). W obecnosci ZPC dochodzi do spadku
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napiecia miedzyfazowego (na granicy faza stata/roztwér wodny), co
w efekcie przyspiesza desorpcje hydrofobowych zanieczyszczen oraz
metali ciezkich z powierzchni czastek gleby. Desorpcje utatwia takze
utrzymywanie przez biosurfaktanty stosunkowo niskiego-stezenia-za-
nieczyszczen w fazie wodnej. Jest to wynikiem przenikania hydrofo-
bowych zanieczyszczen do wewnetrznej (lipofilnej) przestrzeni miceli
surfaktantéw oraz wigzania kationdw metali przez ujemnie natadowa-
ne domeny tych zwigzkéw [34, 35]. Stosowane w metodach przeptu-
kiwania gleby syntetyczne surfaktanty (np. SDS), pomimo niskiej ceny,
charakteryzuja sie, w poréwnaniu z mikrobiologicznymi ZPC, dtuzszym
czasem biodegradacji i wyzszg toksycznoscig. Dodatkowg zaletg bio-
surfaktantéw (szczegdlnie ramnolipidéw) jest wieksze powinowactwo
do metali ciezkich niz do wptywajacych na zyznosé gleby jondw potasu,
magnezu i wapnia.

Przemyst kosmetyczny

Soforolipidy produkowane przez C. apicola i C. bombicola wykazuja duze
powinowactwo do skéry oraz majg wtasciwosci nawilzajace. Zwiazki te
wchodza w sktad réznych kosmetykow przeznaczonych zaréwno do ma-
kijazu, jak i pielegnacji skéry oraz‘wtoséw. Produkty kosmetyczne z do-
datkiem soforolipidéw po raz pierwszy wprowadzita na rynek japonska
firma Kao Co Ltd [17, 18].

Przemyst farmaceutyczny i medycyna

Wiele biosurfaktantow, gtownie z grupy lipopeptyddéw i glikolipidow,
wskazywanych jest jako potencjalne srodki terapeutyczne [19, 36]. Po-
tencjalne antybiotykito m.in. lipopeptydy wytwarzane przez szczepy B.
subtilis (ituryna i surfaktyna), B. brevis (gramicydyna S) oraz B. polymyxa
(polimyksyny). Mechanizm ich dziatania polega na zwiekszaniu prze-
puszczalnosci, a/nastepnie dezintegracji bton. Wykazano, ze biosurfak-
tanty Candida antarctica hamuja rozwéj wielu bakterii Gram-dodatnich.
Szczep P. aeruginosa AT10 produkuje mieszanine ramnolipidéw powo-
dujacych inhibicje wzrostu réznych bakterii i grzybow, m.in. E. coli, Mi-
crococcus luteus, Alcaligenes faecalis, Serratia marcescens, Mycobacterium
phlei, Staphylococcus epidermidis, Aspergillus niger, Chaetomium globosum,
Penicillium/chrysogenum, Aureobasidium pullulans. Do potencjalnych fun-
gicydow nalezy takze glikolipid produkowany przez Pseudozyma fusi-
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formata oraz ituryna i fengicyna wytwarzane przez bakterie z rodzaju
Bacillus. Inne lipopeptydy syntetyzowane przez Bacillus - surfaktyna
i jej analog pumilacydyna, a takze glikolipid produkowany przez Rhodo-
coccus erythropolis wykazujg aktywnosé przeciwwirusowg-~Mechanizm
dziatania tych zwigzkéw opiera sie prawdopodobnie na niszczeniu osto-
ny lipidowej, obecnej na czastkach niektérych wiruséw. ©becnie pro-
wadzone badania m.in. koncentrujg sie na okresleniu-wptywu-lipopep-
tydow i glikolipidéw produkowanych przez bakterie z rodzaju Bacillus,
Candida oraz Streptosporangium na komérki ssacze. W wyniku dziatania
tych zwigzkéw na komorki nowotworowe zaobserwowano zahamowa-
nie proliferacji, stymulacje réznicowania sie komoérek lub indukcje pro-
cesow prowadzacych do apoptozy [37].

Inne potencjalne zastosowanie tych zwigzkéw to ochrona réznych
powierzchni przed rozwojem drobnoustrojéw zdelnych do adhezji i two-
rzenia biofilméw. Na przyktad lipopeptydy Bacillus hamowaty proces for-
mowania sie drobnoustrojowych biofilméw i powoduja rozpad juz utwo-
rzonych biofilméw bakterii uropatogennych [38]. Przeciwbiofiimowa
aktywnos¢ biosurfaktantéw moze byé wykorzystana do ochrony jatowo-
$ci powierzchni protez, implantéow i cewnikéw, powierzchni roboczych
w zaktadach przemystu spozywczego ¢zy tez w ochronie sieci wodocia-
gowych [39].

Znaczenie w farmakologii mogg mie¢ takze biosurfaktanty zdolne do
wigzania sie z ludzkimi przeciwciatami IgG, hamowania dziatania niekté-
rych enzymow lub przys$pieszajace rozpuszczanie skrzepow krwi. Biosur-
faktanty stabilizujace emulsje.moga z kolei petni¢ funkcje adiuwantéw
w szczepionkachlubutatwiaé transport i wchtanianie lekow [40].

Rolnictwo

Wykazano, ze obecnos¢ niektéorych biosurfaktantéw poprawia wta-
snosci hydrofilowe gleby. Biosurfaktanty mozna takze stosowacd jako
dodatek do hydrofobowych nawozéw sztucznych i pestycydéw. Zabieg
ten zwieksza rozpuszczalnosé i efektywnos¢ dziatania preparatéow [13].
Z uwagina aktywnos¢ lityczng ramnolipidéw P. aeruginosa wobec zarod-
nikéw fitopatogennych szczepdw Botrytis cinerea i Rhizoctonia solani, za-
proponowano wykorzystanie tych biosurfaktantéw jako biofungicydow
[21].
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Przemyst spozywczy

Dodatek emulgatorow korzystnie wptywa na teksture wielu produk-
téw spozywczych. Obecnie role te odgrywaja przede wszystkim.zwigzki
pochodzenia roslinnego oraz mikrobiologiczne wielocukry-~Wykazano,
ze surfaktanty drozdzy Candida utilis oraz mannoproteine S. icerevisiae
mozna wykorzystac jako czynniki stabilizujagce emulsje w $rodkach spo-
zywczych. Inng potencjalng funkcjg biosurfaktantdw-jest modyfikacja
wtasnosci reologicznych. Zdolnos$¢ bioemulgatora Enterobacter cloacae
do zwiekszania lepkosci w srodowisku o niskim pH-pozwala uzy¢ tego
zwigzku w produktach stabilizowanych kwasem cytrynowym lub askor-
binowym. L-ramnoza jest jednym z prekursoréw $srodkéw zapachowych
stosowanych w przemysle spozywczym. Opracowano metode otrzymy-
wania tego zwiazku na drodze hydrolizy ramnolipidow P. aeruginosa [41].
Waznym zagadnieniem jest ochrona zywnosci przed rozwojem patogen-
nych drobnoustrojéw (m.in. z rodzaju Listeria, Enterococcus, Salmonella,
Proteus) zdolnych do adhezji, wspomaganej wytwarzaniem biofilméw.
Woykazano, ze biosurfaktanty ograniczajgce wtasnosci adhezyjne bakte-
rii oraz powodujace rozpad biofilméw korzystnie wptywaja na efektyw-
nosc¢ dziatania antybiotykow dodawanychdo produktéw spozywczych.

Inne zastosowania biosurfaktantow

Wskazywana jest mozliwos¢ stosowania mikrobiologicznych ZPC podczas
niektérych etapéw produkcji papieru i tkanin jako czynniki stabilizujgce
uktady dyspersyjne (w przemysle ceramicznym i w produkgji farb) oraz
jako srodki czyszczace specjalnego przeznaczenia (np. do mycia precyzyj-
nych urzadzen, wrazliwych na dziatanie chemicznych detergentéw [18].
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Streszczenie

Biosurfaktanty pochodzenia drobnoustrojowego (produkowane gtéwnie
przez bakterie i drozdze) wykazuja szeregzalet w poréwnaniu ze swoimi
syntetycznymi odpowiednikami. Naleza/do nich m.in.: nizsza toksycz-
nos¢, wyzsza podatnosé na biodegradacije, lepsze dostosowanie sie do
Srodowiska i wyzsza aktywnos¢ w.ekstremalnych warunkach. Ponadto
zwiagzki te sg wytwarzane ze zrédet odnawialnych, w tym mozliwa jest
produkcja oparta na utylizacji odpadéw i produktéw ubocznych przemy-
stu rolno-spozywczego. Niemniej ze wzgledu na niskie koszty procesow
chemicznych na rynku dominuja obecnie syntetyczne srodki powierzch-
niowo czynne. Niniejszy-artykut przeglagdowy omawia wybrane aspek-
ty strategii biotechnologicznych majacych na celu poprawe wydajnosci
produkcji i komercyjnego.upowszechnienia biosurfaktantéw - zwigzkow
okreslanych mianem'tzw. ,zielonej chemii”.

Stowa kluczowe
biosurfaktant, skrining, produkcja, strategia omikowa
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Abstract

Biosurfactants of microbial origin (produced mainly by bacteria and yeast)
exhibit such advantages over synthetic counterparts as lower toxicity, higher
biodegradability, better environmental compatibility and higher-activity under
extreme conditions. Moreover, they are produced from renewable resources in-
cluding wastes and by-products generated by agriculture and food processing.
Nevertheless, now mainly synthetic surfactants are available in the market
due to their very low price. This review article is focused on some'aspects invo-
Ived in the biotechnological strategies developed for improving biosurfactant
production and a wider implementation of these “green chemicals” into the
market.

Keywords
Biosurfactant, screening, production, omics strategy
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Czynniki przyspieszajace postep badan i komercjalizacje biosurfak-
tantow

Biosurfaktanty drobnoustrojow okreslane s3 mianem zielonego (eko-
logicznego) rozwigzania (green solution) lub zielonej chemii-(green-che-
mistry). Zwiazki te charakteryzuja sie szeregiem zalet/w poréwnaniu
z syntetycznymi odpowiednikami. Nalezg do nich m.in. nizsza toksycz-
nosé, wyzsza aktywnosé powierzchniowa, roznorodna-aktywnosé biolo-
giczna oraz wieksza podatnos¢ na biodegradacje, a tym samym krotszy
czas zalegania w $srodowisku [1]. Duze znaczenie ma.fakt, ze biosurfak-
tanty produkowane sg przy wykorzystaniu odnawialnych Zrédet wegla,
mozliwe jest takze uzycie (jako sktadnikéw podtéz mikrobiologicznych)
odpadow i produktéw ubocznych przemystu rolne-spozywczego. Dla-
tego dodatkowym czynnikiem stymulujgcym jest przyjety przez Unie
Europejska dokument proponujacy wsparcie dla-dziatan rozwijajacych
gospodarke o obiegu zamknietym - opartg na mozliwie najwiekszym
wykorzystaniu odpadéw i produktéw ubocznych [2]. Innym, réwnie
waznym dokumentem unijnym jest ‘Dyrektywa EC No 648/2004 [3],
wedtug ktérej wymagany jest opis podatnosci na biodegradacje surfak-
tantéw przeznaczonych do uzycia w ochronie srodowiska oraz w ochro-
nie zdrowia.

Opracowanie nowych technik badawczych (obejmujacych m.in. me-
tody chromatograficzne sprzezone ze spektrometria mas), sposobéw
prowadzenia badan (tzw. strategia omikowa - omics strategy) oraz regu-
lacje prawne i wzrost Swiadomosci spoteczenstwa odnosnie do koniecz-
nosci ochrony srodowiska naturalnego spowodowaty znaczacy postep
badan podstawowych, jak i prac aplikacyjnych poswieconych biosurfak-
tantom, w tymsszczegolnie ramnolipidom [4, 5, 6, 7], lipopeptydom [8,
9, 10, 11] oraz glikelipidem produkowanym przez drozdze [12, 13, 14,
15, 16].

Metody stosowane do szybkiej oceny obecnosci biosurfaktantéw
Metody te nie wymagaja specjalistycznego sprzetu. Ze wzgledu na szyb-
kos¢ i prostote wykonania staty sie bardzo uzyteczne podczas badan
skriningowych, w ktérych z duzej liczby szczepdéw izolowane sg drobno-
ustroje produkujace surfaktanty [17, 18]. W bezposrednich metodach
skriningowych pozwalajgcych wskaza¢ kolonie potencjalnych producen-
towZPC wykorzystywane sa:
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1. podtoze state zwarstwa oleju;

2. podtoze state z kationowym kompleksem CTAB-MB (Cetyltrime-

thylammonium bromie-Methylene Blue);

3. podtoze agarowe z krwig baranig (blood agar).

Ocena zdolnosci do hemolizy erytrocytow wykorzystywana jest
przede wszystkim do izolacji szczepéw produkujacych lipopeptydy i nie-
ktére ramnolipidy. Test ten charakteryzuje sie jednak-dos$¢ duzym od-
setkiem fatszywych wynikéw, co wynika z mozliwosci wydzielania przez
mikroorganizmy innych niz surfaktanty czynnikow hemolizujacych. Ko-
lejne techniki wymagaja przygotowania hodowli ptynnych uprzednio
wyizolowanych czystych kultur. Wyznaczenie aktywnosci emulgacyjnej
(E,,) pozwala wykry¢ w ptynie pohodowlanym emulgatory. Metody kolo-
rymetryczne znalazty zastosowanie w testach wykrywajacych obecnosé
anionowych biosurfaktantow (zwigzki te tworzg z-kationowymi odczyn-
nikami barwne kompleksy). Test zatamujacej sie kropli (drop collapse
test) polega na umieszczeniu kropli ptynu pohodowlanego na hydrofobo-
wej powierzchni. W wypadku obecnosci biosurfaktantu kropla zmienia
ksztatt i staje sie ptaska. W kolejnej metodzie (oil spreading technique) na
powierzchnie wody nanoszona jest kropla.oleju, na ktérg nakraplany jest
ptyn pohodowlany. Srednica powstajacego przejasnienia jest proporcjo-
nalna do stezenia biosurfaktantu w proébie. Chen i wsp. [19] opracowali
prosty w uzyciu test, w ktérym 96-dotkowa ptytka (zawierajgca proby
badanych ptynéw pohodowlanych) umieszczana jest na kartce papie-
ru milimetrowego (Ryc.1): Obserwacja wzoru kratek pozwala wskazac
szczepy, ktore sg zdolne do syntezy ZPC, poniewaz obecnosc¢ biosurfak-
tantéw zmienia ksztatt formowanego przez ptyn menisku. Tym samym
proby dziatajg jak soczewki przyblizajace lub oddalajgce (zageszczajace)
wzor kratki. Najczesciej jako uktady odniesienia stosowana jest woda
oraz roztwory syntetycznych surfaktantow (Tween 80 lub SDS) lub do-
stepnej w handlu’surfaktyny.
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Ryc. 1. Metoda stosowana do szybkiej oceny obecnosci biosurfaktantéw. 96-dotkowa
ptytka (zawierajaca prébe badanego’ptynu pohodowlanego) umieszczana jest na kartce
papieru milimetrowego. Obserwacja.wzoru kratek pozwala wskazac szczepy, ktére s
zdolne do syntezy ZPC (obecnos$¢ biosurfaktantow zmienia ksztatt formowanego przez

ptyn menisku).

Czynniki regulujace synteze biosurfaktantéw

Substraty odzywcze obecne w.srodowisku moga dziata¢ indukcyjnie lub
powodowac represje syntezy wielu biosurfaktantéw. Do najczesciej opi-
sywanych induktoréw nalezg dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe oraz
weglowodory alifatyczne/typu alkany. Dodatek tych zwigzkéw do pod-
toza jest niezbedny podczas produkcji wiekszosci glikolipidéw, lipopep-
tydow oraz niektérych biosurfaktantéw ztozonych. Natomiast represja
syntezy biosurfaktantéw obserwowana jest czesto w obecnosci tatwo
metabolizowanych Zrédet wegla np. glukozy, trojkarboksylowych kwa-
sow czy.glicerolu [20]. Rodzaj zrédta wegla moze wptywac zaréwno na
intensywno$¢ produkcji biosurfaktantéw, jak i na strukture chemiczna
(a tym samym aktywnos¢ powierzchniows i/lub biologiczna) tych zwiaz-
kéw. Opisano biosurfaktanty, ktérych wytwarzanie silnie zalezy od za-
wartesci zrodta azotu oraz stezenia jondw niektérych metali, m.in.: Fe,
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Mg, Ca oraz Mn [21]. Na przyktad produkcja czesci ramnolipidéw rosnie
dopiero w warunkach ograniczonej dostepnosci azotu (przy odpowied-
nio wysokim stosunku C:N). Bardzo réznorodna jest takze kinetyka wy-
twarzania zwigzkéw powierzchniowo czynnych. Zwiazki te. mogg-byc
produkowane w trakcie intensywnego wzrostu hodowli‘lub dopiero po
osiaggnieciu fazy stacjonarnej. Jeszcze inaczej (dwuetapowao) przebiega
produkcja emulsanu. W logarytmicznej fazie wzrostu-na powierzchni
komorek gromadzony jest zwigzek o strukturze zblizonej do emulsanu.
Woydzielanie do podtoza aktywnej formy tego surfaktantu nastepuje do-
piero w fazie stacjonarnej. Zaleznie od uzdolniert metabolicznych drob-
noustrojéw podtoza stosowane do produkgji. surfaktantéw zawierajg
jako Zrodto wegla: zwigzki hydrofobowe (weglowedory ropy naftowej,
ttuszcze zwierzece, oleje roslinne) oraz/lub proste albo ztozone weglo-
wodany i alkohole (np. glukoze, laktoze, skrobie,-etanol, glicerol). Jako
zrodto azotu mogg by¢ wykorzystywane jony amonowe, azotanowe lub
azot organiczny, np. w postaci hydrolizatéw biatkowych lub wyciagu na-
mokowego z kukurydzy. Produkcja biosurfaktantow prowadzona jest
najczesciej w podtozach ptynnych, w warunkach hodowli okresowej lub
hodowli ciggtej z zachowaniem matej szybkosci rozcienczania.

W literaturze opisano réwniez.metody otrzymywania niektérych ZPC
przy uzyciu hodowli w statym ztozu (Solid State Fermentation, SSF). Przy-
ktadem moze by¢ produkcja surfaktyny przez szczep B. subtilis namna-
zany na odpadach sojowych [22]. Zdolno$¢ do generowania i stabilizacji
pian wykazuje wiele glikolipidéw i lipopeptydéw. Dlatego w hodowlach
wgtebnych czestym problemem technologicznym jest pienienie. Stoso-
wane rozwigzania technologiczne polegajg m.in. na utrzymywaniu ni-
skiego stezenia_ biosurfaktantu w podtozu hodowlanym. Na przyktad
podczas produkcji ramnolipidéw hodowla jest zawracana do bioreaktora
po uprzednim wydzieleniu surfaktantu na kolumnie adsorpcyjnej. Coraz
czesciej wykorzystuje sie takze metode ciggtego odbierania i frakcjono-
wania piany. Usuwanie biosurfaktantow w czasie prowadzenia hodowli
ogranicza dodatkowo inhibicje produktem [23, 24].

Ekonomiczne aspekty produkcji mikrobiologicznych biosurfaktantéw

Wedtug danych opublikowanych w raporcie CAGR (2014) [25] swia-
towa produkcja ZPC wynosi obecnie okoto 15 Mton rocznie, w tym
344068,40 ton stanowia surfaktanty pozyskiwane ze zrédet biologicz-
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nych (bio-based surfactants), obejmujace gtéwnie metyloestrosulfoniany
(metyl ester sulfonates, MESs) oraz poliglukozydy alkilowe (alkil polyglu-
cosides, APGs) otrzymywane w wyniku chemicznego przeksztateania su-
rowcow roslinnych.

Tylko niektore biosurfaktanty mikrobiologiczne osiggnety optacal-
nos$¢ ekonomiczna. Nalezg do nich ramnolipidy, lipopeptydy;soforolipidy
oraz emulsan. Do najwiekszych firm oferujacych tego-typu zwigzki na-
leza m.in. Soliance Company, Saraya lwata Chemical Co. Ltd, Jeneil Bio-
surfactant Company (USA), Sigma oraz Lipofabrik. Cena drobnoustro-
jowych surfaktantow jest bardzo zréznicowana i zalezy m.in. od stopnia
oczyszczenia (przeznaczenia produktu) oraz wydajnosci procesu pro-
dukcji (w tym przede wszystkim produktywnosei. szczepu). Obecnie,
w wyniku optymalizacji warunkéw hodowli oraz zastosowania szczepow
zmodyfikowanych genetycznie, istotnie zwiekszono wydajnos¢ otrzy-
mywania niektorych ramnolipidéw (do 100 g I'%) oraz soforolipidéw (od
400 do 700 g I').

Prace zmierzajace do obnizenia kesztéw wytwarzania biosurfaktan-
téw obejmuja:

1. skrining drobnoustrojow o wysokiej wydajnosci produkcji ZPC
lub surfaktantéw zachowujgcych aktywnos$é w szerokim zakresie
temperatur, pH czy zasolenia,
udoskonalanie szczepdéw;
optymalizacje sktadu podtoza i warunkéw prowadzenia bioprocesu,

4. opracowanie tanszych i bardziej wydajnych metod wydzielania

i oczyszczania produktu,
5. ograniczenieilosci odpaddéw poprodukcyjnych oraz ustalenie moz-
liwosci ich dalszego wykorzystania [26].

Przebieg badan<majacych na celu ustalenie ekonomicznych metod

produkcji biosurfaktantéow przedstawiono schematycznie na Ryc. 2 [27].

w N
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Rycina 2. Etapy badan ukierunkowanych na ekonomiczna produkcje biosurfaktantéw -
od izolacji ze sSrodowiska do wprowadzenia oczyszczonych preparatéw na rynek. Zmody-

fikowane na podstawie [27].

Szczepy produkujgce biosurfaktanty wystepuja w srodowisku po-
wszechnie. Czesto izolowane s3 ze srodowisk zanieczyszczonych zwigz-
kami ropopochodnymi, z ryzosfery, fermentowanych produktéw spo-
zywczych, woéd morskich i stodkich, a takze z organizméw zwierzecych
[28, 29, 30, 31]. Szczegdlnie poszukiwane s3 biosurfaktanty zachowujace
aktywnos$¢ powierzchniowg w/ekstremalnych warunkach. Stad czesta
grupa srodowisk badanych w kierunku obecnosci drobnoustrojéw zdol-
nych do syntezy ZPC s3 tzw. sSrodowiska ekstremalne [32, 33, 34].

Szczep przemystowy powinien by¢ zdolny zaréwno do nadprodukgji
biosurfaktantu, jak i‘charakteryzowac sie innymi cechami sprzyjajacymi
obnizeniu kosztéw produkcji (np. tatwoscia flokulacji, mata wrazliwoscia
na wahania sktadu podtoza i warunkdéw produkcji czy niepatogennoscia).
Obecnie na skale przemystowg biosurfaktanty otrzymywane sg przede
wszystkim przy/uzyciu mutantéw oraz rekombinantéw transpozono-
wych. Selekcja mutantéw ukierunkowana jest m.in. na izolacje szczepow
o podwyzszonej produkcyjnosci, mniej wrazliwych na jonowe detergenty
oraz zdelnych do wzrostu na odpadach. Kierunki modyfikacji metodami
inZynierii genetycznej obejmuja z kolei: konstruowanie szczepéw zdol-
nych do rozktadu laktozy (mozliwos¢ wykorzystania serwatki jako zré-
dta sktadnikow odzywczych) oraz transfer gendéw odpowiedzialnych za
synteze biosurfaktantu, np. geny ramnolipidéw patogennych szczepéw
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P. aeruginosa wprowadzane sg m.in. do komérek szczepdw P. putida lub P.
fluorescens. Modyfikacje genu syntetazy peptydowej pozwolity otrzymac
rézne odmiany surfaktyny, gtéwnie o ograniczonej toksycznos$ei wobec
komoérek B. subtilis oraz erytrocytéw [7, 35].

W wypadku wiekszosci biosurfaktantow koszt sktadnikéw podtoza
hodowlanego moze mie¢ bardzo znaczacy udziat (siegajacy-nawet 50%)
w cenie koncowego produktu [36, 37]. Ograniczenie tej-grupy wydatkow
polega na opracowaniu podtéz o optymalnym sktadzie i jednoczesnie
zawierajacych tanie Zrédta wegla i energii. Produkcja.wiekszosci biosur-
faktantow wymaga obok tatwo przyswajalnego zrédta wegla (glukoza,
sacharoza, etanol), takze zwigzkéw hydrofobowych (dawniej powszech-
nie stosowano weglowodory ropy naftowej). Z uwagi na rosnacy cene
tego surowca i jego nieodnawialny charakter prowadzone sg badania nad
mozliwoscig uzycia w skali przemystowej podtdz zawierajgcych rézne su-
rowce roslinne oraz odpady z przemystu rolno-spozywczego. Wykorzy-
stywane sg m.in. melasa, serwatka, .odpady powstajace z przetwarzania
ziemniakow, ryzu i zboz, scieki o wysokiej zawartosci weglowodandw.
Obecnie Zrédtem zwigzkéw hydrofobowych sg najczesciej oleje: stonecz-
nikowy, rzepakowy, kukurydziany czy sojowy. Z uwagi na wysoka cene
tych produktéw dazy sie do zastapienia ich olejami roslinnymi, ktére nie
maja zastosowania w przemysle spozywczym (np. ze wzgledu na nieod-
powiedni kolor, zapach lub sktad chemiczny). Innym tanim zrédtem moga
by¢ odpady (makuchy) raslin oleistych, scieki generowane podczas pro-
dukcji mydet, z zaktadéw ttuszczowego oraz zuzyte oleje spozywcze [22,
38, 39]. Drugim waznym aspektem jest optymalizacja sktadu podtoza,
sprzyjajaca wysokiejprodukcji biosurfaktantéw. Wiele drobnoustrojéw
zwieksza intensywnos¢ wydzielania ZPC w warunkach ograniczonej do-
stepnosci zrodta azotu lub po dodaniu jonéw Fe lub magnezu. Dlatego
opracowujac sktad podtoza hodowlanego, okresla sie optymalne dla ich
produkcji wartosci C:N, C:P, C:Fe oraz C:Mg. Poza takimi parametrami
jak temperatura, stezenie rozpuszczonego tlenu (DOT), szybkos$¢ miesza-
nia, pH i czas okresla sie takze sprzyjajaca produkcji danego biosurfak-
tantu metode prowadzenia procesu (hodowla w statym ztozu, wgtebna,
powierzchniowa, okresowa, pétciagta itp.) oraz parametry dodawanego
inokulum [40].

Woydzielenie i oczyszczenie produktu to w wypadku wielu proceséw
mikrebiologicznych nawet 60% catkowitych kosztéw produkcji. Duza
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réznorodnos$¢ metod izolacji biosurfaktantow (Tab. 1) [26] wynika przede
wszystkim z réznic w budowie chemicznej tych zwigzkéw. Niekiedy
surfaktant mozna izolowac, stosujagc odmienne techniki. Tylko.niekto-
re biosurfaktanty wydzielane sg do podtoza hodowlanego.-€zes¢ z nich
wystepuje w postaci warstwy (otoczki) przylegajacej do powierzchni ko-
morek lub stanowia sktadniki sciany komérkowej. W tym ostatnim przy-
padku wydzielenie ZPC wymaga dezintegracji komorek-drobnoustrojow
(przyktadem moze by¢ mannoproteina S. cerevisiae). Sposrod metod sto-
sowanych do wydzielania biosurfaktantow (Tab. 1)“na uwagg zastugu-
ja: stosowanie pian, umozliwiajace zaréwno wydzielenie, jak i wstepne
oczyszczenie niektorych surfaktantow, techniki ultrafiltracji oraz zaste-
powanie acetonu, metanolu czy chloroformu tanszymi i mniej toksyczny-
mi rozpuszczalnikami (np. methyl-tertiary-butyl ether).

Tabela 1. Wybrane metody stosowane do wydzielania i oczyszczania biosurfaktantow [26].

Metoda Biosurfaktant
Precypitacja siarczanem amonu Biosurfaktanty ztozone, zawierajace czes¢
biatkowg np. emulsan, biodispersan
Precypitacja acetonem Biosurfaktanty ztozone zawierajace czes$¢

polisacharydowg oraz niektére glikolipidy

Kwasna precypitacja (po zakwaszeniu surfaktyna
do pH 2) prowadzona w niskiej tempe-

raturze

Ekstrakcja organicznymi rozpuszczalni- | Glikolipidy oraz liposan
kami*

Krystalizacja Glikolipidy
Wirowanie Glikolipidy

Adsorpcja (Amberlit, wegiel aktywny), Ramnolipidy, lipopeptydy,
a nastepnie ekstrakcja
Woydzielenie z uzyciem piany, a nastep- | Surfaktyna
nie precypitacja w niskim pH i ekstrakcja
Techniki filtracyjne: glikolipidy

* np. chloroform; chloroform/metanol; dichlorometan/metanol; octan etylu; butanol;
heksan; obecnie zastepowane tanszymi i mniej toksycznymi rozpuszczalnikami
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W zaleznosci od przeznaczenia handlowym preparatem biosurfak-
tantu moze by¢ ptyn pohodowlany, wydzielony zwigzek lub zwigzek
otrzymany w wyniku wielokrotnie powtérzonych etapéw zatezania
i oczyszczania. Wymagany stopieh oczyszczenia zalezy od-przeznacze-
nia biosurfaktantéw i ma bardzo istotny wptyw na ostatéczna cene pro-
duktu. Wysoko oczyszczone zwigzki wykorzystywane sg w przemysle
farmaceutycznym oraz do produkcji wiekszosci sSrodkéw spozywczych
i kosmetykdéw. Z kolei biosurfaktanty o niskim stopniu oczyszczenia
moga byc¢ stosowanie do usuwania zwigzkéw naftowych i metali ciez-
kich ze $rodowiska, mycia tadowni tankowcoéw, w produkcji farb oraz
w przemysle tekstylnym. Cena tej grupy produktéw jest juz konkuren-
cyjna w poréwnaniu z syntetycznymi surfaktantami. Dodatkowe zalety
mikrobiologicznych ZPC (nizsza toksycznos¢, szybsze uleganie biode-
gradacji i mozliwos¢ stosowania w duzo nizszych-stézeniach) powoduje,
ze biosurfaktanty sg coraz czesciej uzywane w aplikacjach srodowisko-
wych.

Regulacje prawne zwigzane z ochrong srodowiska, a takze rosnace
optaty za sktadowanie odpadéw powodujg, ze koszty zagospodarowa-
nia odpadow poprodukcyjnych majg coraz wiekszy udziat w catkowitych
kosztach prowadzenia bioprocesu: Poza dazeniem do ograniczenia ilosci
otrzymywanych odpadéw badane s takze potencjalne mozliwosci dal-
szego ich wykorzystania i sprzedazy.
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Streszczenie

Swiad ramienno-promieniowy jest przéwlekta czuciowa neuropatia,
charakteryzujaca sie intensywnym swigdem, uczuciem mrowienia lub
pieczenia. Objawy s3a zlokalizowane'w-grzbietowo-bocznych powierzch-
niach koriczyn gérnych i znacznie pogarszajaca jakosc zycia oséb dotknie-
tych. Etiologia dolegliwosci jest wieloczynnikowa, jednak mechanizmy
patofizjologiczne nieznane. W/ czesci przypadkow zaleznych od uszko-
dzen skéry postonecznych, objawy nasilajg sie péznym latem i jesienig
oraz dotycza przewaznie-0sob o jasnej karnacji. Dolegliwosci sg trudne
do leczenia.

Prezentowana praca obejmuje przeglad aktualnego stanu wiedzy na te-
mat $wigdu ramienno-promieniowego.

Stowa kluczowe
Swiad, Swigd ramienno-promieniowy, choroby skory, swigd neuropatycz-
ny, leczenie $wiadu
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Summary

Brachioradial pruritus is a chronic sensory neuropathy, characterized by inten-
se itching, tingling Or burning feeling. Symptoms are located in the dorsal-late-
ral surfaces of the Upper limbs and significantly deteriorating the-quality of life
of people affected. The etiology diseases is multifactorial, but pathophysiologi-
cal mechanisms are unknown. In some cases, depending on the damage to the
skin sunspots, symptoms intensify in the late summer and-autumn, and mosty
relate to people with fair skin. Symptoms are difficult toltreat.

The present work includes a review of the current state-of knowledge about
the itching brachioradial.

Keywords
pruritus, brachioradial pruritus, skin diseases, neuropathic itch, itch therapy
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Woprowadzenie

Swiad (pruritus) jest klasyfikowany w kategorii zaburzenia czucia (dy-
sesthesia), ktére to pojecie stanowi nazwe rodzajowg dla réznych ob-
jawow skornych. Poza $wigdem naleza do nich: mrowienie (tingling),
pieczenie (burning), taskotanie (tickling), ktucie (stinging), znieczulenie
(anesthesia), niedoczulica (hypoesthesia), uczucie zimna (coldsensation)
lub bdlu (pain). Wymienione dolegliwosci cechuje dobrze okreslona lo-
kalizacja, wynikajaca czesto z miejsca uszkodzenia herwu, urazu lub po-
draznienia skory [1].

Jakkolwiek sg prowadzone intensywne badania szlakow komorko-
wych i molekularnych uczestniczacych w wywotywaniu uczucia swiadu,
to jednak jest to zagadnienie niepoznane/ostatecznie, miedzy innymi
w réznicowaniu drég przekazywania bodZzcéw swigdowych i bélowych
z rdzenia kregowego do o$rodkowego uktadu nerwowego. Wyréznia sie
dwie sciezki przekazywania uczucia $wiadu:

1. Sciezke histaminozalezna, w ktérej uczestnicza stymulowane hi-

staming niewrazliwe na bodzce mechaniczne wtékna C;

2. sciezke histaminoniezalezng z uzyciem wtékien C polimodalnych,
przekazujacych bodzce mechaniczne, termiczne i chemiczne. Z ko-
lei w mdézgu badania obrazowe ujawniaja, ze mapa swiadu naktada
sie na mape bélu, jednak nie sa to mapy identyczne [2].

Swiad jest doznaniem wywotujacym potrzebe drapania lub pocierania;
jego nasilenie jest czesto niewspotmierne do bodzca wywotujacego (allok-
nesis). Zaburzenie nie dotyczy narzadéw wewnetrznych [3]. Swiad moze
mie¢ podtoze dwojakie: neuropatyczne lub psychogenne, wystepowac
w przebiegu chordb skéry lub chordb ogdlnoustrojowych. W klasyfikacji
$wiadu proponowanej przez Miedzynarodowe Forum Badania Swiadu
(International Forum for the Study of Itch) wyrdznia sie trzy grupy:

1. grupal - $wiagd w chorobach (zapaleniach) skéry (pruritus on dise-

ased [inflamed] skin);

2. grupa Il - $wiad bez chordéb (bez zapalenia) skory (pruritus on non-
-diseased [non-inflamed] skin);

3. grupa lll/- $wiad wystepujacy wtérnie do uszkodzen skory na
skutek drapania (pruritus presenting with severe chronic secondary
scratch lesions), np. w $wierzbigczce guzkowej (prurigo nodularis).
W dalszej kolejnosci klasyfikacja uwzglednia kategorie chordb
przebiegajacych ze $wigdem: choroby dermatologiczne, neurolo-
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giczne, psychiatryczne, a takze ogdlnoustrojowe [4], w tym prze-
wlekta niewydolnosé nerek [5, 6], cholestaza, zakazenia uktadowe,
nowotwory ztosliwe, zaburzenia endokrynologiczne [5};.a takze
zmiany polekowe [4, 5] oraz cigza [4]. W czesci przypadkow moga
wystepowac przyczyny mieszane (wiecej niz jedna) [4].

Swiad neuropatyczny jest zwiazany z zaburzeniami centralnego (guzy
rdzenia, choroby demielinizacyjne) lub obwodowego.uktadu nerwowego
(neuropatia po potpascu, notalgia paresthetica). Temu rodzajowi Swiadu
moga towarzyszy¢: czucie opaczne (paraesthesia), nasilone odczuwanie
bélu - przeczulica (hyperaesthesia) lub obnizone czucie dotyku (hypothe-
sia). Z kolei u podtoza swigdu psychogennego lezg zaburzenia psycholo-
giczne: obsesyjno-kompulsywne, depresje oraz urojenia pasozytnicze [7].

Generalnie swiad ramienno-promieniowy ma podtoze neuropatycz-
ne [7, 8], podobnie jak $wigd wystepujacy po pétpascu (postherpetic itch)
[2] oraz opisane wczesniej notalgia paresthetica [9,10] i meralgia paresthe-
tica [11]. Swiad pochodzenia neuropatycznego dotyczy 8% wszystkich
pacjentéw ze $wigdem przewlektym.\Wyszczegélnione postacie klinicz-
ne tego rodzaju $wigdu sg na ogdt ograniczone do jednego dermatomu.
W przeciwienstwie do nich moze wystepowac $wigd neuropatyczny
uogolniony, ktdrego czeste podioze stanowig choroby metaboliczne [12].

Epidemiologia

Swiad ramienno-promieniowy (brachioradial pruritus - BRP) jest schorze-
niem wystepujacym stosunkowo rzadko [4, 5, 13], czesciej (86%) u oséb
rasy kaukaskiej [14], w 72-81,4% u kobiet [14, 15, 16], w wieku 12-84
lata [15], Sredniow wieku 55,9-56,1 lat [14, 16]. W 59,2% przypadkdw
nastepuje zaostrzenie po ekspozycji na $wiatto stoneczne [16]. Parame-
try epidemiologiczne BRP'sg jednak zmienne [14].

Etiologia i patogeneza
BRP jest przewlekta czuciowa neuropatig o wieloczynnikowej etiologii
i niepoznanej ostatecznie etiopatogenezie [4, 5, 17, 18].

Przypadki z intensywnym i trwatym swigdem skéry nad miesniem ra-
mienno-promieniowym opisat po raz pierwszy Waisman. Wyniki neurofi-
zjologicznych badan molekularnych wykazujg odchylenia w zakresie do-
prowadzajgcych neuronéw C, odrebnych od neuronéw przekazujacych
bol {49}
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Wsrod przyczyn BRP wymienia sie uszkodzenie postoneczne (za-
palne) wystepujace na skutek intensywnego nastonecznienia [13]; do
waznych mediatoréw mechanizméw prozapalnych w skérze zalicza sie
substancje P (substance P - SP) - neuropeptyd zidentyfikewany przez
von Euler i Gaddum w 1931 r., opisany i roboczo nazwany ,substancja
P” przez Gaddum i Schild w 1934 r., a w latach 1970-1971. wyizolowa-
ny z podwzgdrza bydlecego przez Leemana i wsp. [20,21,22, 23]. SP jest
syntetyzowana i uwalniana z wtdkien nerwowych peptydergicznych oraz
z komérek zapalnych takich jak eozynofile, limfocyty,, makrofagi i komor-
ki dendrytyczne (dendritic cell - DC). Do dziatania biologicznego SP do-
chodzi poprzez wiazanie sie z receptorem neurokininy 1 (neurokinin-1 re-
ceptor - NK-1R) [20, 21, 24, 25]. Neuropeptyd wptywa na liczne komorki
zaangazowane w generacje swigdu skérnego: keratynocyty, fibroblasty,
komérki tuczne [20]. U osdéb, u ktérych w patogenezie BRP wazng role
odgrywa uszkodzenie postoneczne skoéry, objawy sg nasilone péznym la-
tem i jesienig oraz dotycza czesciej oséb o jasnej karnacji [26].

Do kolejnych przyczyn zalicza sie patologie kregostupa szyjnego - za-
palenie kostno-stawowe albo urazy neurologiczne [13, 17, 18, 27, 28].
Sposrod 45 oséb z BRP, u ktdrych przeprowadzono badania obrazowe
odcinka szyjnego kregostupa,.u_szesciu wykazano dyskopatie miedzy-
kregowa, a u szesciu innych zwezenie’kanatu kregowego; 10 osdb wy-
kazywato wiecej niz jedng nieprawidtowos¢ kregostupa szyjnego. Spo-
srod 31 pacjentéw, u ktérych' przeprowadzono badania neurologiczne,
u 8 stwierdzono radikulopatie lub neuropatie obwodowa. BRP, obok
zapalenia skérno-miesniowego (dermatomyositis), moze wystepowac
jako wczesny objaw skdrny (skérny rewelator nowotworowy) w nowo-
tworach uktadu nerwowego [29]. Opisano przypadek BRP w przebiegu
gwiazdziaka (astrocytoma) czesci szyjnej rdzenia kregowego [30]. Opi-
sano takze przypadek 56-letniego mezczyzny z objawami BRP po prze-
wlektym urazie rdzenia kregowego, poprzedzajacym rozwdj jamistosci
rdzenia/(syringomyelia) w odcinku szyjnym kregostupa [31]. Z kolei w opi-
sanym przypadku 60-letniej kobiety zdiagnozowano ciezki BRP w prze-
biegu dyskopatii kregostupa szyjnego i zespotu Parsonage-Turnera [18];
zespot Parsonage-Turnera (neuralgia amiotroficzna, acute brachial neuri-
tis) moze wystepowac w nastepstwie infekcji wirusowych, seroterapii lub
mikrourazow prowadzacych do uszkodzen nerwéw pachowego (nervus
axillaris); nadtopatkowego (nervus suprascapularis), piersiowego dtugiego
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(nervus thoracicus longus), miesniowo-skdérnego (nervus musculocutaneus,
n. perforans) ramienia, rzadziej korzeni C4,C5,C6iC7[32, 33].

Jednak w wiekszosci wypadkéw wystepowanie BRP stwierdzano
u 0s6b bez uchwytnych przyczyn strukturalnych [15].

Objawy kliniczne

Do objawoéw typowych dla BRP nalezg doznania czuciowe.w postaci Swig-
du, pieczenia, ktucia lub mrowienia skéry gérnej czesci ramienia. Objawy
sa zwykle zlokalizowane w obrebie lub powyzej gtowy, blizszej miesnia
ramienno-promieniowego (musculus brachioradialis) [13,17], w czesci
przypadkéw dolegliwosci obejmujg réwniez dermatomy C5-C6-C7-C8
[14]. Zaburzenie moze wystepowac jedno- lub dwustronnie [15, 17, 34].
Niekiedy dolegliwos¢ rozszerza sie na okolice ramion, szyi oraz gérnych
partii klatki piersiowej i plecow [14, 18].

Ze wzgledu na przewlekty charakter BRT znacznie pogarsza jakos$é zycia
pacjenta [4, 14] - czyni to w podobnym stopniu jak bol neuropatyczny [2].
Diagnostyka réznicowa obejmuje reakcje/fotoalergiczne po zastosowa-
niu warenikliny (varenicline) - wielopierscieniowego zwigzku organiczne-
go stosowanego w leczeniu uzaleznienia od nikotyny [35].

Postepowanie lecznicze

Leczenie ogdlne
W leczeniu ogblnym sg proponowane:

e Leki przeciwpadaczkowe - grupa lekow o wtasciwosciach
przeciwdrgawkowych, co predysponuje je gtéwnie do lecze-
nia padaczki [36]."'Sposrdd tej grupy lekéw gabapentyna (gaba-
pentinum, gabapentin) oraz prolek gabapentyny - pregabalina
(pregabalin) - wykazujg rowniez wtasciwosci hamowania bdlu
neuropatycznego [2, 37]. Gabapentyna jest zwigzkiem organicz-
nym dziatajgcym na poziomie rdzenia kregowego [38]. W zwigz-
ku z wykazywanym dodatkowo efektem przeciwswigdowym,
gabapentyna jest stosowana takze do leczenia $wiadu réznego
pochodzenia, w tym $wiadu neuropatycznego; przede wszyst-
kim, na zasadzie stabilizacji nastroju [36]. Pierwszego opisu
przydatnosci leku w leczeniu BRP dokonano w roku 1999 [39].
Uwaza sie, ze efekt przeciwswiagdowy gabapentyny wynika z mo-
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dulowania (blokady) postsynaptycznych kanatéw wapniowych,
hamowania syntezy glutaminianu i/lub hamowania GABA-er-
gicznych Sciezek w osrodkowym uktadzie nerwowym [2;40, 41].
U oséb z BRP obserwowano zachecajace rezultaty po.doustnym
stosowaniu gabapentyny w dawkach 900-3600"mg [19]. Poza
BRP korzystne efekty lecznicze przeciwswigdowego dziatania
gabapentyny obserwowano réwniez w Swierzbigczce “(prurigo),
notalgia paresthetica, Swiadzie starczym (senile pruritus), chtonia-
kach T-komorkowych (cutaneous T cell lymphoma - CTCL), Swiadzie
wywotanym morfing (morphine-induced itch), swigdzie zwigzanym
z chorobami watroby i nerek, a takze w swigdzie idiopatycznym
[42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49] oraz w opiece paliatywnej [50].
Lek jest jednak obarczony potencjalnymi skutkami ubocznymi -
naleza do nich: przyrost masy ciata, uogélnione obrzeki, bdl ple-
céw, niewyrazne widzenie, biegunki, zaparcia, suchosé¢ w jamie
ustnej, sennos¢, nudnosci, rozstrdj zotadka, wymioty, zmeczenie.
Do mozliwych dziatan niepozadanych naleza takze alergie oraz ry-
zyko wystapienia napaddéw padaczkowych [42, 51, 52].
Tréjpierscieniowe leki przeciwdepresyijne (tricyclic antidepressants
- TCAs)- dziatajg na peziemie neceptora serotoninergicznego i/
lub noradrenergicznego neurondéw postsynaptycznych [53]. Wy-
kazuja efekty uspokajajacy i przeciwlekowy. Sg stosowane: 1)
amitryptylina (amitrptyline) - po zastosowaniu leku obserwowano
ulge w czesci przypadkéw [16, 17]; 2) doksepina (doxepin) [19] -
skutecznosc leku jest nieprzewidywalna [42].

Antagonisci receptorow opioidowych (opioid-receptor antagonist):
my (u), Kappa'(k) i delta (5). W s$wiadzie réznego pochodzenia
szczegllne nadzieje wigze sie z antagonistami receptora y, takimi
jak naltrekson (naltrexone) - doustnie, nalokson (naloxone) i nalme-
fen (nalmefene) - dozylnie. Wymienione leki sa obarczone wieloma
dziataniami ubocznymi takimi jak zawroty gtowy, sennos¢, zabu-
rzenia zotagdkowo-jelitowe [19, 42, 54, 55].

Selektywne inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny (selecti-
ve serotonin reuptake inhibitors - SSRIs): paroksetyna (paroxetine)
[19].

Glikokortykosteroidy systemowe - dziatajg wielokierunkowo: ak-
tywuja receptory cytoplazmatyczne GC (cytoplasmic GC receptors
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- GCR) - kompleks GC/GCR dziata jako czynnik transkrypcyijny,
modulujg cytokiny, chemokiny, prostanoidy, leukotrieny, fosfolipa-
zy A2, tlenek azotu, a takze sygnaty szlakéw transdukcji(jadrowy
czynnik kB). Sg zatem skuteczne w wielu chorobach-przebiegaja-
cych ze swigdem [42]. W BRP wykazuja jednak mata skutecznosc
[14, 18, 51].

e Leki przeciwhistaminowe - podobnie jak glikokortykosteroidy

wykazujg matg skutecznosé terapeutyczna [14, 18, 51].

e Talidomid - lek stosowany w wielu chorobach, w tym w chorobach

skory przebiegajacych ze swigdem [42]. U chorych zBRP wykazu-
je skutecznosc¢ zréznicowang [18].

e Aprepitant - lek przeciwwymiotny/stosowany dla celéw prze-

ciwdziatania nudnosciom i wymiotom u chorych, u ktérych jest
stosowana chemioterapia nowotworowa [56]. Jest silnym doust-
nym antagonistg ludzkiego receptora neurokininy 1 (NK-1) [57],
co wptywa na hamowanie wigzania receptora z substancjg P i jej
dziatanie biologiczne [20, 21, 24, 25]. Skutecznos$¢ preparatu w le-
czeniu BRP wymaga dalszych potwierdzen.

Leczenie miejscowe

Kapsaicyna (capsaicine) - naturalny alkaloid z papryczki chili (chili
pepper) [13, 38, 51]. Preparat zmniejsza stezenie substancji P, a takze
odwrazliwia (desensytyzuje) neurony czuciowe (aferentne), co skut-
kuje hamowaniem swiagdu i bdlu [2, 17, 51]. Uwaza sie, ze stosowanie
miejscowe kapsaicyny stanowi postep w leczeniu takze innych niz
Swiad ramienno-promieniowy choréb dermatologicznych takich jak:
notalgia paresthetica, liszaj zwykty przewlekty (lichen Simple chroni-
cus), Swierzbigczka guzkowa (prurigo nodularis), nerwobdle po poétpa-
Scu (postherpetic neuralgia), Swiad odbytu (pruritus ani), stwardnienie
ttuszczowo-skorne (lipodermatosclerosis), tysienie plackowate (alope-
ciaareata), tuszczyca (psoriasis), $wiad u osob dializowanych (pruritus
of hemodialysis), Swiad w kontakcie z wodg (aquagenic pruritus) [58].
Kapsaicyna stosowana miejscowo, w monoterapii lub jako adjuwant,
jest generalnie uznawana za lek niskiego ryzyka [58]. Jednak lecze-
nie miejscowe jest zwigzane z niedogodnosciami; krem - zazwyczaj
w stezeniach od 0,025% do 0,1% - musi by¢ aplikowany 4-6 razy na
dobe, obserwowano réwniez dziatanie draznigce preparatu, wyra-
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zajace sie pieczeniem oraz lokalnym odczynem rumieniowym skory
[19,42,51]. Poza tym efekt terapeutyczne jest niepetny lub nietrwa-
ty [19, 42, 59, 60]. Korzystne efekty zmniejszania swigdu i‘poprawy,
jakosci zycia u chorych z BRP, podobnie jak u chorych.z-notalgia-pa-
resthetica, obserwowano po stosowaniu plastréw z/8% kapsaicyna
(capsaicin patch) [10, 30, 61].

e Preparaty miejscowo chtodzace - 1% mentol [38].--Uwaza sie takze,
ze w czesci przypadkoéw ulge objawowa przynosi zastosowanie na
zmieniong powierzchnie zimnego oktadu [13]; po.stosowaniu worka
z lodem (ice-pack) obserwowano poprawe u 20,9% oséb dotknietych
dolegliwosciag [14].

e Miejscowa aplikacja zelu zawierajgcego amitryptyline z dodatkiem
ketaminy - preparatu stosowanego w przypadkach obwodowej neu-
ropatii spowodowanej chemioterapia [62].

e Ostrzykiwanie dotknietych miejsc toksyna botulinowg A (botulinum
A toxin) [2, 63].

e Ochrona przed promieniowaniem stonecznym (filtry przeciwsto-
neczne) [13].

Leczenie wspomagajqce
Za metody leczenia wspomagajacego (adjuvant therapies) przydatne w ta-
godzeniu objawdw swigdu réznego pochodzenia uznaje sie terapie beha-
wioralne, poznawcze oraz psychologiczne (psychoterapia), takie jak [8,
64,65, 66,67, 68,69]:
zabiegi fizjoterapeutyczne,
akupunktura,
hipnoza,
terapia psychosomatyczna,
terapia poznawcza.

Ze wzgledu na niewyjasniong ostatecznie etiopatogeneze leczenie
BRP jest trudne i w gtéwnej mierze objawowe. Wymienione metody le-
czenia dolegliwo$ci maja rozne powodzenie [15].
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Streszczenie

Z tytutu publikacji wynika, ze dotychczasowe nazewnictwo - post-trau-
matic stress disorder - (PTSD) wg Klasyfikacji DSM-IIl, DSM-III-R oraz
DSM-1V zostato w 2013 r. ,rewelucyjnie® zmodyfikowane w nowej, obec-
nie obowigzujacej Klasyfikacji DSM-5:

W zwigzku z tym nazewnictwo i kryteria diagnostyczne PTSD mozna juz
uznac za ,historyczne”. W 2015 r. ukazato sie ttumaczenie DSM-5 w jezy-
ku polskim. Wynika to réwniezz faktu wspotwystepowania dwdch klasy-
fikacji zaburzen psychicznych: miedzynarodowej w ICD i amerykanskiej
DSM, przy czym ta ostatnia.zajmuje pozycje dominujaca.

Rodzi to okreslone problemy naukowe, edukacyjne, diagnostyczno-
-orzecznicze i publikacyjne. ,Zaburzenia stresowe pourazowe” w DSM-5,
uwzgledniajace réwniez kryteria diagnostyczne ,u dzieci w wieku 6 lat
i mtodszych”, zostaty-opisane w rozdziale pt: ,Zaburzenia pourazowe
i zwigzane z czynnikiem stresowym”.

Autorzy podrecznika na temat DSM-5 zwracajg uwage, ze opisane w ze-
stawach kryteria diagnostyczne obejmujg procesy poznawcze, emocjo-
nalne, behawioralne i fizjologiczne. Przedstawienie charakterystycznych
zespotow-objawdw przedmiotowych i podmiotowych wskazuje na zasad-
nicze zaburzenia z jego swoistym wywiadem rozwojowym, biologicznym,
srodowiskowymi czynnikami ryzyka, zaleznosciami neuropsychologicz-
nymi i filologicznym oraz typowym przebiegiem klinicznym.
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Abstract

On account of the publication it results that the current nomenclature ,post-
traumatic stress disorder” (PTSD) according to Classification DSM-I1l, DSM-
-1lI-R and DSM-IV was ,revolutionary” modified in 2013.in-the new governing
Classification DSM-5.

Therefore it is possible to regard nomenclature and diagnostic criteria PTSD
diagnostic criteria already. A DSM-5. translation was publishedin 2015 in Po-
lish. It also results from the fact of the co-occurrence of two_classifications of
psychic disturbances: international in ICD and American DSM, in addition the
one last has a dominant position.

It is giving birth to specific, educational, diagnostic-and publishing scientific

problems. ,Post-traumatic stress disorders” in DSM-5. diagnostic criteria ta-
king into account also ,at children aged.6 and younger” were described in the
chapter entitled ,The disorder post-traumatic and connected with the stress
factor”.
Authors of the DSM-5. textbook/are paying attention, that diagnostic criteria
described in sets include, emotional, behavioral and physiological cognitive
processes. Describing characteristic object and subjective syndromes is poin-
ting out to fundamental disorders with his specific developmental, biological
interview, with environmental risk factors, relations neuropsychological and
physiological and with typical clinical course.

Key words
post-traumatic stress disorders, DSM-5, psychosomatic disorders
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Woprowadzenie

W klasyfikacji APA do 2013 r. obowigzywata klasyfikacja DSM-IV, w kté-
rej zaburzenia pourazowe i zwigzane z czynnikiem stresowym byty okre-
$lane terminem Zespotu Stresu Pourazowego (PTSD - Post Traumatic
Stress Disorder). Terminologia PTSD zwigzana jest $cisle z psychiatrig
wojskowa sit zbrojnych Stanéw Zjednoczonych (USA). Z punktu widzenia
historycznego pojecie PTSD ma swdj poczatek w czasie-wojny wietnam-
skiej (1957-1975). W 1968 r., w najgoretszym okresie wojny, wprowa-
dzono nazewnictwo ,reakcje wojenne” do drugiej wersji DSM-Il (1968 r.)
i umieszczono je w kategorii ,przemijajacych zaburzen adaptacyjnych”
[1]. Zainteresowanie lekarzy wojskowych, gtdwnie psychiatréw i opinii
spotecznej, odlegtymi skutkami dziatan wojennych-na zotnierzy powra-
cajacych z Wietnamu zwiekszyto sie w latach 70. ubiegtego stulecia.
Dla klinicystéw stato sie jasne, ze u duzej liczby-zetnierzy wracajacych
z Wietnamu wystepuja przewlekte trudnosci z ponownym przystosowa-
niem sie do zycia spotecznego. W tym okresie klinicysci i badacze roz-
poczeli ustalanie kryteriow opisujgcych objawy psychopatologiczne, co
w pézniejszym czasie doprowadzito do.zdefiniowania pojecia Post Trau-
matic Stress Disorder (PTSD), po raz pierwszy wtaczonego do DSM-I1I [2],
a nastepnie DSM-IV [3].

Z bardzo bogatego pismiennictwa anglosaskiego wynika, ze PTSD od
wojny wietnamskiej az po czasy wspotczesne jest jednym z najwazniej-
szych probleméw badawczych swiatowe] psychiatrii wojskowej, a takze
cywilnej i wynika z zagrozen tzw. terroryzmu globalnego. Obecnie lud-
nos¢ cywilna jest bardziej narazona na skutki dziatania atakéw terro-
rystycznych niz sity zbrojne i jednostki paramilitarne i wobec nich bez-
bronna. Nalezyiw tym miejscu zwréci¢ uwage, ze kryteria diagnostyczne
PTSD wg klasyfikacji APA'w DSM-1V staty sie dominujgcymi i obowigzu-
jacymi. W publikacjach anglojezycznych renomowanych czasopism o za-
siegu $wiatowym miedzynarodowa klasyfikacja ICD-10 byta traktowana,
delikatnie rzecz ujmujac, jako marginalna, niedoceniana i niezauwazalna.

Jako psychiatra wojskowy uczestniczytem w 1994 r. w Zjezdzie Ame-
rykanskiego Towarzystwa Psychiatrycznego, gdzie kazdemu uczestni-
kowi wreczono egzemplarz klasyfikacji DSM-IV. Poprositem organiza-
toréow o wypozyczenie miedzynarodowej klasyfikacji ICD-10. Grzecznie
i'z przeprosinami mi odméwiono, gdyz nie dysponowano ani jednym pod-
recznikiem ICD-10.
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W Polsce po raz pierwszy diagnoza PTSD stata sie powszechnie roz-
poznawalna w czasie trwania operacji militarnych polskich kontyngen-
téw w Iraku. W tym czasie media publiczne, a zwtaszcza prasa, programy;
telewizyjne i radiowe w latach 2004-2005 alarmowaty opinie publiczng
0 znacznej zachorowalnosci na PTSD u polskich zotnierzy misji pokojo-
wej. Niektdre brzmiaty bardzo groznie i ztowieszczo, stwierdzajac, ze
prawie co trzeci zotnierz powracajacy do kraju ma objawy PTSD z jego
skutkami zdrowotnymi, rodzinnymi i spotecznymi. Badania naukowe
oraz analizy dokumentacji medycznej Zzotnierzy odbywajacych stuzbe na
misjach pokojowych w Iraku nie potwierdzaty powszechnie rozpoznawa-
nego PTSD jako niezgodnego z kryteriami diagnostycznymi zaréwno kla-
syfikacji DSM-IV(amerykanskiej), jak i ICD-10 (miedzynarodowej) [4,5].

Prawidtowo rozpoznane przypadki PTSD u polskich zotnierzy miaty
charakter incydentalny. Polscy psychiatrzy wojskowi - zaréwno w okre-
sie szkolenia przed-, jak i podyplomowego (w Wojskowej Akademii Me-
dycznej) - byli objeci ogdlnopolskim_programem nauczania medycyny
(w tym psychiatrii) opierajagcym sie\na klasyfikacji miedzynarodowej
ICD-10. W tej klasyfikacji ,zaburzenia stresowe pourazowe” (odpowied-
nik PTSD) byty i s3 nadal opisane lakonicznie i zajmujg jedng strone pod-
recznika. Dlatego brakiem do$wiadczenia oraz koniecznoscig diagnozo-
wania zaburzen psychicznych wg klasyfikacji DSM-1V nalezy ttumaczy¢
zamieszanie w ocenie rozpoznan i epidemiologii zaburzen psychicznych
u zotnierzy misji pokojowych w Iraku. Trzeba zaznaczy¢, ze w armiach Or-
ganizacji Paktu Pétnocnoatlantyckiego (NATO) obowigzuje amerykanska
klasyfikacja DSM-IV. Przedstawione problemy dotyczace epidemiologii
PTSD u zZotnierzy misji pokojowych w Iraku nie wystepowaty w czasie
dziatan wojennych polskich kontyngentéw w Afganistanie. Mozna to ttu-
maczy¢ wieloma czynnikami, a mianowicie: lepszym wyszkoleniem leka-
rzy psychiatrow, sanitariuszy i ratownikéw medycznych, dla ktérych byta
to czesto kolejna misja poza granicami kraju, uczestnictwem w wojnie
wyszkolonych i doswiadczonych zotnierzy zawodowych oraz o wiele lep-
szym i'sprawniejszym zabezpieczeniem logistycznym.

W Polsce po’ 1989 r. na skutek kryzysu ustrojowo-spoteczno-eko-
nomicznego obserwowany jest gwattowny wzrost zachorowalnosci na
zaburzenia psychiczne zwigzane ze stresem i pod postacig somatycz-
ng (F.40-F.48 wg ICD-10) [6]. Problemy zwigzane z PTSD byty i s3 nadal
tematem poruszanym nie tylko w publikacjach naukowych, lecz takze
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w mediach. Dotyczg one zwtaszcza zaburzen psychicznych i psychosoma-
tycznych wynikajacych z zespotu stresu zawodowego, w ktérym przewa-
zaja m.in. takie patologie spoteczne jak mobbing, wypalenie zawodowe
i pracoholizm [7]. Ponadto sytuacje kryzysowe w wypadku klesk zywioto-
wych i katastrof (powodzie, pozary), wypadkow komunikacyjnych, agre-
sji i przemocy etc. powodujg koniecznos¢ interwencji psychologicznej,
a takze leczenia specjalistycznego. Rozpoznania PTSD-sg.czesto-diagno-
zowane u uczestnikéw tych zdarzen, jednak komisje orzecznicze ZUS
oraz sady pracy po konsultacjach specjalistycznych oraz biegtych w prze-
wazajacym odsetku weryfikujg negatywnie postawiong diagnoze PTSD
[7,8].

Mozna zatem stwierdzié, ze rozpoznanie PTSD jest nadal naduzywane
i czesto nie spetnia kryteriéw diagnostycznych w DSM-IV.

W 2013 r. Amerykanskie Towarzystwo Psychiatryczne (APA) wy-
dato nowa klasyfikacje DSM-5, ktéra zostata przettumaczona na jezyk
polski [9].

Autorzy niniejszej publikacji nie zauwazyli ani w pi$miennictwie pol-
skim, ani na zjazdach i konferencjach naukowych tej ostatniej zmiany kry-
teriéw diagnostycznych PTSD! Fakt ten stat sie inspiracjg do opracowa-
nia i przedstawienia publikacji.

Cel pracy

Zasadniczym celem pracy jest przedstawienie i oméwienie kryteriéw dia-
gnostycznych zaburzen stresowych, pourazowych w DSM-5 oraz zwro-
cenie uwagi na dokonane zmiany w poréwnaniu z klasyfikacjag DSM-IV.
Publikacja jest adresowana szczegdlnie do Srodowiska lekarzy, psychia-
tréw i psychologéw praktykujacych w warunkach ambulatoryjnych (po-
radnia zdrowia psychicznego, poradnia psychologiczna).

KRYTERIA DIAGNOSTYCZNE: ZABURZENIA STRESOWE POURAZOWE
U DOROStYCH W DSM-5

Zaburzenia stresowe pourazowe DSM-5

A.Narazenie na smierc¢ lub groZzbe Smierci, powazny uraz lub przemoc seksual-
na w jeden (lub wieksza liczbe) sposrod wymienionych sposobow:

1. Bezposrednie doswiadczenie traumatycznego przezycia (przezyc).

2. Bycienaocznym swiadkiem traumatycznych dla innych oséb wydarzen.
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3. Uzyskanie informacji o tym, ze cztonek bliskiej rodziny lub przyjaciel do-
Swiadczyt traumatycznego przezycia (przezyc). W przypadku narazenia na
sSmier¢ lub wystgpienia grozby smierci dotyczqcych cztonka rodziny lub przyja-
ciela wydarzenie (wydarzenia) to musi wynikac z aktu przemocy-lub byc przy-
padkowe.

4. Powtarzane lub bardzo duze narazenie na nieprzyjemne szczegoty danego
wydarzenia (wydarzen) traumatycznego (np. pierwsze oseby.zbierajqgce ludz-
kie szczqtki; policjanci stale narazeni na obserwowanie krzywdzenia dzieci).
Uwaga: Kryterium A4 nie dotyczy narazenia za posrednictwem medidw elek-
tronicznych, telewizji ani obrazéw, chyba ze jest to narazenie zwiqzane z wy-
konywangq pracq.

B. Obecnosc jednego (lub wiekszej liczby) sposréd nastepujqgcych natretnych
objawdw, zwigzanych z traumatycznym wydarzeniem-(wydarzeniami), wyste-
pujgcych po raz pierwszy po doswiadczeniu traumatycznego przezycia (prze-
2yc):

1. Nawracajqgce i natretne, dreczqgce wspomnienia traumatycznego i wydarze-
nia (wydarzen).

Uwaga: U dzieci w wieku powyzej 6 lat powtarzajqce sie zabawy mogq wska-
zac na temat lub aspekt traumatycznego doswiadczenia (doswiadczen).

2. Nawracajqce, dreczqce sny, ktorych tresc jest zwigzana z traumatycznym
wydarzeniem (wydarzeniami).

Uwaga: U dzieci mogq wstepowac przerazajqgce sny o tresci trudnej do ziden-
tyfikowania.

3. Reakcje dysocjacyjne (np. Flashback), ktére powodujqg, ze dana osoba od-
czuwa lub zachowuje sie, jakby ponownie doswiadczata traumatycznego prze-
zycia (przezyc). (Nasilenie opisanych reakcji przyjmuje forme kontinuum, z cat-
kowitq utratq poczucia rzeczywistosci jako skrajng postacig).

Uwaga: U dzieci moze wystqpic¢ ponowne odgrywanie urazu w formie zabawy.
4. Nasilone i przedtuzajqce sie cierpienie psychiczne wystepujgce w przypadku
narazenia na wewnetrzne lub zewnetrzne sygnaty, symbolizujgce lub przypo-
minajqce pewne aspekty traumatycznego wydarzenia (wydarzen).

5. Zaznaczona reakcja fizjologiczna wystepujgca w odpowiedzi na wewnetrz-
ne‘lub zewnetrzne sygnaty, symbolizujqgce lub przypominajqce pewne aspekty
traumatycznego wydarzenia (wydarzen).
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C. Utrwalone unikanie bodzcéw zwigzanych z traumgq, niewystepujqce przed
traumatycznym wydarzeniem (wydarzeniami), zdefiniowane jako jedno lub
oba z ponizszych:

1. Unikanie lub préby unikania dreczqcych wspomnien, mysli lub-uczu¢ doty-
czqcych traumatycznego wydarzenia (wydarzen) lub blisko z nim zwigzanych.
2. Unikanie lub préby unikania czynnikoéw (ludzi, miejsc, rozméw; czynnosci,
przedmiotéw, sytuacji, ktore przywotujq dreczgce wspomnienia, mysli lub
uczucia dotyczqgce traumatycznego wydarzenia (wydarzen).

D. Niekorzystne zmiany w zakresie zdolnosci poznawczych i w nastroju, zwig-
zane z traumatycznym wydarzeniem (wydarzeniami), doswiadczane po raz
pierwszy lub nasilajqce sie po nim, zdefiniowane jako-jedno (lub wieksza licz-
ba) sposréd ponizszych:

1. Trudnosci w zapamietaniu waznych aspektéw traumdtycznego wydarzenia
(wydarzen) (zwykle z powodu amnezji dysocjacyjnej, a nie innego czynnika, ta-
kiego jak uraz gtowy, alkohol lub leki).

2. Uporczywe i nadmierne negatywne przekonania lub oczekiwania dotyczg-
ce samego siebie, innych oséb lub swiata (np. ,Jestem ztq osobq”, ,Nikomu nie
mozna ufa¢”, ,Swiat jest bardzo niebezpieczny”, ,Méj caty uktad nerwowy zo-
staf trwale zniszczony”).

3. Utrwalone, znieksztatcone postrzeganie przyczyn i skutkéw traumatyczne-
go wydarzenia (wydarzen), prowadzqce dang osobe do obwiniania samego sie-
bie lub innych oséb.

4. Utrwalone stany negatywnych emocji (np. leku, przerazenia, ztosci, winy lub
wstydu).

5. Znaczqgco zmniejszone zainteresowanie lub che¢ udziatu w waznych czyn-
nosciach.

6. Poczucie bycia odseparowanym od innych oséb, oziebienia z nimi stosunkow.
7. Uporczywe trudnosci w wyrazaniu pozytywnych uczué (np. niezdolnosé do
wyrazania radosci, zadowolenia lub mitosci).

E. Wyrazne zmiany w zakresie pobudliwosci zwigzane z traumatycznym wy-
darzeniem (wydarzeniami), doswiadczane po raz pierwszy lub nasilajqce sie po
nim, zdefiniowane jako dwa (lub wieksza liczba) sposréd ponizszych:

1. Drazliwosé i wybuchy gniewu (bez bycia prowokowanym), zwykle wyrazane
jako agresja stowna lub agresywne zachowania w stosunku do innych oséb lub
przedmiotow.
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2. Nieprzemyslane lub autodestruktywne zachowania.

3. Nadmierna czujnosc.

4. Wzmozona reakcja na zaskoczenie.

5. Problemy z koncentracjgq.

6. Problemy ze snem (np. trudnosci w zasnieciu lub w utrzymaniu snu albo sen
niedajqcy odpoczynku).

F. Czas trwania zaktécenia (Kryteriéw B, C, D i E) wynosi wiecej niz miesiqc.

G. Zaktécenie spowoduje znaczqce klinicznie cierpienie lub uposledzenie funk-
cjonowania w sferze spotecznej, zawodowej i innych waznych obszarach.

H. Zaktocenie nie jest wywotane fizjologicznym dziataniem substancji (np.
naduzyciem lekéw, alkoholu) ani innym stanem ogdélnemedycznym.

Nalezy okreslic, czy:

Z objawami dysocjacyjnymi: Spetnione.zostaty kryteria rozpoznania dla Zabu-
rzenia stresowego pourazowego, a dodatkowo, w odpowiedzi na czynnik stre-
sogenny, wystepujq utrzymujqce sie lub nawracajqce objawy:

1. Depersonalizacja: Przewlekte lub nawracajgce wrazenie bycia oddzielonym
od samego siebie, dajqgce sie porownac z poczuciem bycia zewnetrznym obser-
watorem swoich wtasnych proceséw myslowych lub swojego ciata (np. poczu-
cie bycia w swoim wtasnym snie, poczucie nierealnosci samego siebie lub swo-
jego ciata lub poczucie czasu ptyngcego powoli).

2. Derealizacja: Przewlekte lub nawracajqce poczucie nierealnosci otoczenia
(np. swiat dookota jest postrzegany jako nierealny, podobny do snu, odlegty,
Znieksztatcony).

Uwaga: W celu odnotowania tej postaci zaburzenia objawy dysocjacyjne nie
mogq by¢ wywotane'fizjologicznym dziataniem substancji (np. blackout, za-
chowanie pod wptywem alkoholu) ani innym stanem ogélnomedycznym (np.
ztozone czesciowe napady padaczkowe). Nalezy okreslic, czy:

Z opbéznionym poczqgtkiem: Kryteria diagnostyczne nie sq spetnione w okresie
co najmniej 6 miesiecy od traumatycznego wydarzenia (cho¢ poczgtek choro-
by i niektére objawy mogqg wystqgpi¢ natychmiast).
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KRYTERIA DIAGNOSTYCZNE: ZABURZENIA STRESOWE POURAZOWE
U DZIECI W WIEKU 6 LAT | MLEODSZYCH

A. Narazenie na Smierc lub grozbe Smierci, powazny uraz lub przemoc seksu-
alna u dzieci w wieku 6 lat lub mtodszych w jeden (lub wiekszq liczbe) sposréd
wymienionych sposobéw:

1. Bezposrednie doswiadczenie traumatycznego przezycia (przezyg).

2. Bycie naocznym swiadkiem traumatycznych dla innyech-0séb, szczegdlnie
opiekundéw, wydarzen.

Uwaga: Bycie swiadkiem nie dotyczy narazenia za posrednictwem mediow
elektronicznych, telewizji ani obrazéw.

3. Uzyskanie informacji o tym, ze rodzic lub opiekun doswiadczyt traumatycz-
nego przezycia (przezyc).

B. Obecnos¢ jednego (lub wiekszej liczby) sposréd nastepujgcych natretnych
objawdéw zwiqgzanych z traumatycznym wydarzeniem (wydarzeniami), wyste-
pujgcych po raz pierwszy po doswiadczeniu traumatycznego przezycia (prze-
2yc):

1. Nawracajgce i natretne, dreczqce wspomnienia traumatycznego wydarze-
nia (wydarzen).

Uwaga: Nawracajqce i natretne wspomnienia mogq nie mie¢ dreczqgcego cha-
rakteru i mogq by¢ wyrazone poprzez ich odgrywanie w formie zabawy.

2. Nawracajqce, dreczqce sny, ktérych tres¢ jest zwigzana z traumatycznym
wydarzeniem (wydarzeniami).

Uwaga: Ustalenie zwigzku miedzy przerazajqcq trescig snu a traumatycznym
przezyciem moze nie by¢ mozliwe.

3. Reakcje dysocjacyjne (np. flashback), ktére powodujq, Ze dziecko odczuwa
lub zachowuje sie, jakby ponownie doswiadczato traumatycznego przezycia
(przezyc). (Nasilenie-opisanych reakcji przyjmuje forme kontinuum, z catkowi-
tg utratqg poczucia rzeczywistosci jako skrajnq postacig). Moze wystgpic po-
nowne odgrywanie urazu w formie zabawy.

4. Nasilone i przedtuzajqce sie cierpienie psychiczne wystepujgce w przypadku
narazehia na wewnetrzne lub zewnetrzne sygnaty symbolizujgce lub przypo-
minajqce pewne aspekty traumatycznego wydarzenia (wydarzen).
5.Zaznaczona reakcja fizjologiczna wystepujgca w odpowiedzi na wewnetrz-
ne lub zewnetrzne sygnaty symbolizujgce lub przypominajgce pewne aspekty
traumatycznego wydarzenia (wydarzen).
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C. Jeden (lub kilka) sposréd wymienionych objawdw, reprezentujgcych albo
utrwalone unikanie bodzcéw zwiqzanych z traumg, albo niekorzystne zmiany
w zakresie zdolnosci poznawczych i w nastroju niewystepujqce przed.trauma-
tycznym wydarzeniem (wydarzeniami).

Przewlekte unikanie bodzca:

1. Unikanie lub préby unikania czynnosci, miejsc lub obiektow.dotyczqcych
traumatycznego wydarzenia (wydarzen) lub blisko z nim zwigzanych:

2. Unikanie lub préby unikania ludzi, rozméw lub sytuacji kontaktu, ktére
przywotujq dreczqce wspomnienia, mysli lub uczucia dotyczqce traumatycz-
nego wydarzenia (wydarzen).

Niekorzystne zmiany w zakresie zdolnosci poznawczych

3. Znacznie czestsze wystepowanie negatywnych emocji (np. leku, winy, smut-
ku, wstydu, zagubienia).

4. Znaczqco zmniejszone zainteresowanie lub chec udziatu w waznych czyn-
nosciach, w tym w zabawie.

5. Wycofanie spoteczne.

6. Przewlekte ograniczenie zdolnosci wyrazania pozytywnych uczuc.

D. Zmiany w zakresie pobudliwosci zwigzane z traumatycznym wydarzeniem
(wydarzeniami), doswiadczane pe.raz pierwszy lub nasilajqce sie po nim, zdefi-
niowane jako dwa (lub wieksza liczba) sposréd ponizszych:

1. Drazliwos¢ i wybuchy gniewu (bez bycia prowokowanym), zwykle wyrazane
jako agresja stowna lub agresywne zachowania w stosunku do innych oséb lub
przedmiotow (w tym napady.wsciektosci).

2. Nadmierna czujnosc.

3. Wzmozona reakcjana zaskoczenie.

4. Problemy z koncentracjq.

5. Problemy ze snem<(np. trudnosci w zasnieciu lub w utrzymaniu snu albo sen
niedajqcy odpoczynku).

E. Czas trwania zaktécenia wynosi wiecej niz miesiqc.
F. Zaktdcenie powoduje znaczqce klinicznie cierpienie lub Uposledzenie w re-

lacjach z rodzicami, rodzeristwem, réwiesnikami oraz innymi opiekunami lub
problemy z zachowaniem w szkole.
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G. Zaktocenie nie jest wywotane fizjologicznym dziataniem substancji (np.
naduzyciem lekéw, alkoholu) ani innym stanem ogélnomedycznym.

Nalezy okreslic, czy:

Z objawami dysocjacyjnymi: Spetnione zostaty kryteria rozpoznania dla Zabu-
rzenia stresowego pourazowego, a dodatkowo w odpowiedzi'na czynnik stre-
sogenny wystepujq utrzymujqgce sie lub nawracajqce objawy:

1. Depersonalizacja: Przewlekte lub nawracajgce wrazanie-bycia oddzielonym
od samego siebie, dajqgce sie porownac z poczuciem bycia zewnetrznym obser-
watorom swoich wtasnych proceséw myslowych lub swojego ciata (np. poczu-
cia bycia w swoim wtasnym snie, poczucie nierealnosci samego siebie lub swo-
jego ciata lub poczucie czasu ptyngcego powoli).

2. Derealizacja: Przewlekte lub nawracajqce poczucie-nierealnosci otoczenia
(np. Swiat dookota jest postrzegany jako nierealny, podobny do snu, odlegty,
znieksztatcony).

Uwaga: W celu odnotowania tej postaci zaburzenia objawy dysocjacyjne nie
mogq by¢ wywotane fizjologicznym dziataniem substancji (np. blackout, za-
chowanie pod wptywem alkoholu) ani innym’ stanem ogélnomedycznym (np.
ztozZone czesciowe napady padaczkowe).

Nalezy okresli¢ czy:

Z op6znionym poczqtkiem: Kryteria-diagnostyczne nie sq spetnione w okresie
co najmniej 6 miesiecy od traumatycznego wydarzenia (cho¢ poczgtek choro-
by i niektore objawy mogq wystqpic natychmiast).

Whioski

W czesci podrecznika ,Kryteria diagnostyczne z DSM-5 zamieszczono
dwa rozdziaty pt.:,Pestugiwanie sie podrecznikiem” i ,Ostrzezenia doty-
czace postugiwania sie DSM-5 na potrzeby sagdownictwa”.

W Przedmowie pierwszego rozdziatu stwierdza sie, ze ,Gtéwnym ce-
lem DSM-5 jest zapewnienie przeszkolonym lekarzom wsparcia w rozpo-
znawaniu zaburzen psychicznych. Proces ten stanowi element anamnezy,
ktérej powstanie prowadzi do stworzenia $wiadomego planu leczenia
pacjenta. Objawy opisane w odpowiednich zestawach kryteriéw diagno-
stycznych nie stanowia petnej definicji poszczegdlnych zaburzen. Obej-
mujg one procesy poznawcze, emocjonalne, behawioralne i fizjologiczne,
ktérych ztozonos¢ jest zbyt duza, by mogta zosta¢ opisana w kroétkich
podsumowaniach. Ich zadaniem jest raczej przedstawienie charaktery-
stycznych zespotédw objawdw przedmiotowych i podmiotowych, ktére
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wskazujag na zasadnicze zaburzenie, z jego swoistym wymiarem rozwojo-
wym, biologicznymi i Srodowiskowymi czynnikami ryzyka, zaleznosciami
neuropsychologicznymi i fizjologicznymi oraz typowym przebiegiem kli-
nicznym”.

Z przedstawionych strategicznych zatozen nowej klasyfikacji APA
w DSM-5 wynika, ze jego autorzy daza do holistycznego ujecia przeja-
wow i uwarunkowan tzw. PTSD, ktéry w obecnej klasyfikacji APA zostat
okreslony jako ,Zaburzenia stresowe pourazowe”. Bedzie o.tym mowa
w dalszej czesci niniejszej publikacji. Omawiany obecnie Rozdziat | za-
wiera liczne podrozdziaty, z ktérymi winien sie zapoznac kazdy diagnosta
przed zastosowaniem wymienionych kryteridw. Przedstawiajg one na-
stepujace problemy: ,Podejscie do oceny przypadkuklinicznego”, ,Defini-
cja zaburzenia psychicznego’, ,Kryterium istotnosci klinicznej”, ,Elemen-
ty diagnozy”, ,Plany na przysztos¢. Narzedzia i oceny’'monitorowania”.

Ograniczone ramy publikacji nie pozwalajg na ich prezentacje. Pra-
gniemy jednak zwrdci¢ uwage na przyjeta przez autoréw DSM-5 definicje
zaburzenia psychicznego, gdyz obrazuje ona aspekt wieloczynnikowosci.
Brzmi ona nastepujaco: ,Zaburzenie psychiczne jest zespotem objawow,
ktéry charakteryzuje sie znaczacym klinicznie znieksztatceniem w ob-
rebie postrzegania, regulacji emocji lub,obecnoscia zachowan, ktére od-
zwierciedlajg psychologiczng, biologiczng albo rozwojows dysfunkcje,
lezacy u podstaw psychicznego funkcjonowania. Zaburzenia psychiczne
sa zwykle zwigzane ze znacznym cierpieniem lub niepetnosprawnoscia
w sferach spotecznych, zdrowotnych badz innych, rownie waznych. Za-
burzenie psychiczne nie jest oczekiwang lub akceptowang kulturowo od-
powiedzig na czynnik stresowy czy strate, taka jak chocby $Smier¢ bliskiej
osoby. Zachowania nieakeeptowane spotecznie (przyktadowo zwigzane
z polityka, religig czy seksualnoscia) i konflikty, ktére rodza sie miedzy
osobg a spoteczenistwem, nie sg zaburzeniami psychicznymi, chyba ze
wynikaja z dysfunkcji danej osoby, jak to zostato przedstawione powyzej”.

Przedstawiona przez autoréw DSM-5 definicja rézni sie naszym zda-
niem od ogdlnie przyjetych w naszym kregu kulturowym. Zwtaszcza
ostatnie_zdanie pojecia zaburzenia psychicznego w DSM-5 budzi wiele
watpliwosciijest niejasne. Z naszych doswiadczen psychiatrycznych wy-
nika, ze osoby bez tzw. ,dysfunkcji psychicznych” pod wptywem przewle-
ktego stresu, np. zawodowego (mobbing), reagujg zaburzeniami psychicz-
nymi-By¢ moze nasza znajomos¢ DSM-5 jest niepetna i niekompletna,
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gdyz nie dysponowalismy oryginalng monografig DSM-5. Przedstawione
w nasze]j publikacji kryteria diagnostyczne w DSM-5 generalnie zawie-
raja osiowe objawy opisane w poprzedniej klasyfikacji DSM-IV. Przede
wszystkim wigza sie one z ekspozycja na zdarzenie lub sytuacje stresujg-
ca (o roznym czasie trwania) szczegolnie przerazajaca lub’katastroficzng,
ktéra wywotataby przerazajace przezycie u prawie kazdego cztowieka.
Musi by¢ to zatem zdarzenie bedace powaznym zagrozeniem zycia, natu-
ralne lub spowodowane przez cztowieka albo przypadkowe.

W nowej klasyfikacji (DSM-5) spotykamy natomiast tzw. ,uszczegéto-
wienia” dotyczace przebiegu, ciezkosci lub cech opisowych. W kryteriach
diagnostycznych wystepujg one pod postacig. zalecen, jak np.: ,uwaga’,
,halezy okresli¢, czy... Przyktadowo: w kryterium-A4 zaburzen streso-
wych pourazowych u 0séb dorostych zamieszczono ,Uwage” wskazuja-
ca, ze ,nie dotyczy narazenia za posrednictwem mediow elektronicznych,
telewizji ani obrazéw, chyba ze jest to narazenie zwigzane z wykonywang
pracy”.

Naszym zdaniem owe uszczegdtowienia niewatpliwie zbogacajg psy-
chopatologie ,zaburzen stresowych pourazowych”. Jednak z niektory-
mi zaleceniami w DSM-5 nie mozemy sie'zgodzié. Dotyczy to zwtaszcza
,Uwagi” zamieszczonej w diagnostyce dzieci w wieku 6 lat i mtodszych,
gdzie w kryterium A okreslajagcym objawy traumatycznego wydarzenia
po punkcie 2 stwierdza sie: ,Bycie swiadkiem nie dotyczy narazenia za
posrednictwem mediow ‘elektronicznych, telewizji ani obrazéw”. Jest to
dla nas zaskakujace i niezrozumiate, zwtaszcza w aspekcie tzw. ,rozwoju
spotecznego i emocjonalnego-dziecka” od urodzenia az do 14. roku zycia.
Réwniez praktyczne doswiadczenia jednego z nas (Wojciecha Gruszczyni-
skiego) jako dziadka dwdch wnuczek w wieku 3 i 5 lat wskazuja, Zze obra-
zy medialne przekazywane np. w bajkach sg przez nie traktowane bardzo
realistycznie, przezywane na sposob zaburzen stresowych pourazowych.
Nasze dylematy i watpliwosci przedyskutowalismy z psychiatrami i psy-
chologami dzieciecymi, ktérzy wyrazili podobne stanowisko. Bardziej zro-
zumiata i akceptowalna jest wspomniana ,Uwaga” dotyczaca oséb doro-
stych oraz osob,dorastajacych i dzieci powyzej 6. roku zycia. Brzmi ona:
LKryterium A-4 nie dotyczy narazenia za posrednictwem mediow elek-
tronicznych, telewizji ani obrazéw, chyba Ze jest to narazenie zwigzane
zwykonywang pracg”. Nie w petni przekonuje nas drugi czton tego zdania,
a mianewicie zwigzane z wykonywanym zawodem. Naszym zdaniem oso-
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by wykonujace zawdd z narazeniem na ekstremalne stresory (np. medy-
cy sadowi, strazacy, policjanci, zotnierze itp.) prezentuja inng odpornosé
psychiczna. By¢ moze autorom DSM-5 chodzi o tzw. odzywanie stresu, ale
wydaje sie, ze patomechanizm i obraz psychopatologiczny jest w tym-wy-
padku odmienny niz w ,klasycznych” zaburzeniach stresowych pourazo-
wych. Czytajac i analizujgc omawiane kryteria nie znalezlismy.wyjasnienia
tego zagadnienia, by¢ moze zostato ono uwzglednione-w-oryginalnej wer-
sji DSM-5. W pismiennictwie anglosaskim przed wprowadzeniem DSM-5,
a takze w poprzedniej klasyfikacji DSM-1V funkcjonowato pojecie ztozo-
nego Zespotu Stresu Pourazowego ,Complex PTSD” lub DESONS [10].
Odpowiednikiem wymienionego rozpoznania_jest ICD-10 [11]: ,Trwata
zmiana osobowosci po katastrofach po przezyciu sytuacji ekstremalnej”.
Biorac pod uwage przedstawione powyzej rozwazania, mamy sSwiado-
mos¢, ze pozostate informacje i wyjasnienia nalezy-przestudiowac w wy-
danym w 2013 r. oryginale DSM-5. Takie postepowanie zalecajg rowniez
autorzy ttumaczenia podrecznika DSM-5. Zachecamy réwniez Czytel-
nikdw, zwtaszcza psychiatréw i psychologow, do takiego postepowania
z jednego praktycznego powodu: chodzi/o publikowanie prac w renomo-
wanych anglojezycznych czasopismach naukowych. We wszystkich obo-
wigzuje klasyfikacja Amerykanskiego Towarzystwa Psychiatrycznego
DSM-5. Tak samo muszg by¢ przygotowane wystapienia na Swiatowych
kongresach, w przeciwnym razie sg one dyskwalifikowane i nie przyjmuje
sie ich do druku. Naszym'zdaniem wspétistnienie we wspdtczesnej nauce
i praktyce dwoch klasyfikacji - amerykanskiej (DSM) i miedzynarodowej
(ICD) - jest dla nas stanem swaoistej ,schizofrenii”. Nalezy réwniez zazna-
czy¢, ze obu tym klasyfikacjom (ICD i DSM) patronuje i koordynuje tasama
Swiatowa Organizacja Zdrowia, a jako konsultanci lub autorzy obu kla-
syfikacji figurujg wybitni psychiatrzy i eksperci. Jak wspomniano, nawet
w instytucjach i organizacjach o zasiegu miedzynarodowym (np. NATO),
ktére w swej dziatalnosci muszg braé¢ pod uwage zaburzenia psychicz-
ne, obowigzuje klasyfikacja amerykanska (DSM), a nie miedzynarodowa
(ICD). Reasumujac, uwazamy, ze Klasyfikacja DSM-5 Amerykanskiego To-
warzystwa Psychiatrycznego, obowigzujaca od 2013 r., stanowi obecnie
podstawe prawidtowego diagnozowania zaburzen stresowych pourazo-
wych, gdyz Miedzynarodowa Klasyfikacja ICD-10 jest przestarzata i mato
przydatnaw dziatalnosci naukowej i praktycznej. Ten cel przyswiecat nam
w przygotowaniu niniejszej publikacji.
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