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Zeszyty Naukowe Towarzystwa Doktorantow UJ
Nauki Sciste, Nr 3 (2/2011)

BARTLOMIEJ MATEJKO

(UNIWERSYTET JAGIELLONSKI)

NOWOCZESNE TECHNOLOGIE
W TERAPII CUKRZYCY TYPU 1

WPROWADZENIE

Wedhlug danych Swiatowej Organizaciji Zdrowia (WHO) z 2000 roku, do-
tyczacych rozpowszechnienia cukrzycy, choroba ta dotyczy okoto 171 milionow
ludzi na §wiecie, a prognozy na rok 2030 méwia o 366 min chorych'. W Polsce
ok. 2,6 min spoteczenstwa choruje na cukrzyce, z czego prawdopodobnie
ok. 50% to przypadki nierozpoznane i nieleczone®. Cukrzyce definiuje si¢ jako
grupe chorob metabolicznych, ktéra charakteryzuje si¢ podwyzszonym pozio-
mem cukru we krwi, wynikajagcym z zaburzenia wydzielania lub dziatania insu-
liny®. 85% wszystkich chorych to przypadki cukrzycy typu 2, ktéra powstaje
jako efekt zar6wno zmniejszenia wrazliwo$ci tkanek na insuling, jak i zaburze-
nia funkcji wydzielniczej komoérek  wysp trzustkowych. 10% os6b choruje na
cukrzyce typu 1 (T1DM), ktéra pojawia si¢ na skutek autoimmunologicznej

! Report of a WHO/IDF Consultation, Definition and diagnosis of diabetes mellitus and in-
termediate hyperglycemia Geneva 2006; D. Yach, D. Stuckler, K.D Brownell, Epidemiologic
and economic consequences of the global epidemics of obesity and diabetes, “Nature Medi-
cine” 2006, 1, Vol. 12.

2 K. Korzeniowska, A. Jablecka, Cukrzyca (Czesé 1), ,Farmacja Wspolezesna™ 2008, 1. 14 lis-
topada — Swiatowy Dzierr Walki z Cukrzycq. [Online]. Protokot dostepu: http:/naukawpol-
sce.pap.pl/palio/html.run?_Instance=cms_naukapl.pap.pl&_PagelD=1&s=szablon.depesza&dz=
szablon.depesza&dep=367789&data=&lang=PL& CheckSum=1213615981 [10 sierpnia 2011].

% Definition, Diagnosis and Classification of Diabetes mellitus and its Complications. Report
of WHO Consultations. Part 1. Diagnosis and classification of diabetes mellitus, WHO, Ge-
neva 1999.



Barttomiej Matejko

destrukcji komorek B wysp trzustkowych. Prowadzi ona do bezwzglednego nie-
doboru insuliny i koniecznosci podawania jej z zewnatrz. Wystepuja réwniez
inne typy cukrzycy, takie jak cukrzyca cigzowa oraz cukrzyca o znanej etiologii
wywolanej przez rézne czynniki, tj. defekty genetyczne funkcji komoérek B, de-
fekty genetyczne dzialania insuliny, schorzenia zewnatrzwydzielniczej czeSci
trzustki, endokrynopatie, leki i substancje chemiczne, zakazenia oraz rzadkie
postacie cukrzycy wywotane procesem immunologicznym4.

Cukrzyca jest jednym z gtéwnych powodow inwalidztwa i przedwczesnej
umieralnosci (6. miejsce pod wzgledem przyczyn zgondéw na swiecie®). Dzieje sig
tak gtdownie w wyniku rozwoju makro- i mikroangiopatycznych powiktan cu-
krzycowych. Dzigki odpowiedniej edukacji pacjenta, wdrozeniu nowoczesnych
metod leczenia oraz specjalistycznej opiece diabetologicznej mozna zapobiegaé
wystapieniu tych powiktan. Rozwo6j inZzynierii biomedycznej moze znaczaco
przyczyni¢ si¢ do rozwoju terapii cukrzycy poprzez opracowywanie i wprowa-
dzanie nowych technologii, ktore pomagaja lekarzom diagnozowac, leczy¢ i prog-
nozowaé postepy choroby. W artykule omowione sg najnowsze technologie
podawania insuliny (gléwnie pompy insulinowe), pomiaru glikemii, a takze pro-
gramy 1 systemy informatyczne, ktdére majg za zadanie pomodc lekarzowi w in-
dywidualizacji leczenia cukrzycy oraz mozliwosci dalszego rozwoju tych tech-
nologii.

HISTORIA ROZWOJU TECHNOLOGII PODAZY INSULINY

Przed odkryciem insuliny w 1922 roku przez Fredericka Bantinga i jego
asystenta Charlesa Besta wigkszo$¢ dzieci, u ktorych zdiagnozowano cukrzyce,
umierala w ciggu roku®. Od tego czasu postep w medycynie przedtuza i podnosi
standard zycia pacjentow z cukrzyca. Poczatkowo insulina byta izolowana
z trzustek krow, $win lub tososi’. W 1978 roku naukowcy wykorzystali techno-
logi¢ rekombinacji DNA w celu zsyntetyzowania ludzkiej insuliny w bakterii
E.coli. Obecnie na rynku dostgpnych jest bardzo wiele preparatow insulino-
wych, ktére w coraz wigkszym stopniu nasladujg wydzielanie prawidtowo funk-
cjonujacych komorek beta wysp trzustkowych. Znacznej zmianie ulegly metody
wstrzykiwania tych preparatow. Obecnie odchodzi si¢ od wstrzykiwan insuliny
za pomocg jednorazowych strzykawek. Coraz czesciej zastepujg je insulinowe

4 K. Korzeniowska, A. Jablecka, op. cit.

® Ibidem.

® The History of Diabetes. [Online]. Protokét dostepu: www.diabeteshealth.com/read/2008/
12/17/715/the-history-of-diabetes/ [10 sierpnia 2011].

" D. Andreu, J. Bosch, J.M. Méndez, Engineering Biomechanics of a Insulin Pumps and Arti-
ficial Pancreas, “Applications of Engineering Mechanics in Medicine” 2005, GED — Univer-
sity of Puerto Rico, Mayagiiez.
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wstrzykiwacze typu ,,pior”. Sg one wygodne, pozwalaja precyzyjnie dawkowaé
insuling, posiadajg wymienialny wklad. Jednakze rozne rodzaje preparatow
insulinowych wymagaja uzywania réznych typoéw wstrzykiwaczy.

Iniekcje insuliny sg niezbedne dla chorych na T1DM, ale moga by¢ zrod-
tem leku i urazow u pacjenta, dlatego rozwija si¢ inne, mniej inwazyjne techniki
egzogennej podazy insuliny. Do takich technik nalezg wstrzykiwacze ci$nienio-
we. Maja one ksztalt wydluzonego walca z zamontowanym wysokopreznym
zbiornikiem gazu. Taki aparat funkcjonuje w ten sposob, ze po nacisnieciu spu-
stu odpowiednia ilo$¢ strumienia insuliny przenika przez skore. Taki sposob
podazy insuliny do organizmu jest mniej bolesny niz przebicie igla skory®.

Osobiste pompy insulinowe, o ktorych szerzej bedzie mowa w dalszej czg-
Sci artykutu, pozwalaja na lepsza kontrolg metaboliczng oraz zmniejszenie czg-
stosci wktu¢. Pompa insulinowa to urzadzenie, ktére w sposob ciagly podaje
mate porcje insuliny. Zostata ona wynaleziona w latach 60. ubiegtego wieku.
W erze miniaturyzacji urzadzen elektronicznych i szybkiego postgpu technolo-
gicznego rozmiar pomp, podobnie jak i komputerow, ulegl zmniejszeniu, doda-
no nowe funkcje, ulepszono oprogramowanie oraz unowoczesniono zestawy
infuzyjne’. Samokontrola glikemii rowniez przeszla szereg technologicznych
modyfikacji. W latach 60. ubieglego wieku stosowano paski diagnostyczne
do okreslenia zawarto$ci cukru w moczu (po zanurzeniu w probce moczu pole
na pasku zmienia kolor w zalezno$ci od ilo$ci glukozy). Pierwszy glukometr
przenosny Ames (wazyt az 1,2 kg) powstat w 1969 roku™ i ta technologia jest
stosowana do dnia dzisiejszego. Do badania poziomu cukru we krwi za pomoca
glukometru nalezy naklu¢ boczng cze$¢ opuszek palcdéw, a nastepnie przenie$é
krew na reaktywne pole paska testowego. Pod wptywem glukozy zachodzi reak-
cja chemiczna, ktora powoduje zmian¢ barwy paska lub zmiang natgzenia mi-
kropradu elektrycznego przechodzacego przez reaktywne pole paska po wpro-
wadzeniu go do glukometru. Zmiany te sg proporcjonalne do st¢zenia glukozy
we krwi. Nowe technologie pozwolity zmniejszy¢ rozmiary glukometru do wiel-
kosci telefonu komdrkowego, moze wigc by¢ noszony w kieszeni lub torebce.
Wspotczesnie opracowano réwniez prawie bezbolesny sposob pobierania krwi,
dziatajgcy na zasadzie prozniowej, o nazwie Ascensia Vaculance firmy Bayer.
Dzigki niemu mozna pobiera¢ krew standardowo nie tylko z opuszek palcow,
ale tez np. z przedramienia, gdzie jest mniej zakonczen nerwowych. W ten spo-
sob pomiar staje si¢ praktycznie bezbolesny. Dodatkowo duzym utatwieniem
stosowania tej metody jest fakt, iz system nie wymaga kodowania glukometru,

® Instrumenty do podawania insuliny. [Online]. Protokét dostepu: http://diabetyk.pl/leczenie/
insulinoterapia/2/skuteczne-i-bezpieczne-leczenie-insulina-cz-1.html [10 sierpnia 2011].

® Materialy firmy Medtronic. [Online]. Protokét dostepu: http://www.pompy-medtronic.pl/o-
medtronic/history.html [10 wrze$nia 2011].

19 The History of Diabetes, op. cit.; Materialy reklamowe firmy Bayer. [Online]. Protokét dos-
tepu: http://www.bayerdiabetes.pl/produkty/ [10 sierpnia 2011].
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co stanowi pewna niedogodno$¢ w wykonywaniu pomiaru, o czym bedzie mo-
wa w dalszej cze$ci pracy™.

W 1999 roku wprowadzono do codziennej praktyki lekarskiej system ciag-
tego monitorowania glikemii (CGMS), ktory dostarcza informacji o poziomie
glukozy z okresu 3 dni. Transfer danych do komputera w gabinecie lekarskim
pozwala na okres§lenie wyj$ciowego profilu glikemii i monitoring skutkow
wprowadzenia i stosowania wybranej metody leczenia, co znacznie ulatwia
dobor postgpowania terapeutycznego. Natomiast w 2003 roku Medtronic Diabe-
tes wprowadzil system integrujacy pompe insulinowg i ciggly monitoring gli-
kemii. W ramach tej bezprzewodowej technologii monitor automatycznie prze-
syla dane wartosci glikemii do pompy insulinowej. Dodatkowo zastosowano
réwniez w pompie funkcje kalkulatora bolusa, tzw. Bolus Wizard, ktory tworzy
propozycje odpowiedniej dawki insuliny dla pacjenta i §ledzi ilo$¢ zuzywanej
przez organizm insuliny. Jednakze prace nad wszczepialnymi pompami maja
jedynie charakter dos§wiadczalny. Stanowig one kolejny krok na drodze do stwo-
rzenia uktadu petli zamknigtej, czyli technologii, w ktorej odczytana w czasie
rzeczywistym glikemia po przekazaniu do mikroprocesora bgdzie dawac¢ sygnat
pompie do wydzielenia odpowiedniej ilosci insuliny. CGMS jest znaczacym Kro-
kiem w kierunku zamkniecia petli systemu dostarczajacego insuling. Taka tech-
nologia pozwalataby w duzym stopniu na nasladowanie dziatania ludzkiej trzust-
ki. Stworzenie takiego systemu bgdzie jednak wymagato zmierzenia si¢ z takimi
problemami, jak adsorpcja czasteczek biologicznych na powierzchni sensora ma-
jacego kontakt z krwig 1 ptynem tkankowym, zatykanie si¢ cewnika podajacego
insuling do jamy otrzewnowej oraz precypitacja insuliny w zbiorniku pompy.
Trudno$¢ w opracowaniu sprawnie funkcjonujgcego systemu sprawia roOwniez
zmienne zapotrzebowanie organizmu na insuling, ktérej nie mogg przezwycig-
zy¢ obecnie proponowane algorytmy dzialania pomp w ukfadzie zamknigtym.

W kontroli leczenia cukrzycy wazne jest rowniez okreSlenie stopnia reali-
zacji zalecen lekarskich. W tym celu opracowano w 1979 roku metod¢ pomiaru
stezenia hemoglobiny glikowanej (HbAlc)™. Obecnie stala si¢ ona parametrem
dlugoterminowego wyréwnania metabolicznego cukrzycy™. Frakcja hemoglo-
biny HbA 1¢ powstaje poprzez przyltaczenie czasteczki glukozy obecnej we krwi
do N-koncowej grupy aminowej tancucha B globiny. Poziom HbAlc¢ odzwier-
ciedla st¢zenie glukozy we krwi w okresie 120 dni, ktére odpowiadaja dtugosci
zycia krwinek czerwonych. Dzigki temu podczas oznaczania poziomu glukozy
otrzymuje si¢ usredniong warto$¢ poziomu glukozy z ostatnich 8-12 tygodni
przed wykonaniem oznaczenia. Obnizenie warto$ci HbAlc o kazdy 1% zmniej-
sza 0 15% do 30% ryzyko wystapienia poznych powiktan, takich jak choroby

' Ibidem.

12 The History of Diabetes, op. cit.

3 G. Dzida, T. Koblik, Co oznacza dobre wyréwnanie metaboliczne cukrzycy — wiecej pytar:
niz odpowiedzi. Praca poglgdowa, ,,.Via Medica” 2008.
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oczu, tkanki nerwowej czy uktadu sercowo-naczyniowego™. W Polsce zalecenia
dotyczace wyréwnania cukrzycy sa podawane co roku przez Polskie Towarzy-
stwo Diabetologiczne (PTD).

OSOBISTA POMPA INSULINOWA

Obecnie okoto 250 tys. ludzi na catym $wiecie jest leczonych przy uzyciu
pomp insulinowych®®. Pompa insulinowa jest najlepszym urzadzeniem pozwala-
jacym na podawanie egzogennej insuliny w taki sposob, aby jej podaz odpowia-
data fizjologicznemu zapotrzebowaniu organizmu na ten hormon. Leczenie wie-
lokrotnymi wstrzyknigciami insuliny jest znacznie mniej skuteczne w poréwna-
niu z efektami, jakie otrzymuje si¢ w przypadku stosowania pomp insulinowych.
Brak mozliwosci optymalizacji terapii cukrzycy przy zastosowaniu metody wie-
lokrotnych wstrzyknig¢ insuliny na dob¢ wynika zarowno z braku mozliwosci
odzwierciedlenia bazalnego, migdzypositkowego poziomu wydzielania insuliny,
jak 1 z nieoptymalnego, okotopositkowego dawkowania tego hormonu. Jest to
wynikiem duzej zmienno$ci zaleznej od sposobu i miejsca wstrzyknigcia (wazna
jest wielko$¢ dawki, struktura tkanki podskornej, jej cieptota, stosowanie masa-
Zu) oraz wystepowania zmiennego osobniczego zapotrzebowania na insuling (ko-
nieczna jest znajomos¢ nie tylko okotopositkowego stezenia insuliny, ale tez sta-
tego, podstawowego stezenia insuliny). Dodatkowo kinetyka dziatania niektorych
preparatow insulinowych jest zmienna nawet u tego samego pacjentam. W zwigz-
ku z powyzszymi trudno$ciami metoda intensywnej insulinoterapii polegajgca
na wielokrotnych wstrzyknieciach nie zawsze pozwala na optymalne wyréwna-
nie cukrzycy.

Korzysci, jakie daje stosowanie pompy insulinowej, sg nastepujace:

— dziegki cigglemu podawaniu insuliny zostaje lepiej odzwierciedlony jej fiz-
jologiczny poziom;

— pozwala na bardziej precyzyjne dawkowanie insuliny;

— zapewnia lepsze wchlanianie hormonu (zmniejszenie dobowego zapo-
trzebowania 0 10 %"');

4 American Diabetes Association: Standards of Medical Care for Patients with Diabetes Melli-
tus, “Diabetes Care” 2002, 25 (1).

S Terapia z uzyciem pompy insulinowej. [Online]. Protokot dostepu: www.accu-chek.pl/zro-
zumieccukrzyce/terapiainsulinowej.html [10 sierpnia 2011].

16 Krytyczna ocena leczenia cukrzycy pompami osobistymi (CSII) w Polsce i na $wiecie. [On-
line]. Protokot dostepu: http://mmww.medycynametaboliczna.pl/index.php?okno=7&id=60&art_ty-
pe=11 [10 sierpnia 2011].

17). Sieradzki, Cukrzyca — Kompendium, Via Medica, Gdansk 2009.
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— pozwala na prostsze dostosowanie dawkowania insuliny w zaleznosci
od sytuacji (infekcja, intensywny wzrost organizmu w okresie dojrze-
wania, zmiany hormonalne zachodzace w organizmie, zwigkszona ak-
tywno$¢ fizyczna);

— dzigki zastosowaniu odpowiedniego rodzaju bolusa mozliwe jest dosto-
sowanie podazy insuliny w zalezno$ci od tempa wchianiania spozywa-
nego positku;

— redukuje wahania glikemii oraz stabilizuje poziom HbAlc;

— redukuje ilo$¢ uktu¢ (jedno na ok. trzy dni);

— pozwala na wicksza swobode spozywanych positkow, wzrost komfortu
zycia;

— pozwala na dokladniejsza kontrole metaboliczna, zwlaszcza w okresie
ciazy.

Jednakze pompa insulinowa nie jest pozbawiona wad, do ktorych zalicza sig:

— brak tkankowego depozytu insuliny i tym samym mozliwo$¢ wystgpie-
nia hiperglikemii oraz kwasicy ketonowej (np. w sytuacji awarii pompy,
wyczerpania baterii, zablokowania wktucia — obecnie wszystkie te sytu-
acje zabezpieczone sg przez system alarmow pompy);

— wysoka cena;

— zmiany w powlokach w miejscu instalacji wklucia (zapalne, alergiczne).

Warunkiem sprawnego stosowania pompy jest wysoki poziom wyszkolenia
pacjenta oraz mozliwos$¢ kontaktu z oSrodkiem diabetologicznym prowadzgcym
terapi¢. Ten rodzaj leczenia jest zalecany kazdemu choremu na cukrzyce typu 1,
ktory akeeptuje taka forme terapii'®. W 2009 roku Narodowy Fundusz Zdrowia
(NFZ) zaczat finansowa¢ zakupy pomp insulinowych i wktu¢ dla dzieci i mto-
dziezy do 18. roku zycia, a w 2011 roku przedtuzono czas refundacji do 26. roku
zycia. W ten sposob NFZ prawdopodobnie przyczyni si¢ do upowszechnienia
tego rodzaju terapii. Pompy insulinowe sg szczeg6lnie wskazane w przypadku
kobiet w cigzy, kiedy szczegdlnie istotne staje si¢ idealne wyrownanie meta-
boliczne. Z zakupem pomp insulinowych zwigzana jest dziatalnos¢ ,,Wielkiegj
Orkiestry Swiatecznej Pomocy” (WOSP), ktora od lat wspiera t¢ inicjatywe.
Od poci?tku dziatalno$ci nabyta ponad 3000 pomp, w tym ok. 270 dla kobiet
W ciazy .

'8 Supplement 1. ADA Clinical Practice Recommendations 2000, “Diabetes Care” 23 (suppl.).
S Ogélnopolski program leczenia pompami insulinowymi dzieci z cukrzycg. [Onling]. Proto-
kot dostepu: http://www.wosp.org.pl/medycyna/pompy_insulinowe_cukrzyca [10 sierpnia 2011].
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ZASADA DZIALANIA POMPY INSULINOWE]

Pompa poruszana jest przez silnik mechaniczny zasilany baterig. Jest ona
wymienialna lub jednorazowa o dlugim okresie dziatania. Silnik stuzy do wypy-
chania tloka strzykawki umieszczonej wewnatrz pompy — W Strzykawce znajdu-
je si¢ insulina, ktoéra poprzez dren dostaje si¢ do tkanki podskorne;.

U osoby, ktora nie jest chora na cukrzyce, trzustka regularnie uwalnia nie-
wielkie iloci insuliny do organizmu w celu regulowania poziomu glukozy.
Kiedy spozywa si¢ positek, trzustka uwalnia dodatkowg ilo$¢ insuliny, aby ob-
nizy¢ poziom glukozy we krwi. Terapia pompowa najlepiej nasladuje ten fizjo-
logiczny sposob wyrzutu insuliny. Za pomoca pompy insulinowej programuje
si¢ tzw. podstawowy wlew insuliny (baza), ktéry z reguly stanowi 0,5-2,0 jed-
nostek insuliny na godzing. Wigksze zapotrzebowanie obserwuje si¢ przed §wi-
tem oraz wieczorem. Pompa posiada réwniez funkcje¢ czasowej zmiany bazy,
ktorej uzywa si¢ w sytuacji zmiany zapotrzebowania na insuling, gdy nie jest
to zwiazane ze spozywaniem positku, np. przy infekcji, wysitku fizycznym,
przedluzajacej si¢ hiperglikemii. Uzywanie tej funkcji pozwala na lepsze doin-
sulinowanie organizmu, pozwala w tagodny sposob pokonaé hiperglikemig i za-
pobiega powstaniu kwasicy ketonowe;j.

Kazdy positek wymaga podania dodatkowej dawki insuliny, tzw. bolusa.
Pompy insulinowe posiadaja trzy rodzaje bolusow positkowych, czyli trzy rézne
formy podawania insuliny. W przypadku spozywania weglowodanow cato$¢ insu-
liny podawana jest od razu (tzw. bolus normalny). W przypadku spozycia posit-
ku biatkowo-tluszczowego podawanie insuliny roztozone jest w czasie na Kkil-
ka godzin (tzw. bolus square, przedtuzony), co odzwierciedla profil jelitowego
wchtaniania tego rodzaju pokarmu. W przypadku positku ztoZzonego, np. weglo-
wodanowo-biatkowo-thuszczowego, bolus ma charakter dwuetapowy, czgs¢ in-
suliny podawana jest natychmiast, czg§¢ w formie przedtuzonej (tzw. bolus dual,
zlozony) (Rys. 1.).

Rys. 1. Trzy rodzaje boluséw: normalny, przedtuzony i ztozony

3 typy bolusow

Bolus Bolus
© Bolus przedtuzony zfozony
5 normalny
g [
=

Czas

Zrodto: Opracowanie wiasne.
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Niestety, pompa sama nie zadecyduje o ilosci insuliny, jaka nalezy podaé
organizmowi na zjedzony positek. Konieczne jest dziatanie pacjenta; punktem
wyjscia do podjecia decyzji nt. dawki insuliny sg zalecenia diabetologa, ale chory
powinien wprowadzi¢ indywidualng korekte. Istotne jest wigc czgste kontrolo-
wanie poziomu cukru we krwi i okresowe przygotowanie profili glikemii.

Aby ulatwi¢ szacowanie dawki insuliny potrzebnej na positek (bolusa po-
sitkowego) lub insuliny potrzebnej na korektg, stworzono funkcje kalkulatora
bolusa. Pozwala ona okres$li¢ ilo$¢ insuliny aktywnej obecnej w organizmie
na podstawie wczesniejszych ustawien wskaznikow insulinowych. Pacjent jedy-
nie wprowadza aktualng glikemig oraz zawarto$¢ weglowodanowa planowanego
positku, a pompa sama przeliczy potrzebng do podania dawke insuliny. Usta-
wienia tej funkcji, tak jak w poprzednim wypadku, wymagaja od pacjenta aktyw-
nego podejscia do terapii. Niestety, dotychczas opracowana funkcja nie uwzgled-
nia zroznicowanego sktadu positku ani jego indeksu glikemicznego. Stosowanie
tej funkcji utatwia leczenie pacjentom, jest takze bardzo pomocne dla lekarza
prowadzacego. Lekarz dzigki odczytaniu danych z pompy posiada miedzy in-
nymi informacje o wielkos$ci spozytego positku, podanej dawce insuliny i tym
samym moze zaproponowaé odpowiednie kroki terapeutyczne i korekte usta-
wien pompy. Terapia pompowa jest bezpieczniejsza od innych metod leczenia
m.in. z uwagi na mozliwo$¢ ustawienia w niej réznych alarmow, ktore informu-
ja pacjenta o potencjalnym niebezpieczenstwie (alarm pominigcia bolusa zwia-
zanego z positkiem, przypominanie o potrzebie sprawdzenia poziomu glukozy
we krwi, przypomnienie o zmiany miejsca wkiucia itp.). Dzigki tym informa-
cjom pacjent moze odpowiednio zareagowac i unikng¢ np. hipoglikemii.

Pompa insulinowa utatwia leczenie takze sportowcom, stosuje jg m.in. Mi-
chat Jelinski, znany polski wio§larz, 4-krotny mistrz swiata (2005, 2006, 2007,
2009), mistrz olimpijski z 10 w Pekinie. Mimo powaznej choroby, jaka jest
cukrzyca, realizuje on swoje postanowienia i osigga najwyzsze trofea. Dzieli si¢
takze zdobytym doswiadczeniem na temat problemoéw zwigzanych z wysitkiem
fizycznym przy stosowaniu terapii pompowej za posrednictwem internetu®.

ALTERNATYWNE DROGI PODAWANIA INSULINY

Podawanie doustne insuliny nie jest nadal mozliwe z uwagi na procesy
trawienne zachodzace w uktadzie pokarmowym. Jednakze podejmuje si¢ proby
otoczenia insuliny pochodnymi kwasu fumarowego, ktéry stanowi rodzaj kapsu-
ly umozliwiajacej wchtanianie insuliny dopiero w dalszych odcinkach jelita®.
Obecnie na zaawansowanym poziomie prowadzone sg badania wziewnej podazy

2 Diabetycy Opanowali Krakowski Rynek! [Online]. Protokot dostepu: http://www.marsz.moja-
cukrzyca.org/ [19 stycznia 2010].
2L ], Sieradzki, op. cit.
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insuliny. Jej inhalacja jest mozliwa dzigki istnieniu duzej powierzchni pecherzy-
kow ptucnych, ich bardzo dobrego ukrwienia oraz duzej przepuszczalnosci. Naj-
bardziej zaawansowane badania dotycza zarejestrowanego w Unii Europejskiej
preparatu Exubera. Jako proszek umieszcza si¢ go w porgcznym inhalatorze
i rozprasza w formie chmury aerozolowej, a nastgpnie wykonuje si¢ pojedynczy,
gleboki wdech. Wadg tej techniki jest potrzeba podania 10 razy wigkszej dawki
hormonu w poréwnaniu z innymi stosowanymi metodami, aby osiaggna¢ wyrow-
nanie metaboliczne®.

SYSTEM CIAGELEGO MONITOROWANIA GLIKEMII (CGMS)

Skuteczne leczenie cukrzycy nie jest mozliwe bez biezacej oceny glikemii.
Wigkszo$¢ pomiaréow stuzacych ocenie wyrdwnania cukrzycy dokonywana jest
za pomocg glukometrow. Dzigki pomiarom glukometrycznym otrzymujemy
informacje o poziomie glukozy w danym momencie. Jednakze nie posiadamy
informacji, jak glikemia zmieniata si¢ mi¢dzy pomiarami. Dopiero wprowadze-
nie systemu ciggltego monitorowania glikemii (CGMS) pozwolito $ledzi¢ zmia-
ny glikemii 24 godziny na dobe. System dokonuje 288 pomiaréw glikemii w pty-
nie $rodtkankowym tkanki podskomej w dzien i w nocy. System ten daje pacjen-
towi mozliwo$¢ natychmiastowej interwencji, gdyz aktualna glikemia wys$wie-
tlana jest na ekranie urzadzenia. Pacjent wraz z lekarzem mogg przeanalizowac
dane zapisane w pamigci systemu monitorujacego, co daje mozliwo$¢ znalezie-
nia nieuswiadomionych hiper- lub hipoglikemii, pozwala zrozumie¢ zalezno$¢
miedzy codzienng aktywnoécig a poziomem glikemii i moze mie¢ duzy wptyw
na poprawe stylu zycia pacjenta poprzez lepsza samokontr01923. Dzigki syste-
mowi CGMS mozliwe stato si¢ okreslenie tempa zmian poziomu glukozy (tren-
du) oraz przewidywanie kierunku tych zmian, czego nie mozna bylo okresli¢
po jednokrotnym, punktowym pomiarze poziomu cukru.

ZASADA DZIALANIA SYSTEMU CGM

Updike i Hicks w 1967 roku udowodnili, Ze podczas utleniania glukozy
do kwasu glukozowego przez enzym oksydaze glukozowa® moze by¢ induko-
wany sygnat elektryczny. Warstwy membran zawierajace enzym, ktory reaguje
z glukoza, sa umieszczone na elektrodzie (sensorze zlokalizowanym w tkance
podskornej) 1 przenoszg informacje przez chemiczne lub elektryczne mediatory

22 H
Ibidem.
3, Ludvigsson, E. Isacson, Clinical use of glucose sensors in the treatment of diabetes in chil-
dren and adolescents, “Pract. Diab. Int.” 2003, 20 (1).
2453, Updike, G.P. Hicks, The enzyme electrode, “Nature” 1967, 214.
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do nadajnika. Sygnaly te sa proporcjonalne do stezenia glukozy. Najbardziej
krytycznym elementem kontrolnym skutecznej pracy sensora jest jego kalibracja
(ma ona na celu ,,przetworzenie” sygnatu elektrycznego z sensora na wartos¢
glikemii), ktora nalezy wykonaé, gdy poziom glukozy jest ustabilizowany. Kali-
bracje wykonuje si¢ poprzez porownanie wyniku CGMS z pomiarem glikemii
we krwi wlosniczkowe]j pobieranej z opuszek palca. Poprawng prace sensora
utrudniajg jednak zakldcenia pojawiajace si¢ np. po jego zatozeniu, ktore majg
zwigzek ze zmianami poziomu cukru spowodowanymi procesami naprawczymi
i regeneracyjnymi tkanki. Czasami sensor nie pokazuje danych z powodu poja-
wienia si¢ wewnetrznych algorytmow, ktore mowia o tym, ze dane moga byé
niepoprawne lub niebezpieczne do pokazania. CGMS moze oprocz cukrzycy
znalez¢ zastosowanie w przypadku monitorowania metabolizmu najlepszych
sportowcow, zolierzy, pilotow czy astronautow>. W przysztosci ulepszone
zostang algorytmy szacujgce poziom glukozy i potozony zostanie wigkszy na-
cisk na szkolenie pacjentow i klinicystow, aby potrafili lepiej zinterpretowaé
uzyskane dane.

SYSTEMY INFORMATYCZNE | TELEMEDYCYNA

CGMS pozwala przechowywa¢ w pamieci urzadzenia dane z 14 dni, dzigki
czemu mozna je pozniej przenie$¢ do komputera i za pomocag odpowiedniego
oprogramowania przetworzy¢, a w rezultacie uzyskac czytelne raporty i wykre-
sy uwzgledniajace analize statystyczng (Rys. 2.)26. W przysztosci wskazania
CGMS beda mogly by¢ wyswietlane na ekranie nawigacji samochodowej, a in-
formacja o niedocukrzeniu przesylana bedzie do bliskich za pomoca telefonu
komorkowego z lokalizacja GPS.

%5 ). Brauker, Continuous Glucose Sensing: Future Technology Developments, “Diabetes Tech-
nology & Therapeutics” June 2009, 11.
%8 J. Taton, A. Czech, M. Bernas, Diabetologia kliniczna, PZWL, Warszawa 2008.
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Rys. 2. Przyktadowe tabele i wykresy z programu CareLink Professional
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Dane zgromadzone na pompie/monitorze glikemii pozwalaja lekarzowi
na analize dawkowania insuliny 1 korekte wlewu podstawowego. Daja takze
informacje o korzystaniu z bazy tymczasowej, bolusow ztozonych, ilosci spo-
zywanych wymiennikéw i korzystaniu z funkcji kalkulatora bolusa. Zgroma-
dzone dane moga poshuzy¢ do tworzenia baz, a takze moga by¢ dalej obrabiane
naukowo i statystycznie. Dostgpne oprogramowanie umozliwia dokonanie retro-
spektywnej analizy wynikow oraz pozwala na dlugoterminowa optymalizacje
wynikoéw leczenia. Pacjent sam rdwniez ma mozliwo$¢ odczytania wynikow
Z pompy 1 internetowej prezentacji najistotniejszych danych, ktéore mozna wy-
drukowaé lub przesta¢ np. droga elektroniczng lekarzowi prowadzgcemu.
W przysztosci by¢ moze wizyty chorych leczonych pompami beda si¢ odbywaty
za pomocg internetu i wideokonferencji z lekarzem, ktory widzac dane z pompy,
bedzie mogt modyfikowaé aktualng terapie.

NOWINKI TECHNOLOGICZNE

W 2009 roku w USA weszla na rynek najmniejsza i najlzejsza na $wiecie
pompa insulinowa ,,Solo” firmy Mendingo. Pompa jest zintegrowana z drenem,
co pozwolito na wyeliminowanie wklucia. Steruje si¢ nig za pomoca urzadzenia
wielkosci telefonu komorkowego®’. W 2010 roku firma Medtronic wprowadzita

" Nowa mikropompa insulinowa Solo. [Online]. Protokét dostepu: http://www.pompiarze.pl/
pompy-insulinowe/nowa-mikro-pompa-insulinowa-solo/ [10 sierpnia 2011].
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na polski rynek nowa pompe ,,Paradigm VEO”. Jest to potaczenie terapii za po-
moca pompy insulinowej i statego monitorowania poziomu glukozy (CGM).
Posiada ona funkcje, dzigki ktorej mozliwe jest automatyczne wstrzymanie do-
ptywu insuliny (hipoblokada). Funkcja ta zwigksza ochrone przed potencjalnymi
epizodami cig¢zkiego niedocukrzenia, szczegolnie podczas snu lub w sytuacji,
kiedy pacjent nie ma mozliwosci reakcji. Jesli czujnik Systemu ,,Paradigm VEO”
wykaze u pacjenta obnizenie poziomu glukozy ponizej Wyznaczonego progu,
pompa wysyta alarm. Jesli pacjent nie podejmie zadnego dziatania, urzadzenie
automatycznie wstrzymuje doplyw insuliny nawet do dwdch godzin. Po dwdch
godzinach podaz insuliny zostanie wznowiona®, Wprowadzono rowniez do pom-
py system alarméw ostrzegawczych, np. ze za 5, 10, 15, 25 minut wskazywane
stezenie glukozy przekroczy zaprogramowany prog lub tez alarm tempa zmian
stezenia glukozy, informujacy, ze poziom glikemii gwaltownie si¢ zmienia — spa-
da lub roénie. Powyzsze alarmy stanowia system chronigcy pacjenta przed nie-
bezpieczenstwem hipo- lub hiperglikemii®®. System zostal nagrodzony przez Pol-
skie Stowarzyszenie Diabetykow nagrodg ,,Krysztatlowego Kolibra” w kategorii
Urzadzenie Roku™.

PODSUMOWANIE

Odkad insulina po raz pierwszy ocalita zycie matego chlopca Leonarda
Thomsona, co mialo miejsce 90 lat temu, medyczne ,,nowinki” ulatwiaja zycie
chorym na cukrzyce. Wydaje sig, iz porownywalnym krokiem milowym w le-
czeniu cukrzycy byloby stworzenie pompy insulinowej w pelni automatycznie
podajacej insuline, zwalniajacej pacjenta z koniecznos$ci statlego pamigtania
0 chorobie. Wiele zostato jeszcze do zrobienia, aby osiggnac ten cel, dlatego
rozwoj inzynierii biomedycznej w kierunku tworzenia nowych rozwigzan po-
dazy insuliny egzogennej wydaje si¢ niezbgdny, aby poprawi¢ jako$¢ leczenia,
a w rezultacie komfort Zycia chorych na cukrzyce typu 1.

% D.B. Keenan, R. Cartaya, J.J. Mastrototaro, The pathway to the closed-loop artificial pan-
creas: research and commercial perspectives, ‘“Pediatr. Endocrinol. Rev.” 2010, Aug. 7, Suppl. 3.

2 System Cigglego Monitorowania Glikemii — Guardian®. [Online]. Protokot dostepu: http://
www.pompy-medtronic.pl/informacje-o-produktac/system-ciaglego-monitorowania-glikemii-
-guardian/index.html [09 sierpnia 2011].

% Swiatowy Dzieri Cukrzycy. [Online]. Protokét dostepu: http://www.pompy-medtronic.pl/
dla-was/swiatowy-dzien-cukrzycy.html [10 sierpnia 2011].
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ABSTRACT

Diabetes is a group of metabolic diseases characterised by impaired insulin secretion or action
affecting about 200 million people around the world. Type 1 diabetes, recognised in appro-
ximately 10% of all cases of diabetes, is an auto-immune disease leading to complete destruc-
tion of pancreatic beta cells producing insulin. Therefore, insulin must be delivered from
outside. The article discusses the progress that has been made on the technology of insulin
delivery in recent years, as well as on measuring the glucose level and the glucose level soft-
ware which is helping the diabetologist to take the right therapeutic decision.
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CHARAKTERYSTYKA BADAN AEROMYKOLOGICZNYCH
I WSTEPNY OPIS BADAN PROWADZONYCH
W WORCESTER W WIELKIEJ BRYTANII
W RAMACH WSPOLPRACY WIELOOSRODKOWEJ

WPROWADZENIE

W dzisiejszych czasach wiele uwagi poswigca si¢ jakosci powietrza, kto-
rym oddychamy na co dzien. Wigkszo$¢ raportow dotyczacych stanu srodowis-
ka naturalnego ograniczona jest jednak do wykazania skazenia chemicznego,
w ramach ktorego mierzony jest poziom m.in. tlenkéw wegla, siarki, azotu. Row-
nie niebezpieczne dla naszego zdrowia jest zanieczyszczenie biologiczne, ktére
wywotuje migedzy innymi choroby uktadu oddechowego. Za gtéwnych spraw-
cOw astmy, alergicznego zapalenia btony Sluzowej nosa i nadwrazliwosci phuc
uznaje si¢ alergenne ziarna pylku oraz alergenne zarodniki grzybow. Naukg
zajmujaca si¢ biologicznymi czastkami materii wystepujacymi w powietrzu jest
aerobiologia (niekiedy dzielona na aeropalinologie oraz aeromikologic)’. Przed-
miotem badan aerobiologii jest nie tylko okreslenie zrodta pochodzenia po-
szczegolnych czastek materii, ale rdéwniez wszystkich procesdéw, ktorym podle-
gaja, czyli uwalnianie do atmosfery, dyspersja i sedymentacja’.

! University of Worcester, National Pollen and Aerobiology Research Unit; Medical Universi-
ty of Vienna, Department of Oto-Rhino-Laryngology.

2'3.N. Agashe, E. Caulton, Pollen and spores. Applications with special emphasis on aerobio-
logy and allergy, Enfield 2009, s. 168.

3J. Lacey, Whither Aerobiology?, [w] Recent trends in aerobiology, allergy and immunology,
ed. S.N. Agashe, Oxford 1994, s. 31-42.
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Zarodniki grzybow sa produkowane w wyniku rozmnazania plciowego
i/lub bezplciowego celem kolonizacji $rodowiska’. Ponad 80 rodzajow zarodni-
kéw grzybow wsywohlje choroby uktadu oddechowego, m.in. alergiczny niezyt
nosa czy astme¢”, ktore nie tylko znaczaco obnizajg jako$¢ zycia, ale rowniez
skutkuja stratami ekonomicznymi (zmniejszona wydajno$¢ pracy uczulonych
pracownikéw, wydluzony okres chorobowy)®. Oszacowano, ze od 20 do 30%
0sOb cierpigcych na astme¢ oraz az do 6% calej populacji ludzkiej wykazuje
wrazliwo$¢ na alergeny grzybow’. Prognozowanie koncentracji zarodnikow
grzybéw w powietrzu odgrywa kluczowa role przy ustaleniu okresu leczenia
profilaktycznego oraz utrzymaniu zastosowanego leczenia. Dzigki prognozo-
waniu stezen alergenow mozliwe jest rOwniez planowanie zaje¢ w taki sposob,
aby unikna¢ bezposredniej ekspozycji na podwyzszone stezenia zarodnikow
grzybow w powietrzu.

MONITORING AEROMIKOLOGICZNY

W poczatkowych etapach rozwoju aerobiologii stosowano metode ho-
dowli na réznych podtozach, aby dowiedzie¢ sie, jakiego rodzaju grzyby wy-
stepujg w powietrzu oraz w jakich stezeniach. Metoda ta posiadata wiele wad,
wylacznie zywe zarodniki grzybow zdolne sg wykietkowac na pozywce, chociaz
martwe zarodniki rowniez posiadaja szkodliwe alergeny, tym samym otrzymane
wyniki sg znacznie zanizone. Niektore grzyby rosng szybciej, inne wolniej
i przez to ich obecno$¢ moze zostaé zamaskowana. Kolejnymi wadami sa:
selektywno$¢ danej pozywki, niemozliwos¢ okreslenia koncentracji zarodnikow
grzybow w 1 m’ powietrza, faworyzacja ciezszych zarodnikow grzybow, ktore
znacznie szybciej sedymentujg .

Obecnie powszechnie wykorzystuje si¢ urzadzenie pomiarowe skonstru-
owane przez Hirsta w 1952 r. (Rys. 1)°. Pulapka, ktora mozna umiesci¢ na $rodku
pola uprawnego lub na dachu budynku, dziata w taki sposéb, ze czastki materii
sg zasysane wraz z powietrzem z predkoscig 10 1 na minute i osadzajg si¢ na ta-
$mie pokrytej lepka substancjg (najczesciej silikonem lub mieszaning wazeliny
z woskiem). Tasma przymocowana jest do bebna, ktory porusza si¢ z predkoscia

* B. Simon-Nobbe, U. Denk et al., The spectrum of fungal allergy, “International Archives
of Allergy and Immunobiology” 2008, nr 145, s. 58-86.

® W.E. Horner, A. Helbling et al., Fungal allergens, “Clinical Microbiology Reviews” 1995,
nr8,s.161-179.

6 J. Bousquet, P. van Cauwenberge et al., Allergic rhinitis and its impact on asthma, “Journal
of Allergy and Clinical Immunology” 2001, nr 108, s. S147-S334.

"V.P. Kurup, H.-D. Shen et al., Respiratory fungal allergy, “Microbes and Infection™ 2000, nr 2,
s. 1101-1110.

8 p.H. Gregory, The microbiology of the atmosphere, London 1961, s. 92.

® J.M. Hirst, An automatic volumetric spore trap, “Annals of Applied Biology” 1952, nr 39,
s. 257-265.
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2 mm na godzine i podlega wymianie raz w tygodniu o tej samej porze. Tasme
nalezy nastepnie pocia¢ na odcinki odpowiadajace 24-godzinnym okresom oraz
wybarwi¢ na szkietku mikroskopowym®™.

Rys. 1. Putapka Hirsta
(Fot. M. Sadys)

Kolejnym etapem jest liczenie poszczegdlnych zarodnikow grzybow przy
uzyciu mikroskopu $§wietlnego; najczesciej stosowanym powickszeniem jest
10x40. Zarodniki moga by¢ liczone wzdtluz jednego poziomego centralnego
pasa, wzdhuz 12 paséw pionowych lub z okreslonej liczby pol wybranych loso-
wo. Pierwsza metoda pozwala na uzyskanie wynikow godzinnych i dobowych,
druga dwugodzinnych i dobowych, natomiast trzecia wylacznie dobowych.
Otrzymang liczbg zarodnikéw grzybow nalezy przemnozy¢ przez czynnik ko-
rekcyjny (ktory zalezy od rodzaju stosowanego powigkszenia, szerokos$ci pola
widzenia pod danym powigkszeniem oraz powierzchni badanego preparatu mi-
kroskopowego); stezenie zarodnikoéw grzybow wyraza si¢ jako liczbe zarodni-
kow grzybow w 1 m® powietrza.

Identyfikacja niektorych taksonéw bywa czasem klopotliwa, poniewaz
réznice pomigdzy poszczegdlnymi rodzajami sa niezbyt wyrazne, np. pomiedzy
Alternaria spp. a Drechslera spp. czy Alternaria spp. a Ulocladium spp., totez nie-
zbedne jest doswiadczenie oraz precyzja przy identyfikowaniu poszczegdlnych
rodzajow grzybow.

10°E. Caulton, M. Lacey et al., Airborne Pollens and Spores: A guide to Trapping and Coun-
ting, Harpenden 1995, s. 1-60.
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FORMY PROGNOZOWANIA STEZENIA ZARODNIKOW GRZYBOW

Kalendarz zarodnikowy jest najprostsza forma prognozy i przedstawia ste-
zenie alergennych zarodnikoéw grzybow w powietrzu w poszczegolnych miesia-
cach. Moze zosta¢ skonstruowany juz po uptywie jednego roku badan. Zebranie
danych przez dhuzszy okres czasu, np. przez 10, 20 lat, umozliwia wyliczenie
srednich stezen koncentracji zarodnikow grzybow w powietrzu, a tym samym
uniknigcie blednych wnioskoéw, jesli dany rok byt wyjatkowo ciepty badz mo-
kry. Kalendarz moze by¢ wykorzystany wylgcznie na potrzeby lokalne. Monito-
ring aeromikologiczny oraz konstrukcje kalendarza zarodnikowego zaleca si¢
szczegblnie w przypadku obszaréw gesto zaludnionych.

Bardziej zaawansowang formg prognozy sa modele matematyczne, ktore
obliguja badacza do prowadzenia obserwacji przez kilka lat. Do analizy danych
stosuje si¢ réznorodne metody statystyczne, jak np. analize szeregow czasowych
czy sztuczne drzewa neuronowe. Umozliwiajg one nie tylko wykrycie zalezno-
$ci pomiedzy stezeniem zarodnikow grzybow w powietrzu a czynnikami meteo-
rologicznymi, ale réwniez po dodaniu samych warto$ci parametrow meteorolo-
gicznych do modelu pozwalajg prognozowac stezenia alergenow dla kilku naj-
blizszych dni.

CHARAKTERYSTYKA BADAN PROWADZONYCH W WORCESTER

Kalendarze zarodnikowe wizualnie przedstawiajg sezonowe wariacje ste-
zen zarodnikéw grzybéw w powietrzu oraz sa uznawane za najprostsza forme
prognozy. Dotychczas w Wielkiej Brytanii opracowano kalendarze zarodnikowe
dla Cardiff', Derby™ oraz Worcester'®, a w Polsce dla Krakowa i Rzeszowa™.
Kalendarz dla Worcester zostat przygotowany na podstawie danych zebranych
w 2005 roku i wymaga dalszego opracowania. Projekt badawczy zatytutowany
Rozwéj modeli prognostycznych do przewidywania stezen alergennych zarodni-
kéw grzybow (Alternaria spp., Cladosporium spp., Ganoderma spp. i Didymella
spp.) dla Worcester w Wielkiej Brytanii zostat oficjalnie rozpoczety we wrzesniu

11 M. Richards, Seasonal periodicity in atmospheric mould spore concentrations, “Acta Allergo-
logica” 1954, nr 7, s. 357-366; H.A. Hyde, Atmospheric pollen and spores in relation to allergy,
“Clinical Allergy” 1972, nr 2, s. 153-179.

12 Spore calendar. [Online]. Protokot dostepu: http://www.maara.org/index.php?page=spores
_calendar, Derby [2 marca 2011]

13|, Bustos Delgado, B. Adams-Groom et al., A fungal spore calendar Worcester, West Mid-
lands, UK, [w:] 8" International Congress on Aerobiology, Neuchatel 2006, s. 210.

YD, Stepalska, Koncentracje zarodnikéw wybranych taksonéw grzybéw w powietrzu na tle
elementéw pogodowych w Krakowie w latach 1997-1999, Praca doktorska, Archiwum Insty-
tutu Botaniki UJ, Krakow 2004, s. 1-145.

15 1. Kasprzyk, B. Rzepowska et al., Fungal spores in the atmosphere of Rzeszéw (South-East
Poland), “Annals of Agricultural and Environmental Medicine” 2004, nr 11, s. 285-289.
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2010 r. na Uniwersytecie w Worcester i caly czas trwa analiza preparatow mi-
kroskopowych. Informacja dotyczaca fluktuacji stezen dobowych wspomnia-
nych powyzej alergennych zarodnikow grzybow odgrywa kluczowa rolg w przy-
padku oséb cierpigcych na astme, ktore pragng unikna¢ ekspozycji w $cisle okre-
slonych godzinach.

Alternaria spp. (Rys. 2.) i Cladosporium spp. (Rys. 3.) sg uznawane za naj-
bardziej alergenne rodzaje grzyboéw ), ktore lacznie moga stanowi¢ az do 93%
calkowitej liczby zarodnikéw grzyboéw w powietrzu'’. Zarodniki Ganoderma
spp. (Rys. 4.) oraz Didymella spp. (Rys. 5.) sg rOwnie czesto monitorowane w nie-
ktérych miejscach z powodu wysokiej koncentracji w powietrzu oraz szkodli-
wych whasciwosci'®. Wybrane grzyby wymagaja odmiennych warunkéw pogo-
dowych, podczas ktérych uwalniane sg zarodniki, stad tez mogg one zostaé za-
klasyfikowane jako ,,suche” (Alternaria spp. i Cladosporium spp.) oraz ,,mo-
kre” (Ganoderma spp. i Didymella spp.). Pojecia ,,suche zarodniki” oraz ,,mokre
zarodniki” sg umowne, chociaz powszechnie stosowane.

Rys. 2. Alergenne zarodniki grzybow Alternaria spp. (powigkszenie 400x)
(Fot. M. Sadys)

16 3. Lacey, Fungi and Actinomycetes as Allergens, [w:] Allergy and Allergic Diseases, ed.
A.B. Kay, Oxford 1997, s. 858-886.

Y7E. Ataygul, S. Celenk et al., Allergenic fungal spore concentrations in the atmosphere of Bur-
sa, Turkey, “Journal of Biological & Environmental Sciences” 2007, nr 1 (2), s. 73-79.
18'5.M. Tarlo, B. Bell et al., Human sensitization to Ganoderma antigen, “Journal of Allergy
and Clinical Immunology” 1979, nr 64, s. 43-49; J.M. Corden and W.M. Millington, Didy-
mella ascospores in Derby, “Grana” 1994, nr 33, s. 104-107.
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Rys. 3. Alergenne zarodniki grzybow Cladosporium spp. (powigkszenie 400x)
(Fot. M. Sadys)

Rys. 4. Alergenne zarodniki grzybow Ganoderma spp. (powigkszenie 400x)
(Fot. M. Sadys)
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Rys. 5. Alergenne zarodniki grzybow Didymella spp. (powigkszenie 400x)
(Fot. M. Sadys)

Informacja dotyczaca fluktuacji stezen dobowych wspomnianych powyzej
alergennych zarodnikow grzybow pozwala zrozumiec¢, jakie czynniki maja wpltyw
na liczbg zarodnikow grzybow w powietrzu, i tym samym wesprze¢ konstrukcje
modeli prognostycznych. Jak dotad tylko jedno badanie o takim charakterze
zostato przeprowadzone w Wielkiej Brytanii, chociaz bylo ono ograniczone wy-
tacznie do Alternaria spp. i szczegotowa analiza warto$ci dobowych czynnikéw
meteorologicznych nie zostata uwzgledniona'®. Stad tez niezwykle istotne jest
poszerzenie badan o inne rodzaje alergennych zarodnikoéw grzybow, jak rowniez
o szczegodlowa analiz¢ czynnikéw meteorologicznych, ktore wywieraja wpltyw
na wysoko$¢ stezen zarodnikow grzybow.

Pewna liczba matematycznych modeli prognostycznych zostata skonstru-
owana dla alergennych zarodnikéw grzybodw na $wiecie; cztery modele stwo-
rzono dla Alternaria spp.?, trzy modele dla Cladosporium spp., jeden dla Ga-

19 Eaedem, The long-term trends and seasonal variation of the aeroallergen Alternaria in Der-
by, UK, “Aerobiologia” 2001, nr 17, s. 127-136.

2 A, Damialis and D. Gioulekas, Airborne allergenic fungal spores and meteorological fac-
tors in Greece: forecasting possibilities, “Grana” 2006, nr 45, s. 122-129; A. Grinn-Gofron,
A. Strzelczak, Artificial neural network models of relationships between Alternaria spores
and meteorological factors in Szczecin (Poland), “International Journal of Biometeorology”
2008a, nr 52, s. 859-868; C. de Linares, J. Belmonte et al., Dispersal patterns of Alternaria
conidia in Spain, “Agricultural and Forest Meteorology” 2004, nr 150, s. 1491-1500; O. Escu-
redo, M.C. Seijo et al., Effects of meteorological factors on the levels of Alternaria spores on
a potato crop, “International Journal of Biometeorology” 2011, nr 55, s. 243-252.
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noderma spp.?, a dla Didymella spp. jak dotad nie sporzadzono zadnego mode-
lu. Wigkszoé¢ badan nad stezeniem zarodnikoéw grzybow zawezona jest do ana-
lizy danych z jednego punktu pomiarowego, rzadziej oparte sg one na porowna-
niu stgzen zarodnikéw grzyboéw z kilku miejsc pomiarowych, lecz usytuowa-
nych w obrebie tego samego regionu®. Do dnia dzisiejszego mialy miejsce tylko
dwa badania, w ktorych poréwnano koncentracje zarodnikéw Alternaria spp.
i Didymella spp. na szczeblu miedzynarodowym®. Zgodnie z wiedza autorow
przeprowadzone zostato tylko jedno badanie, gdzie stezenie zarodnikow grzy-
bow zestawiono ze stezeniem alergenow grzybow w powietrzuzs. Jednakze ste-
zenie zarodnikow grzybow zmierzono za pomocg metody hodowli na podtozach,
ktora nie wykazuje wlasciwego poziomu zanieczyszczenia powietrza, poniewaz
nie wszystkie rodzaje grzybow sg zdolne rozwing¢ si¢ na wybranych pozyw-
kach. Ponadto nie tylko zywe zarodniki zawierajg szkodliwe dla ludzi alergeny.

CELE PRACY

Glownym celem pracy jest rozwoj modeli prognostycznych do przewidy-
wania stezen alergennych zarodnikow grzybow (Alternaria spp., Cladosporium
spp., Ganoderma spp. i Didymella spp.) dla Worcester w Wielkiej Brytanii,
ktory jest mozliwy do osiagniecia dzigki danym o stezeniach alergennych za-
rodnikow grzybow pochodzacym z kilku miejsc pomiarowych w Anglii i Polsce
oraz dzigki realizacji nastepujgcych pomniejszych celow:

2L A, Damialis and D. Gioulekas, op. cit., s. 122-129; E. Stephen, A.E. Raftery et al., Fore-
casting spore concentrations: a time series approach, “International Journal of Biometeorol-
ogy” 1990, nr 34, s. 87-89; A. Grinn-Gofron, A. Strzelczak, Artificial neural network models
of relationships between Cladosporium spores and meteorological factors in Szczecin (Po-
land), “Grana” 2008b, nr 47, s. 305-315.

22 Eaedem, The effects of meteorological factors on the occurrence of Ganoderma sp. spores
in the air, “International Journal of Biometeorology” 2011, nr 55, s. 235-241.

2 T, Mitakakis, E.K. Ong et al., Incidence of Cladosporium, Alternaria and total fungal spo-
res in the atmosphere of Melbourne (Australia) over three years, “Aerobiologia” 1997, nr 13,
s. 83-90; F. Infante, F. Alba et al., A comparative study of the incidence of Alternaria conidia
in the atmosphere of five Spanish cities, “Polen” 1999, nr 10, s. 5-13.

24 J M. Corden, D. Stepalska et al., Seasonal variation in Alternaria spore concentrations
in three European cities, Derby, UK, Cracow and Poznan in Poland (1995-2002), [w:] 3 Sym-
posium on Aerobiology, Worcester 2003, s. 19; .M. Corden and D. Stepalska, Alternaria and
Didymella spore concentrations in Derby UK and Cracow Poland — can these fungal spores
concentration have a role in thunderstorm asthma, [w:] 8" International Congress on Aerobio-
logy, Neuchatel 2006, s. 102.

% B, Fliickiger, T. Koller et al., Comparison of airborne spore concentrations and fungal aller-
gen content, “Aerobiologia” 2000, nr 16, s. 393-396.
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1. analiza dobowych, dziennych oraz sezonowych wariacji stezen alergen-
nych zarodnikow grzybow w odniesieniu do czynnikow meteorologicz-
nych; uzyskane informacje stanowi¢ bedg podstawe konstrukcji modeli
prognostycznych;

2. aktualizacja kalendarza zarodnikowego dla Worcester, ktory zostat za-
poczatkowany w 2005 r.%;

3. porownanie wynikoéw stezen alergennych zarodnikow grzyboéw oraz czyn-
nikéw meteorologicznych otrzymanych z Krakowa, Poznania i Szczeci-
na celem przeprowadzenia analizy wariacji przestrzennych w koncen-
tracji zarodnikow grzybow;

4. konstrukcja modeli prognostycznych z wyprzedzeniem do pigciu dni
dla kazdego z analizowanych takson6éw (Alternaria spp., Cladosporium
spp., Ganoderma spp. i Didymella spp.). Jesli podobienstwa w dystry-
bucji stezen zarodnikow grzyboéw zostang odnalezione, podjeta bedzie
proba konstrukcji modeli dla grup taksonow (tj. ,,suchych” oraz ,,mo-
krych” zarodnikow grzybow);

5. analiza zwigzku zaleznosci pomig¢dzy stezeniem zarodnikow Alternaria
spp. oraz Cladosporium spp. w powietrzu a stezeniem alergenow grzy-
bowych w powietrzu celem ustalenia, czy koncentracja alergenéw od-
powiada liczbie zarodnikéw w powietrzu.

CHARAKTERYSTYKA STOSOWANYCH METOD BADAWCZYCH

Uniwersytet w Worcester byt jednym z miejsc monitoringowych w ramach
europejskiego projektu badawczego HIALINE, ktoérego glownym zadaniem byl po-
miar trzech najwazniejszych alergenéw roslinnych (Bet v 1, Phl p 5 oraz Ole e 1).
Filtry zawierajace alergeny zostaly zebrane w latach 2009-2011 (od marca do sierp-
nia). Metodyka badan zobowigzywata uczestnikéw projektu do przechowywa-
nia kilku kopii zapasowych kazdej probki. Instytut jest w posiadaniu przeciwciat
dla dwoch taksonow: Alternaria spp. oraz Cladosporium spp., stad istnieje moz-
liwos¢ poddania zapasowych probek dodatkowej analizie. ,,Kanapkowy” typ ELI-
SA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) zostanie zastosowany zgodnie z zale-
ceniami ustalonymi dla projektu HIALINE, chociaz metoda wymaga¢ bedzie od-
powiedniej walidacji.

Monitoring alergennych zarodnikéw grzybdéw prowadzony jest jednocze-
snie w Worcester (od 2005 r.), Krakowie (od 1991 r.), Poznaniu (od 2000 r.)
oraz Szczecinie (od 2004 r.) przy uzyciu putapki Hirsta przymocowanej do da-
chu budynkow uniwersyteckich. Wszystkie osrodki naukowe prowadzg réwno-
cze$nie pomiar czynnikow meteorologicznych. Preparaty mikroskopowe ze wszyst-
kich miejsc pomiarowych sa juz zebrane i stezenia zarodnikow grzybow sa zna-

% |, Bustos Delgado, B. Adams-Groom et al., op. cit., s. 210.
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ne, z wyjatkiem Worcester, gdzie dostepne sa wytacznie dane z 2005 r. Pozosta-
te preparaty mikroskopowe z lat 2006-2010 wymagaja przeliczenia przy uzyciu
mikroskopu §wietlnego. Na potrzeby niniejszych badan stosuje si¢ powigkszenie
10x40. Zarodniki 21 rodzajow %rzybéw liczy si¢ wzdluz jednego centralnego
pasa, osobno dla kazdej godziny”’. Zaleznosci pomiedzy stezeniem zarodnikow
grzybow a czynnikami meteorologicznymi zostang przeanalizowane za pomoca
takich technik, jak korelacje czy analizy sktadowych gtéwnych. Wyniki stano-
wi¢ beda podstawe teoretyczna, na bazie ktorej zostana opracowane modele
prognostyczne. Modele prognostyczne zostang skonstruowane przy uzyciu r6z-
norodnych metod: analizy regresyjne®, analizy szeregéw czasowych (np. mo-
del autoregresyjny ze $rednia kroczaca oraz model autoregresyjny scatkowany
ze $rednia ruchoma kroczaca)®, techniki inteligencji obliczeniowej, jak na przy-
ktad sztuczne sieci neuronowe™ . Zastang réwniez przetestowane inne metody,
ktore czasami sa wykorzystywane w rolnictwie, tj. modele sporulacji*', model
dni korzystnych (P-Days), model kumulacyjny niekorzystnych dni (DD), model
wilgotno$ci wzglednej wraz z przerwanymi okresami opadow (IWP)3 . Otrzy-
mane wyniki zostang poddane ocenie, tzn. modele, ktore wykaza si¢ najwyzsza
sprawdzalnoscia, zostang wykorzystane do prognozowania stezen alergennych
zarodnikdéw grzybow w przysztosci przez National Pollen and Aerobiology Re-
search Unit w Worcester.

PODSUMOWANIE

Jak dotad zaden model matematyczny nie zostat sporzadzony do progno-
zowania stezen alergennych zarodnikow Alternaria spp., Cladosporium spp.,
Ganoderma spp. i Didymella spp. w Wielkiej Brytanii. Niniejszy projekt podej-
muje prob¢ rozwinigcia tego typu modeli celem uzupehienia luki w badaniach

21 D. Stepalska, J. Wotek, The estimation of fungal spore concentrations using two counting
methods, “Acta Agrobotanica” 2009, nr 62, s. 117-123.

8 M. Hjelmroos, Relationship between airborne fungal spore presence and weather variables,
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2 0. Escuredo, M.C. Seijo et al., op. cit., s. 243-252; E. Stephen, A.E. Raftery, op. cit., s. 122-
-129; F.J. Rodriguez-Rajo, V. Jato et al., The use of aerobiological methods for forecasting
Botrytis spore concentrations in a vineyard, “Grana” 2010, nr 49, s. 56-65.

% A Grinn-Gofron, A. Strzelezak, Hourly predictive artificial neural network and multivariate
regression tree models of Alternaria and Cladosporium spore concentrations in Szczecin,
“International Journal of Biometeorology” 2009, nr 53, s. 555-562.

3L T, Gilles, K. Phelps et al., Development of MILIONCAST, an improved model for predic-
ting downy mildew sporulation on onions, “Plant disease” 2004, nr 88, s. 695-702; J.P. Clark-
son, R. Kennedy et al., The effect of temperature and water potential on the production of co-
nidia by sclerotia of Botrytis squamosal, “Plant Pathology” 2000, nr 49, s. 119-128.

% 1. Iglesias, F.J. Rodriguez-Rajo et al., Evaluation of the different Alternaria prediction
models on a potato crop in A Limia (NW of Spain), “Aerobiologia” 2007, nr 23, s. 27-34.
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aeromikologicznych. Dzigki uprzejmosci cztonkow Polskiej Sekeji Aerobiolo-
gicznej European Aeroallergen Network podpisano umowy pomiedzy osrod-
kiem w Worcester a Uniwersytetem Jagiellonskim, Uniwersytetem im. A. Mic-
kiewicza oraz Uniwersytetem Szczecinskim. Nawigzana wspolpraca umozliwia
réwniez opracowanie migdzynarodowych modeli prognostycznych dla wspo-
mnianych taksonéw grzybow, dzigki czemu powinny one cechowac si¢ wyzsza
stabilnoscig ze wzgledu na zwigkszong liczbg rekordéw oraz roéznice klimatycz-
no-geograficzne stacji monitoringowych, co by¢ moze pozwoli na ich zastoso-
wanie w obu krajach. Projekt przewiduje dodatkowo poréwnanie stezen zarod-
nikéw grzyboéw w powietrzu zmierzonych za pomocg metody wolumetrycznej
z alergenami pochodzacymi z tychze zarodnikow, co jak dotad nie zostato jesz-
cze zbadane w Wielkiej Brytanii.

Wspomniane cele decydujg o nowatorskim charakterze projektu i wedle za-
mierzenia majg poszerzy¢ wiedze z dziedziny aeromikologii, co bedzie stanowi¢
istotny wktad w monitoring europejski.

ABSTRACT

The aim of this article is to inform about aerobiological research which has been commenced
in co-operation between the University of Worcester, Jagiellonian University, Adam Mickie-
wicz University and the University of Szczecin. Occurrence of four allergenic fungal spores
in the air will be studied, i.e. Alternaria spp., Cladosporium spp., Ganoderma spp. and Didy-
mella spp. in relation to meteorological factors. Diurnal, daily and spatial variations of the fun-
gal spore concentration will be compared between spore monitoring sites to produce forecast
models for selected fungi. Forecasts play an important role in the timing of prophylactic
medication and in maintaining compliance in treatments. They also help allergic people
to plan their activities in order to avoid exposure to high atmospheric concentrations of fungal
spores.
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INZYNIERIA TKANKOWA —
NOWE NARZEDZIE W REKONSTRUKCJI TKANEK

WSTEP

Inzynieria tkankowa (ang. Tissue Engineering, TE) jest dyscypling nauko-
wa, ktéra proponuje nowe, alternatywne rozwigzania, zmieniajace sposob podej-
$cia do leczenia przy pomocy przeszczepow oraz uzupetnien ubytkow narzadow
lub tkanek.

Poczatki inzynierii tkankowej przypadaja na lata osiemdziesigte XX wieku.
W 1993 chemik J. Langer oraz chirurg J.P. Vacanti zwrécili uwage catego na-
ukowego §wiata na potencjal oraz ogromne mozliwosci tej mtodej dziedziny [3].
Za gtowny cel inzynierii tkankowej uwaza si¢ otrzymanie materiatu biologicz-
nego, dzigki ktoremu mozliwe bytoby zastgpienie, przywrdcenie lub podtrzyma-
nie podstawowych funkcji uszkodzonych tkanek badz calych narzadow. Mate-
rial ten powinien posiada¢ strukture biochemiczng w pemni przypominajaca
tkanke naturalna, z jej niezwyktymi wlasciwosciami mechanicznymi [2, 13].

INZYNIERIA TKANKOWA — PODSTAWOWE ZAGADNIENIA

Zaktada sig, iz do prawidlowego, wydajnego przebiegu procesu regeneracji
tkanki koniecznych jest kilka zaleznych wzajemnie od siebie elementow. Zali-
czamy do nich przede wszystkim rusztowanie (no$nik, podtoze), komorki ho-
dowane w $rodowisku in vitro (poza organizmem), ktore integruja si¢ z ruszto-
waniem, oraz réznego rodzaju czynniki wzrostu, hormony i witaminy wystepu-
jace w specjalnie do tego przeznaczonych, dostepnych komercyjnie pozywkach
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hodowlanych. Wykorzystanie przestrzennych struktur do hodowli komorek
utatwia uzyskanie tkanki o pozadanym ksztalcie oraz wielkosci, ale takze decy-
duje o prawidtowym funkcjonowaniu komérek [2, 3, 4, 5, 6].

FAZY INZYNIERII TKANKOWEJ

Proces rekonstrukcji uszkodzonych tkanek (narzadow) sktada sie z okres-
lonej sekwencji zdarzen i przebiega etapowo. Poczatkowo z organizmu pacjenta
badz innego dawcy pobiera si¢ fragment tkanki (biopsja). Pozyskany w ten spo-
s6b materiat poddaje si¢ obrobee polegajacej na uwolnieniu komorek z natural-
nej macierzy otaczajacej je w organizmie.

Nastepnie uzyskane komorki wysiewa Si¢ na rusztowaniach komorko-
wych (in vitro) symulujacych natywng macierz tacznotkankowa, dodajac przy tym
czynniki wzrostu, ktérych gtéwnym zadaniem jest przyspieszenie procesu proli-
feracji.

Rys. 1. Przebieg fazy inzynierii tkankowej [23]

Nastepnie tak przygotowany no$nik (wraz z wysianymi na nim komorka-
mi) umieszczany jest w jalowej komorze bioreaktora, gdzie zachodzi proces
namnazania komorek.
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KOMORKI WYKORZYSTYWANE W INZYNIERI TKANKOWE]J

W inzynierii tkankowej podstawg sg komorki. Moga one pochodzi z r6zno-
rodnych zrodet:

1. ksenogeniczne, pochodzace od obcego gatunku;

2. allogeniczne, przeszczep nastepuje w obrebie tego samego gatunku;

3. syngeniczne, jednorodne, pochodzace od osobnikow identycznych ge-
netycznie;

4. autologiczne, przeszczep w obrebie tego samego ustroju [16].

Strategie stosowane w inzynierii tkankowej wykorzystujg rusztowania ko-
morkowe gtéwnie do namnazania pojedynczych komorek oraz scalania ich w tkan-
ke. Bardzo istotny z punktu widzenia regeneracji jest jednak fakt, ze komorki
wykazuja zdolnos¢ do produkeji sktadnikéw natywnej macierzy tacznotkanko-
wej [2]. Najczesciej spotykanym rozwigzaniem jest wszczepienie w miejsce
ubytku rusztowan komorkowych pokrytych nahodowanymi wcze$niej na nich
komérkami. Inng, zupelnie odmienng mozliwos$cig jest bazowanie na rusztowa-
niach w postaci naturalnej matrycy komoérkowej, uzyskanej w wyniku usunigcia
komorek z tkanki. Pozbawione komorek rusztowanie wszczepiane jest do orga-
nizmu, gdzie w wyniku reakcji organizmu zostaje zasiedlone przez komorki
gospodarza. W przypadkach, w ktorych komorki pochodza z tego samego ustro-
ju (autologiczne), nie obserwuje si¢ odpowiedzi uktadu immunologicznego pa-
cjenta [16].

RUSZTOWANIE KOMORKOWE

Kluczowym zadaniem rusztowania komorkowego (ang. scaffold) jest fizycz-
ne stworzenie podtoza dla komérek i regulacja procesu proliferacji oraz rozni-
cowania [6].

Jesli komdorkom nie dostarczy si¢ naturalnego rusztowania komoérkowego
badz jego substytutu, regeneracja jest praktycznie niemozliwa. Dlatego w przy-
padku niektérych urazéow jedyng szansg na regeneracje tkanki jest wprowadze-
nie sztucznej macierzy lacznotkankowej w miejsce uszkodzenia.

Za podstawowy parametr rusztowania komorkowego, decydujacy o jego
funkcji, przyjmuje sie porowato$¢. Wielkos¢ i ilos¢ poréw ma ogromny wplyw
na przenikanie komoérek do wnetrza implantu, co w konsekwencji wptywa ko-
rzystnie na regeneracje uszkodzonej tkanki [6].

Prawidtowy przebieg odbudowy tkanki in vitro warunkowany jest nie tylko
obecnoscig komorek i rusztowania, ale takze sterujacych procesami réznicowa-
nia komorek cytokin i czynnikow wzrostu [6].
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Rusztowania komorkowe spelniaja rownoczesnie wiele istotnych funkcji.
Stanowig mechaniczng podpore dla komorek (tkanek), scalaja je, wptywaja na
ich ksztatt, migracje oraz rozw¢j, a takze kierujg ich funkcjami poprzez oddzia-
tywania z receptorami na powierzchni komorek.

MATERIALY WYKORZYSTYWANE W INZYNIERII TKANKOWE]

Biomateriaty wykorzystywane w inzynierii tkankowej w trakcie regeneracji
uszkodzonej tkanki niejednokrotnie ¥3czg Si¢ z nig trwale, dlatego tez musza one
speliaé szereg waznych kryteriéw. Rusztowanie powinno odznaczaé si¢ bio-
kompatybilnoscig (nie moze powodowaé stanéw pozapalnych, zmian nowotwo-
rowych ani mutagennych), bioresorbowalnoscia, odpowiednimi wtasciwosciami
wytrzymatosciowymi (modut sprezystosci, wytrzymatos¢ na $ciskanie i roz-
cigganie, sztywnosc itp.). Powinno tez pozytywnie oddziatywaé z komérkami
i tkankami, tzn. nalezy uwzgledni¢ zwigkszong przyczepnos$¢ komoérek do mate-
riatu rusztowania (adhezja), wzrost, migracje oraz funkcje roznicowania sie ko-
morek. Materiaty wykorzystywane w inzynierii tkankowej powinny charaktery-
zowaé sie¢ wysoka porowatoscig struktury oraz odpowiednig wielkoscia porow.
Biomateriat winien posiada¢ takze zdolnos¢ do biodegradacji (szybkos¢ musi
by¢ scisle dobrana do tworzenia sie nowej struktury tkankowej), a produkty jego
rozktadu nie powinny by¢ toksyczne dla organizmu.

W zaleznosci od potrzeby do otrzymywania rusztowan stosuje si¢ metale, ce-
ramike (w tym hydroksyapatyty, bioszkla), materiaty weglowe, kompozyty oraz
coraz czesciej polimery, zarowno naturalne, jak i syntetyczne [14].

W chwili obecnej zaden z dostgpnych materiatéw implantacyjnych nie po-
siada wiasciwosci takich, jakie wykazuje naturalna tkanka. Jest to kompromis
pomiedzy roznorakimi kryteriami jakosciowymi, ktorymi powinien charaktery-
zowac¢ si¢ biomateriat. Nie udato si¢ stworzy¢ materialu przeznaczonego ,,na cate
zycie”, materiatu obojetnego, ktory nie wchodzitby w reakcje z tkankami. Im-
plant to zawsze ciatlo obce dla ludzkiego ciata, najczesciej o Scisle okreslonym
czasie dzialania, i dlatego po spetnieniu swojej funkcji powinien by¢ usuwany
z organizmu [6, 9, 10, 14].

MATERIALY CERAMICZNE

Wsréd materiatdéw implantacyjnych szczegdlne miejsce zajmuja tworzywa
oparte o fosforany wapnia (ceramika hydroksyapatytowa HAp, s61 kompleksowa
wapniowo-fosforowa). Nie wykazuja one efektow prozapalnych ani mutagen-
nych. Dzigki bioaktywnosci oraz wysokiej czystosci chemicznej implanty cera-
miczne moga taczy¢ si¢ bezposrednio z tkanka (twarda lub migkka), przy tym
odznaczaja si¢ rowniez wysoka biozgodnoscia. Dodatkowo, w zalezno$ci od po-
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trzeby, istnieje mozliwos¢ utworzenia rusztowania komérkowego o r6znym stop-
niu porowatosci. Za wade uznaje si¢ niezadawalajace parametry wytrzymatos-
ciowe i zawodnos¢ wykonanych rusztowan, co wplywa na zawezenie zakresu
zastosowan HAp do miejsc, na ktore nie dziataja znaczne obcigzenia mecha-
niczne [14].

Rys. 2. Przyktady (a) zastosowania ceramiki hydroksyapatytowej, (b) porowatej
struktury hydroksyapatytu [23, 24]

MATERIALY POLIMEROWE

Materialy polimerowe w medycynie stosuje si¢ juz od ponad 50 lat. Wyko-
rzystuje si¢ je do wytwarzania produktow jednorazowego uzytku oraz do wyro-
béw implantow. Ich znaczenie wzrasta z dnia na dzien w miar¢ pojawiania si¢
nowych materiatéw o unikatowych wilasciwosciach fizykochemicznych oraz bio-
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logicznych, pojmowanych szeroko jako zgodno$¢ komoérkowa i zgodnos¢ z kom-
ponentami zywego organizmu. Polimery biomedyczne podzielono na dwie pod-
stawowe grupy: polimery pochodzenia naturalnego (biopolimery) i polimery syn-
tetyczne [14].

POLIMERY NATURALNE

Polimery wystgpujace naturalnie w organizmach zywych i przez nie produ-
kowane nazywamy biopolimerami. Do najpopularniejszych wykorzystywanych
w medycynie zaliczamy proteiny (biatka) oraz polisacharydy (wielocukry).
Do najczgéciej stosowanych w inzynierii tkankowej zaliczamy przede wszyst-
kim chitozan, celulozg, kolagen i elastyne [14].

Chitozan to polisacharyd, substancja organiczna bedaca pochodng chityny.
W czystej postaci wystepuje jako sktadnik §cian komoérkowych grzybow strzep-
kowych z klasy Zygomycetes, czyli popularnych ,,ple$ni”. Na skale przemysto-
wa pozyskuje si¢ go W procesie deacetylacji chityny — sktadnika budulcowego
skorupiakdéw morskich. Chitozan uwazany jest za polimer biodegradowalny,
gdyz tatwo jest rozktadany na substancje pierwsze, z czym wigze si¢ nietok-
sycznos¢, bioaktywnos¢ i doskonata sorpcyjnosé (pochtanianie). Posiada on sze-
reg przydatnych wlasciwos$ci. Przyktadowo, stosowanie opatrunkéw z chitoza-
nem przyspiesza zabliznianie trudno gojacych si¢ ran. Obniza on ci$nienie krwi
i pomaga zwalcza¢ arterioskleroze (miazdzyce) — glowng przyczyne nadcisnie-
nia. Nazywany jest takze biologicznie aktywna celuloza komorkowa. Pod wzgle-
dem swoich wlasciwosci podobny jest do ludzkiego witokna kolagenowego.
Polimer ten stosowany jest takze na szerokg skale w produkcji otoczek na leki
czy kosmetykow ze wzgledu na jego wlasciwosci ochronne [18, 19].

Kolagen i elastyna zaliczane sg do biatek strukturalnych. Kolagen odzna-
cza si¢ wysoka odpornoscig na rozcigganie oraz elastycznoscia, dzigki czemu
stanowi podstawowy sktadnik $ciegien. To on odpowiedzialny jest za elastycz-
nos¢ skory. Zaliczany do polimeréw bioresorbowalnych, nierozpuszczalnych
w wodzie, ulega denaturacji pod wptywem podwyzszonej temperatury. Wykazuje
znacznie mniejsze zréznicowanie miedzygatunkowe niz inne biatka zwierzece,
cechujac si¢ ponadto stosunkowo niewielka immunogennoscig, dlatego tez biat-
ko to znajduje szerokie zastosowanie w medycynie. Moze by¢ takze skompo-
nowany z innymi naturalnymi polimerami (np. chitozanem), tworzac w ten spo-
sob kompozytowe hydrozelowe rusztowanie komorkowe [7, 8].

Elastyna to biatko tkanki tacznej. Nadaje sprezystos¢ przede wszystkim
skorze, wigzadtom, tkance ptucnej, Scianom naczyn Krwionosnych. Dzigki niej
tkanki po rozciagnieciu lub scisnigciu odzyskuja swoj pierwotny ksztatt i wiel-
kos¢. Polimer ten zaliczany jest do grupy polimerow inteligentnych (ang. smart
polymers), wrazliwych na zmiany temperatury. Biomateriaty na bazie elastyny
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znajduja coraz szersze zastosowanie w inzynierii tkankowej. Wykorzystuje sie
je m.in. w przeszczepach naczyniowych, zastawkach serca lub do produkcji
sztucznej skory [7, 15, 20].

POLIMERY SYNTETYCZNE

Szczegodlng uwage nalezy zwrdci¢ na polimery bioresorbowalne, czyli ta-
kie, ktore degraduja w §rodowisku biologicznym do nieszkodliwych produktow
ubocznych. Produkty te wystepuja naturalnie w organizmie jako produkty prze-
miany materii, a nastepnie sg z organizmu wydalane. Obok nich stosuje si¢ row-
niez polimery biodegradowalne. Materialy takie rozkladajg si¢ na produkty,
ktore niekoniecznie wystepuja naturalnie w organizmie, jednakze sg one dla nie-
go nieszkodliwe. Degradacja polimerow powinna by¢ procesem kontrolowanym.
Zbyt szybki rozktad moze powodowa¢ nie tylko przedwczesna utrate wiasciwo-
sci mechanicznych, ale takze uwalnianie w zbyt krotkim czasie znacznej ilosci
produktu degradacji, przekraczajacej zdolnos¢ organizmu do jego wydalania.
Do najczesciej stosowanych polimeréw bioresorbowalnych zaliczamy: poligli-
kolid, polilaktydy, kopolimery glikolidu z laktydami [14].

Poliglikolid (poli(kwas glikolowy), PGA) jest polimerem bioresorbowal-
nym wykorzystywanym we wspotczesnej chirurgii do wyrobu implantow o dob-
rych wiasciwosciach mechanicznych (Sruby chirurgiczne, ptytki, siatki i folie
opatrunkowe). Czas degradacji takich wszczepdw jest dobierany tak, aby po zros-
nigciu sie uszkodzonej tkanki spajajacy ja mechanicznie implant ulegt catkowi-
tej resorpcji. Kwas glikolowy stosuje si¢ takze do produkcji rusztowan komor-
kowych czy nici chirurgicznych, ktorych duzg zaletg jest utrata wytrzymatosci
nawet do 50% juz po 2 tygodniach, zas catkowitej resorpcji ulegajg one po 4-6
miesigcach. W porownaniu z polilaktydem (poli(kwasem mlekowym), PLA)
cechuje go prawie dwukrotnie szybsze tempo rozktadu w srodowisku in vitro
[9, 14,17, 21, 25].

Poprzez dobor odpowiednich stgzen monomerow GA i LA uzyskuje si¢ ko-
polimer kwasu polimlekowego oraz kwasu glikolowego (PLGA) o wiasciwos-
ciach posrednich pomiedzy wyzej opisanymi polimerami. Kopolimer ten najcze-
$ciej wykorzystywany jest do produkcji szwow chirurgicznych [25].

PODSUMOWANIE

Problem ,,naprawy” ubytkow ludzkiego ciata zawsze wzbudzat zaintereso-
wanie naukowcow i o§rodkow badawczych. Potocznie nazywana ,,naprawa”
to proces majacy na celu stworzenie lub tez indukcj¢ formowania si¢ specyficz-
nej tkanki w danym miejscu w wyniku czynnosci dokonywanych na komoérkach,
podtozach i czynnikach wzrostu.
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Uwaza sig¢, ze inzynieria tkankowa to przyszto$¢ medycyny regeneracyjne;j.
Hodowla pojedynczych komorek lub catych tkanek poza Zywym organizmem,
za pomocg ciggle ewoluujacych metod i technik, jest jednym z ciekawszych
i waznych zagadnien w ostatnich czasach nie tylko w medycynie i biologii,
ale rowniez chemii. Jako forma terapii regeneracyjnej unika ona problemow
zwigzanych z przeszczepami organdw, na przyktad niewystarczajacg liczbg
dawcow czy leczeniem trwatego ttumienia immunologicznego. Nie wymaga
réwniez implantacji sztucznych protez (implantdéw), materiatow o wzglednie
niskiej biozgodnosci [12].

ABSTRACT

The loss or failure of an organ or tissue is one of the most devastating and costly problems
in healthcare. Tissue engineering is a new field that applies the principles of biology, engi-
neering and the life science in the development of functional substitutes for damaged tissue.
Regeneration involves the creation of tissue identical to that which has been lost or injured.
In contrast, tissue repair restores the damaged area with functional but different tissue.
This approach uses two main components: cells and scaffolds [6, 11].

Scaffold development underpins the advancement of tissue engineering. Materials used
for scaffold preparation play a major role and have found widespread biomedical applications
in the development of synthetic skin substitutes, controlled drug release delivery, artificial
tissue and organs, and biosensors. They have numerous advantages, such as biocompatibility,
biodegradability, and anti-bacterial properties. They are safe for human use.
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OMOWIENIE PROBLEMU WLASCIWEJ INTERPRETACII
WYNIKOW KARIOTYPU MOLEKULARNEGO
PRZY PROBIE IDENTYFIKACJI OBSERWOWANYCH
NIEZROWNOWAZONYCH ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH
UPACJENTOW Z NIESPECYFICZNA NIEPELNOSPRAWNOSCIA
INTELEKTUALNA ORAZ ZESPOLEM MNOGICH
WAD WRODZONYCH

STRESZCZENIE

Ocena kariotypu pacjenta stanowi podstawe prawidtowej porady genetycz-
nej majacej zwigzek z podjetym leczeniem i/lub prewencjg. W chwili obecne;j
laboratoria cytogenetyczne maja do dyspozycji ogromna liczbe metod diagno-
stycznych, w tym analizy kariotypu molekularnego oparte na metodach CGH.
Metody CGH pozwalajg na wykrywanie zmian zdecydowanie mniejszych,
w poréwnaniu z klasycznymi technikami cytogenetycznymi takimi jak metoda
GTG. Niestety, brak mozliwosci bezposredniej analizy chromosomow pacjenta
moze prowadzi¢ do przektamania podczas interpretacji wyniku. W ponizszym
opracowaniu przedstawiono dwa przypadki obrazujace najczgstsze problemy
pojawiajace si¢ podczas interpretacji wynikéw kariotypu molekularnego meto-
da CGH.

! Dr Pawet J. Chomiak, MSD Polska, Warszawa; e-mail: pchomiak@inar.pl.
Prof. dr hab. Jacek J. Pietrzyk, Zaktad Genetyki Medycznej, Polsko-Amerykanski Instytut
Pediatrii, Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski, Krakow.
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DIAGNOSTYKA CYTOGENETYCZNA NIEPEENOSPRAWNOSCI INTELEKTUALNEJ | ZES-
POLOW MNOGICH WAD WRODZONYCH — WPROWADZENIE

Jedng z przyczyn wystgpienia niespecyficznej niepelnosprawnosci intelek-
tualnej oraz zespolu mnogich wad wrodzonych jest ogoélnie pojete zjawisko
aberracji chromosomowych, polegajace na zmianach liczby badz struktury
chromosoméw somatycznych oraz chromosoméw pici. W chwili obecnej ocenia
sig, iz czestos¢ aberracji chromosomowych u pacjentdow ze zdiagnozowang nie-
petnosprawnoscia intelektualng oraz zespotem mnogich wad wrodzonych siega
nawet 6% [2, 3]. Do najcze¢$ciej obserwowanych zmian naleza:

1. trisomia chromosoméw 21. pary (zespot Downa), stanowigca okoto 76%
wszystkich zaburzef chromosomowych u pacjentdw z niespecyficzna
niepelnosprawnos$cig intelektualng oraz zespotem mnogich wad wro-
dzonych;

delecje chromosomowe wraz z zespotami mikrodelecyjnymi — 8%;
zmiany liczby chromosomow pici — 4%;

chromosomy koliste i chromosomy markerowe — 4%;

translokacje zréwnowazone — 3%;

translokacje niezrownowazone — 3%;

duplikacje — 2%;

pozostate aneuploidie autosomalne — 1%;

inne — 1%.

CoNR~WN

Zaburzenia liczby chromosomow (aneuploidie i poliploidie) lub ich struk-
tury (aberracje strukturalne) pojawiajace si¢ podczas procesoOw rozwojowych sg
czeste, o czym mogg $wiadczy¢ dane szacunkowe prezentowane w niektorych
zrodtach [3] dotyczacych przyczyn poronien samoistnych obserwowanych
w pierwszych tygodniach cigzy. Przyczyny wystgpienia zaburzen mozna po-
dzieli¢ ze wzgledu na ich pochodzenie i moment powstania. Do najczestszych
nalezg [2]:

1. zjawisko nondysjunkcji chromosomowej (nieprawidlowej segregacji chro-
mMOoSOmow),
wystepujacej w trakcie podziatow mejotycznych proceséw gamatoge-
nezy. Czesciej zaburzenia te pojawiaja si¢ W procesie oogenezy, a ryzy-
ko zwiazanych z nimi trisomicznych zygot ro$nie wraz z wiekiem ko-
biety;

2. obecno$¢ translokacji zrownowazonych (np. translokacji robertsonow-
skich) u jednego z rodzicow;

3. zaburzenia procesu mitozy w pierwszych etapach zycia zarodkowego,
np. wystgpienie zjawiska nondysjuncji;

4. zmiany typu de novo powstate pod wplywem dziatania czynnikow ze-
wnetrznych (teratogendw) lub w wyniku niestabilno$ci DNA.
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Zespotem genetycznym, ktorego etiologi¢ poznano najlepiej, jest zespot
Downa. W 85% przypadkéw trisomia chromosoméw 21. pary spowodowana
jest nondynsjunkcjami chromosomowymi w procesie oogenezy, w 5% przypad-
kow dochodzi do nondysjunkcji chromosomowej w trakcie procesu spermatoge-
nezy. Pozostale to zaburzenia powstale w trakcie pierwszych podziatéw mito-
tycznych zaptodnionej komorki jajowej, a takze obecnos¢ translokacji zréwno-
wazonych u jednego z rodzicow, jak rowniez zmiany typu de novo i inne [3].

Rzetelnym kryterium weryfikacji i potwierdzenia zmian strukturalnych
chromosomoéw pacjenta jest wykonanie badan cytogenetycznych. Kryterium
doboru wlasciwego badania laboratoryjnego uzaleznione jest w glownej mierze
od postawionego rozpoznania oraz mozliwosci diagnostycznych osrodka ba-
dawczego. Najczesciej podstawowe badania cytogenetyczne obejmujg analize
kariotypu pacjenta z wykorzystaniem metody oceny prazkowej chromosomow
— badanie pragzkami G, zwane rowniez badaniem GTG lub Giemza-Trypsyna-
-Giemza.

W badaniu GTG mozliwa jest analiza zardwno liczby, jak i struktury chro-
mosomow pacjenta. Istniejg rowniez inne techniki umozliwiajgce bezposrednia
analize kariotypu. Naleza do nich takie metody, jak metoda prazkéw R, prazkow
Q, prazkow C, srebrzenia organizatorow jaderka, metody prazkowe typu HRT —
high resolution technique czy tez klasyczne techniki FISH — fluorescent in situ
hybridization, takie jak FISH z wykorzystaniem sond specyficznych do wybra-
nych sekwencji DNA czy tez multicolor FISH, stosowany najczesciej do analizy
poszczegdlnych chromosoméw lub catego kariotypu pacjenta.

Niedoskonato$ci wymienionych wyzej metod w gléwnej mierze dotycza
rozdzielczosci oraz czuto$ci wykrywania bardzo matych zmian strukturalnych.
W przypadku technik FISH gtéwny problem wynika z faktu, iz metoda stoso-
wania specyficznych sond wymaga znajomos$ci przez badacza konkretnego re-
gionu zmiany. Techniki fluorescencyjne oparte na wielokolorowych mieszani-
nach ze wzgledu na bardzo wysokie koszty przeprowadzanych analiz, jak row-
niez potrzebne zaplecze aparaturowe, przeprowadzane sg zdecydowanie rzadziej
podczas wykonywania pierwszej oceny kariotypu.

W przypadku klasycznych technik badawczych opartych na bezposredniej
analizie chromosoméw w mikroskopie swietlnym bardzo duzym problemem jest
wlasciwa interpretacja wynikow w momencie, kiedy dojdzie do wykrycia nie-
wielkiej aberracji chromosomowej. Niejednokrotnie stwierdzenie obecnosci ,,do-
datkowego” materialu genetycznego wigze si¢ z brakiem mozliwosci doktadnej
identyfikacji pochodzenia tego addytu chromosomowego.

Pod koniec lat 90. ubiegtego wieku pojawily si¢ nowe techniki analizy aber-
racji chromosomowych — metody typu CGH (comparative genomic hybridiza-
tion) — poréwnawczej hybrydyzacji genoméw, poniewaz okoto 7-8% [5, 6, 7, 8, 9]
aberracji chromosomowych zwigzanych jest ze zmiang ilo$ci materialu genetycz-
nego.
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Glownym zatozeniem techniki CGH jest jednoczesna hybrydyzacja dwoch
réznie znakowanych, iloSciowo identycznych (w stosunku 1:1) probek DNA
genomowego. Jedna probka pochodzi od pacjenta, druga — od osoby o prawi-
dlowym kariotypie, a hybrydyzacja wykonywana jest na prawidlowej ptytce
metafazowej. Dzigki zastosowaniu hybrydyzacji typu CGH mozliwe stato si¢
badanie catego genomu. Niestety, ze wzglgdu na iloSciowy charakter analizy
technikg t3 mozna analizowac¢ tylko aberracje niezrownowazone. Wraz z wpro-
wadzeniem technik CGH typu hr-CGH - high resolution CGH oraz array-CGH
pojawito si¢ nowe pojecie w cytogenetyce molekularnej, zwane kariotypem
molekularnym. Definicja kariotypu molekularnego jest pojeciem bardzo ogol-
nym i réznie okreSlanym przez autoréw prac badawczych. Dla potrzeb niniej-
szego opracowania przyjeto, iz kariotyp molekularny jest wygenerowanym ob-
razem komputerowym, stanowigcym odzwierciedlenie rzeczywistej, usrednionej
warto$ci stopnia hybrydyzacji kompetytywnej sekwencji znakowanego fluore-
scencyjnie genomowego DNA pacjenta w stosunku do znakowanego fluore-
scencyjnie DNA referencyjnego, przeprowadzonej na matrycy, jaka jest prawi-
dlowa ptytka metafazowa o zapisie 46,XY. Wynik badania kariotypu moleku-
larnego nie jest efektem analizy bezposredniej chromosomoéw pacjenta, ale DNA
genomowego poddanego uprzednio preparatyce technikami biologii molekular-
nej [1].

Klasyczna technologia CGH umozliwia identyfikacje zmian ilo$ciowych
w sekwencjach subtelomerowych chromosoméw. Ze wzgledu na ograniczong
czuto$¢ technika ta nie ma zastosowania w identyfikacji zmian iloSciowych
sekwencji polimorficznych oraz repetytywnych chromosomow, takich jak cen-
tromery, satelity chromosoméw grupy D, regiony heterochromatyny konstytu-
tywnej oraz telomery. Technika hr-CGH, wykazujaca wigksza czuto$¢ oraz specy-
ficzno$¢, umozliwia identyfikacje wigkszo$ci zmian ilosciowych. Jedynie zmiany
sekwencji centromerowych nie sg wykrywane przy uzyciu tej metody.

W niniejszym opracowaniu na przyktadzie dwoch przypadkéw opisano
mozliwoséci diagnostyczne i zasady interpretacji wynikow uzyskiwanych pod-
czas analizy kariotypu molekularnego wykonywanej z wykorzystaniem metody
hr-CGH.

IDENTYFIKACJA MIEJSCA POCHODZENIA CHROMOSOMU MARKEROWEGO

Zjawisko matych chromosoméw markerowych (SMCH, ang. supernume-
rary marker chromosome) obserwowane jest w réznych zespotach genetycznych
[4, 11]. Doktadna diagnostyka SMCH niejednokrotnie jest utrudniona ze wzgle-
du na brak jednoznacznych wynikow analiz cytogenetycznych. Chromosomy
markerowe mogg pochodzi¢ z kazdego chromosomu obecnego w komorce (naj-
czgsciej powstajg z chromosoméw plci oraz akrocentrycznych chromosoméw
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grup D i G). SMCH w gtoéwnej mierze zbudowane sa z heterochromatyny okoto-
centromerowej danego chromosomu oraz zawierajg centromer, dzigki ktoremu
mogg segregowaé w trakcie podzialow komoérkowych. Identyfikacji SMCH do-
konuje si¢ najczeéciej poprzez zastosowanie techniki FISH z wykorzystaniem
sond centromerowych. Jednakze jest to technika, ktéra nie zawsze pozwala
na petng identyfikacje miejsca pochodzenia chromosomu (w badaniu identyfi-
kowane sa jedynie specyficzne centromery, budujace chromosom markerowy,
niemozliwa jest wigc identyfikacja sekwencji euchromatynowych, stanowigcych
rowniez element chromosomu markerowego). Dzigki zastosowaniu techniki
hr-CGH mozliwa jest identyfikacja pochodzenia materiatu chromosomowego,
jednakze niemozliwa staje si¢ identyfikacja samego centromeru. Zwazywszy
na wage oraz potrzebg poznania aktywnych transkrypcyjnie regionéow buduja-
cych SMCH oraz ich wplyw na obraz kliniczny pacjenta, zastosowanie metod
analizy kariotypu molekularnego jest wiasciwg decyzjg. Na rycinie ponizej
przedstawiono wynik badania cytogenetycznego (w formie zapisu ISCN — Inter-
national System for Human Cytogenetic Nomenclature) oraz idiogram obrazu
kariotypu molekularnego u pacjenta ze stwierdzonym chromosomem markero-

wym.

Whynik badania cytogenetycznego: GTG 550 46,XY [65%]/47,XY+mar(?)[35%].

Przeprowadzona analiza kariotypu molekularnego z wykorzystaniem metody
hr-CGH pozwolita ustali¢, ze dodatkowy materiat genetyczny pochodzit z rejo-
nu chromosomu 18. pary: ish hr-CGH dup18q22 (doktadny opis wyniku pod ry-

cing).

Uzupekiony zapis cytogenetyczny, uzyskany w oparciu o badania podstawowe,
jak i mo-lekularne, prezentuje si¢ w nastepujacy sposob:

ish hr-CGH 46,XY[65%]/47,XY + mar (18922)[35%)]
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Rycina 1. Wynik analizy hr-CGH. Kolorem zielonym zaznaczone sg miejsca obecnosci
dodatkowego materialu genetycznego. Obecnos¢ sygnatéw zielonego i czerwonego
przy idiogramach chromosoméw plci jest kontrolag w przeprowadzonej analizie. W za-
ozeniu, w przypadku materiatu pochodzacego od pacjentéw pici meskiej, hybrydyzacja
jest tak prowadzona, aby uzyska¢ wynik pozytywnie fatszywej duplikacji chromosomu
Y oraz delecji chromosomu X.
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Jak wspomniano wczesniej, metoda hr-CGH nie pozwala na identyfikacje
regionow centromerowych, dlatego tez nie uzyskano dodatkowych sygnatow
swiadczgcych o duplikacji w ktorymkolwiek z regionow centromerowych anali-
zowanych chromosoméw. Uzyskany wynik kariotypu molekularnego, stanowia-
cy uzupehienie klasycznego badania cytogenetycznego, w zupetnos$ci wystarczy
do prowadzenia dalszych analiz genetycznych. Do takich analiz nalezy np. oce-
na stopnia ekspresji wybranych gendéw zlokalizowanych w regionie aberracji.

IDENTYFIKACJA DODATKOWEGO MATERIALU GENETYCZNEGO O NIEZNANYM PO-
CHODZENIU

Kolejnym przyktadem tego, ze technika hr-CGH stanowi istotne uzupet-
nienie wynikow klasycznego badania cytogenetycznego, jest identyfikacja do-
datkowego materiatu genetycznego o nieznanym pochodzeniu.
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W przypadku wyniku cytogenetycznego o zapisie: GTG 500 46, XY, der
(18q) stwierdza si¢ u pacjenta obecno$¢ dodatkowego materiatu genetycznego
na jednym z chromosomow 18. pary. Podobnie jak we wczesniej opisywanej
sytuacji, mozliwe jest wykorzystanie roznych technik molekularnych, jednakze
metoda hr-CGH jest uwazana za jedng z najbardziej uniwersalnych.

Wynik analizy kariotypu molekularnego nie tylko pozwolit na wskazanie
miejsca pochodzenia dodatkowej zmiany (zaznaczonej kolorem zielonym),
ale rowniez umozliwit wykazanie, iz chromosom 18. pary, bioracy udzial w trans-
lokacji, ulegt cze$ciowej delecji w dystalnej czesci dtugiego ramienia.

Ostateczny zapis aberracji podano w opisie Ryciny 2.

Rycina 2. Zapis wyniku: ish hr-CGH dup 3927-28, del 18q22->ter, uzupetniony: ish hr-
-CGH 46,XY (der18)(dup3qg27-28, del18q22->ter)

n)

| B B

]

4
‘_

a1 |
. |

N
-
< 7
==

I

“
~'

KOMENTARZ

Interpretacja wynikow kariotypu molekularnego nie opiera si¢ wylgcznie
na prostej analizie uzyskanych danych. W przypadku identyfikacji addytow
genetycznych obecnych w formie chromosoméw markerowych albo dodatko-
wych zmian w strukturach chromosomu wymagana jest szczegdlna uwaga.

Poniewaz analizy molekularne z zastosowaniem wszystkich metod CGH
(jak réwniez innych metod opartych np. na analizie mikromacierzy DNA) sa
analizami ilo$ciowymi, a nie jako$ciowymi, umozliwiaja wigc one jedynie de-
tekcje obecnych ubytkow lub dodatkowych kopii danych sekwencji DNA. Przy-
jete zapisy wynikow analizy opierajg si¢ na stwierdzeniu obecnosci delecji (del)
lub duplikacji (dup) sekwencji, co moze przyczyni¢ si¢ do niewltasciwych inter-
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pretacji wynikow, a przynajmniej do niewlasciwego opisu obserwowanego zja-
wiska. Problem interpretacji wynikow analizy kariotypu molekularnego staje si¢
bardzo istotny zwlaszcza w przypadku braku informacji o wynikach wczesniej-
szych badan cytogenetycznych, polegajacych na bezposredniej ocenie kariotypu
pacjenta. Brak zrozumienia patogenezy obserwowanych zmian moze doprowa-
dzi¢ do udzielenia nieprawidtowej porady genetycznej, a W rezultacie moze
zaburzy¢ przebieg dalszych badan diagnostycznych, jak rowniez moze przyczy-
ni¢ si¢ do nieprawidtowej interpretacji charakteru samej zmiany. W opisywa-
nych powyzej przypadkach analiza iloSciowa z wykorzystaniem metody hr-
-CGH pozwolita na identyfikacje pochodzenia dodatkowego materialu gene-
tycznego, co w rezultacie pozwolito na postawienie ostatecznej diagnozy i wilas-
ciwej opinii cytogenetycznej. Gdyby kariotyp obydwu pacjentéw analizowano
z wykorzystaniem samej metody hr-CGH, uzyskane wyniki bylyby nieprawi-
dtowe. W przypadku pacjenta ze stwierdzonym chromosomem markerowym
zmian¢ mozna zinterpretowac jako duplikacje fragmentu regionu 18q22. Dodat-
kowo u pacjenta niemozliwa byla ocena czgstosci zmiany we frakcji komorek
pobranych do badania. W drugim przypadku, opierajac si¢ wylacznie na wyni-
kach analizy molekularnej, otrzymano by informacje o obecnosci dwoch zmian
ilosciowych, interpretowanych jako duplikacja i delecja (odpowiednio na chro-
mosomie 3. i 18. pary), natomiast informacja o translokacji jako przyczynie
obserwowanych zmian bylaby zupehie nieosiagalna.

Reasumujgc, w przypadku analiz kariotypu molekularnego wskazana jest
szczegolna ostrozno$¢ w interpretacji obserwowanych zmian i nie dotyczy ona
trafno$ci samej analizy (badania kariotypu molekularnego wymagajg weryfika-
cji innymi metodami molekularnymi czy cytomolekularnymi) co do sposobu
okreslenia charakteru zmiany. Problemem metod cytomolekularnych opartych
na zjawisku hybrydyzacji do specyficznego podloza (chromosomu, macierzy
DNA) jest absolutny brak mozliwo$ci bezposredniej analizy samych chromoso-
mow pacjenta, co uniemozliwia pelng i trafng ocene struktury oraz liczby ob-
serwowanych chromosoméw, W tym chromosoméw markerowych.

ABSTRACT

Evaluation of the patient’s karyotype is the basis for proper genetic counseling, and thus also
for a treatment or prevention to be taken. At present, cytogenetic laboratories have at their
disposal a large number of diagnostic methods, including molecular karyotype analysis based
on CGH procedures. The CGH methods allow to detect much smaller changes than con-
ventional cytogenetic techniques such as a GTG method. Unfortunately, lack of direct analy-
sis of patient’s chromosomes may lead to a distortion in interpreting the result. The following
paper presents two cases illustrating the most common problems in interpreting the results
of molecular karyotyping using the CGH procedure.
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AN 11-YEAR-OLD BOY WITH DOWN SYNDROME
PHENOTYPE AND PARTIAL DUPLICATION
IN 21Q11.2-Q21 REGION

Streszczenie: Opis przypadku 11-letniego chtopca z zespotem Downa
ze stwierdzong de novo czesciowa duplikacja chromosomu 21. pary. W pracy
dokonano prezentacji algorytmu diagnostycznego, jak réwniez skrotowego
przegladu literaturowego.

Abstract: Wereport a clinical case of an 11-year-old boy with de novo par-
tial duplication of chromosome 21st pair and some clinical features of Down
syndrome. Using hr — CGH method (high resolution Comparative Genomic
Hybridization) we detected a quantitative change (a duplication) in 21921 -
q11.2 region. To confirmed the results of hr-CGH analysis we used Quantitative
Fluorescent Real Time PCR method with four primers for two different genes
located in duplication region.

Keywords: Down syndrome, hr-CGH, partial duplication, Quantitative
Fluorescent Real Time PCR.

Introduction: Down syndrome (DS) is a chromosomal disorder caused
by the presence of all or part of an additional 21st chromosome [3], [4], [5]. In-
vestigations made during the last 20 years showed that partial trisomy of 21922
regions is a sufficient determinant of clinical symptoms DS. Down syndrome is
always associated with some intellectual and cognitive ability impairment, phys-
ical growth retardation and a particular set of dysmorphic facial features.

53



Pawel Chomiak, Magdalena Janeczko

Individuals with Down syndrome tend to have a lower than average cogni-
tive ability, often ranging from mild to moderate developmental disabilities.
A small number have severe to profound mental disability. Health concerns for
individuals with Down syndrome include a higher risk for congenital heart de-
fects and thyroid dysfunctions.

Materials: We present a boy with some dysmorphic features typical for
Down syndrome with a duplication in 21g11.2-921 region. A proband was born
to a G3, P3 (third pregnancy) healthy mother at 40 weeks of gestation. The pa-
rameters at birth were: weight 3420 g, length 56 cm, head circumference 34 cm,
Apgar score 9 points. A psychomotoric development was normal at first, never-
theless a speech delay was observed. According to a consulting psychologists
his cognitive ability is lower than average. That is why, a boy was sent to school
with a one-year delay. Although he follows an individual syllabus. The child
showed difficulty in knowledge acquisition. No congenital defects were detec-
ted.

Clinical evaluation of the child revealed hypotrophy, mild muscle hypoto-
nia and a variety of dysmorphic features, including high forehead, hypertelorism,
upslanting palpebral fissures, epicanthal folds of the eyelids, long and flattened
philtrum, thin lips, brachydaktyly and short, broad hands.

Both parents and siblings of patient were healthy. Genealogy was not char-
ged in the direction of genetically determined diseases. On figure bellow (Figure 1)
we present the proband’s pedigree.

Figure 1. The proband’s pedigree
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Methodology: Classical cytogenetic analysis chromosomes in T-cells
from peripheral blood — 550 GTG banding method — revealed a normal male
karyotype 46, XY. Hr — CGH analysis, which is used for detection of small un-
balanced chromosomal translocations [2], showed duplication on long arm
chromosome 21th pair (Figure 2) in region of q21-q11.2 band. Twenty meta-
phases target slides were analyzed what resulted in average value from 35 chro-
mosomes 21th pair — five chromosomes were throwed aside become of chromo-
somal collisions. To eliminate the possible mistakes and the false positive results

54



An 11-year-old Boy with Down Syndrome...

the molecular analyses were conducted. Two randomly chosen genes located
in duplication region — JAM2 (junctional adhesion molecule 2) and TMPRSS15
(transmembrane protease, serine 15) were analysed. B-actin gene with a locus
on chromosome number 7 was used as a control. In Table 1 we present addition-
al information for both genes.

Table 1. Characteristic of JAM2 and TMPRSS15 genes

L, s s Product’s Gene’s
Gene Primer’s sequence (5°—3) size localization
1 JAM2 GAAGGCAAAGACCTAAAATGGCT 276 27,011,584-
TTGGCAGTGTTGTAATGCCTATG 27,089,874
GGCTCGTGAAGGTGCTCTCAGC 19,641,433-
2. TMPRSS15 CGGAGTTGCTACTCAGTTTGTGACC 222 19,775,970

Reference DNA was isolated from 8 healthy people. Results of quantita-
tive real time PCR — Syber® Green analyses showed that both genes (JAM2,
TMPRSS15) were present in three copies — procedure was repeated twice (see
Table 2). Every time we used two different thinning of DNA (100 and 50 ng

per probe) [1].

Table 2. Results of Quantitative Fluorescent Real Time PCR

s Value of used ACt ACt AACt
ene
DNA (probe) (control sample) [%]
50ng 4,050 4,704 157,353
JAM2
100ng 3,105 3,61 141,912
50ng 3,980 4,497 142,109
TMPRSS15
100ng 3,035 3,580 145,902
Average value of AACt from all experiments 146,819

In support of analyses we established the size of change on about 7 Mbp.
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Figure 2. Results of hr — CGH analysis. The green colour on ideogram of chromosome 21st
pair marks the region of duplication. Sex chromosomes are false, positive control
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Discussion and conclusions: Down syndrome due to 21 triso-
my is the most common cause of mental retardation and developmental malfor-
mation (congenital heart defects) in our population. Investigations made during
the last 20 years showed that partial trisomy of 21g22 regions is a sufficient
determinant of clinical symptoms DS. This region has been called “Down’s
syndrome critical region”. Our case showed that partial trisomy 21q11.2-g21
region can be the cause of some symptoms of DS what is in agreement with
the results of other studies. It is possible that imperfection of hr-CGH method
(the lack of possibility of identification the cell mosaics, unbalanced chromo-
somal changes with the frequency lower than 25% and the size smaller than
2-4 Mbp) influenced on possibility of detection changes in critical for DS re-
gion 21022 in this case, however received diagnostic conduct permits us to sug-
gest about correctness of results [6].
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