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Annales Academiae Medicae Stetinensis — Roczniki Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie ukazuja si¢ od 1951 roku.
Sa wydawnictwem naukowym, ciggtym, recenzowanym i cytowanym m.in. w Index Medicus (Medline), Biological Abstract,
Chemical Abstract. Dostepne w ponad 150 bibliotekach krajowych i zagranicznych.

Do druku przyjmowane sg prace oryginalne i pogladowe oraz prezentujace wazng kazuistyke z zakresu nauk podstawowych, kli-
nicznych oraz humanistyki medycznej autorow z Pomorskiej Akademii Medycznej oraz z innych osrodkow w kraju i za granica.

Zamieszczony material publikowany jest 1 bedzie wedtug przyjetego schematu wydawniczego, w jezyku polskim lub angiel-
skim, z krotkimi streszczeniami odpowiednio dla jezyka polskiego — po angielsku, a dla jezyka angielskiego — po polsku. Kazdy
tom obejmuje 3 czgsci state: oryginalne prace naukowe o objetosci 1-1,5 arkusza wydawniczego, w tym skondensowane rozprawy
doktorskie, doniesienia naukowe itp.; kronike PAM za poprzedni rok wraz z przemowieniem rektora na inauguracji roku akade-
mickiego 1 spis jednostek naukowo-dydaktycznych oraz bibliografi¢ dorobku pi$mienniczego uczelni.

Od tomu 50 Rocznikow PAM zostalty wprowadzone zmiany w edycji, ktore omowiono w regulaminie publikowania prac.

REGULAMIN PUBLIKOWANIA PRAC*
W Annales Academiae Medicae Stetinensis — Roczniki Pomorskiej Akademii Medycznej

Redakcja Annales Academiae Medicae Stetinensis — Roczniki Pomorskiej Akademii Medycznej przyjmuje oryginalne prace
naukowe, w trybie ciggltym. Mozna publikowaé materiaty ze wszystkich dziedzin nauk medycznych, rowniez te, ktore sg zbyt
obszerne na zamieszczenie w czasopismach specjalistycznych.

Materiat powinien mie¢ nie wigcej niz 20-25 stron maszynopisu formatu A-4, facznie z rycinami, tabelami, podpisami i pi-
$miennictwem tylko cytowanym w tym dziele (ograniczonymi do minimum) oraz streszczeniami.

Manuskrypt napisany w jezyku polskim i angielskim, na biatym papierze, bez wyrdznien. Zadrukowana moze by¢ tylko pierw-
sza strona kartki, druga pozostaje niezadrukowana (czysta). Uzywac¢ nalezy 12-punktowej czcionki, z zachowaniem podwdjnego
odstgpu miedzy wierszami. Strony numerowac kolejno, zaczynajgc od tytutowej. Numery stron umieszcza¢ w dolnym, prawym
rogu kazdej strony. Zachowac kolejno$¢ uktadu: strona tytutowa, tekst podstawowy, materiat ilustracyjny, pismiennictwo.

Strona tytulowa

Imig i nazwisko autora (autoréw); tytul pracy w dwoéch jezykach; miejsce uzyskania stopnia naukowego (dotyczy doktoratow)
lub pracy autora (nazwa i adres placowki naukowej, tytut i stopien naukowy jej kierownika); stowa kluczowe w dwoch jezykach
wymienianych w katalogu MeSH; miejsce i nazwa instytucji, gdzie wykonano pracg; szczegétowe dane dotyczace dysertacji (do-
tyczy prac doktorskich — promotor, liczba: stron, rycin, tabel i piSmiennictwa).

Tekst podstawowy

Summary: streszczenie pracy w jezyku angielskim i/lub innym. Powinno si¢ w nim znaleZ¢: cel badania lub proby, podsta-
wowe procedury (wybor badanych w do§wiadczeniu, metody obserwacji lub analizy), gtdowne wyniki (istotne dane i ich statystyczne
znaczenie) oraz wnioski. Nalezy podkresli¢ nowe i istotne aspekty pracy. W st ¢ p: podac cel artykutu i podsumowac uzasadnienie
wykonanego badania lub obserwacji z mozliwo$cig przywotania pi§miennictwa. M et o dy: opisaé w sposob tatwo zrozumiaty
dobodr materialu badawczego oraz zastosowanych metod i statystyki. Wy n ik i: przedstawi¢ w tekscie w logicznej kolejno$ci. Nie
powtarzaé danych z tabel i rycin, podkresli¢ i podsumowac tylko wazne obserwacje. D y s k u s j a: podkresli¢ nalezy nowe oraz
wazne aspekty badania i wynikajace z nich wnioski, nie powtarza¢ szczegdétowo danych przedstawionych w rozdziatach Wstep
i Wyniki. Porownaé¢ wlasne obserwacje z innymi autorami, ktorzy wykonali zblizone badania. Wnio sk i: powigzaé z celami
badania i przedstawi¢ w sposob zwigzly. Streszczenie strukturalne (wstgp, materiat i metody, wyniki, konkluzje): w je-
zyku podstawowym pracy, zawierajace kwintesencj¢ tego, co jest w tekscie, od 200 do 250 stow. Skroty uzyte w tekscie po raz
pierwszy nalezy poda¢ w petnym brzmieniu. Nie nalezy rozpoczyna¢ zdania od skrétu. Liczbowe wartoéci i symbole
wszystkich wielko$ci winny by¢ podane wg migdzynarodowego uktadu jednostek SI. Stowa kluczowe: 3—6 termindw, nie
powinny powtarza¢ stow zawartych w tytule pracy, wymienianych w katalogu MeSH.

Material ilustracyjny

Obejmuje ryciny (kreski — wykresy, diagramy oraz siatki — zdjecia), tabele, tablice, opatrzone tytutami (pod rycinami, nad tabe-
lami). Powinny by¢ dostarczone na oddzielnych kartkach, z oznaczeniem gora—dot i kolejno$ci numeracji wg cytowania w tekscie.
Osobna numeracje posiadaja ryciny i osobng tabele. Fotografie mikroskopowe powinny posiada¢ wewnetrzna skale, a stosowane
symbole, strzalki lub litery — wyraznie uwidocznione na tle. Kolorow uzywac tylko wtedy, jesli barwa czarno-biata nie odda isto-
ty przekazu. Tytuly oraz inne informacje wewnetrzne na rycinach i w tabelach nalezy poda¢ w jezyku polskim i angielskim. Na
marginesie maszynopisu zaznaczy¢ numery tabel i rycin w miejscu, gdzie majg by¢ wstawione.
PiSmiennictwo

Numerujac, nalezy podawaé w kolejnosci cytowania. Kazdy numer pismiennictwa nalezy zapisywac od nowej linii. Pozycji nie
nalezy dublowaé. Cytowane w teksécie piSmiennictwo poda¢ w nawiasach kwadratowych, ze spacja migdzy numerami. Podajemy
nazwisko autora/-ow z pierwszymi literami imion. Przytaczamy wszystkich autorow, jesli jest ich sze$ciu. Powyzej tej liczby — sze-
$ciu z dopiskiem ez al. Tytuty periodykéow powinny by¢ skracane zgodnie ze sposobem przyjetym w Index Medicus (Medline).

Redakcja wymaga przedtozenia pracy w dwoch egzemplarzach wraz z wersjg elektroniczng (dyskietka lub CD-ROM) z za-
znaczeniem programu zapisu. Tekst powinien by¢ zapisany w programie Word.

* Opracowany na podstawie wytycznych Migdzynarodowego Komitetu Wydawcow Czasopism Medycznych, opublikowanych w Problemach Medycyny
Nuklearnej 1997, 11 (21), 67-87.
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Przedmowa

Preface

Szanowni Czytelnicy!

Komunikacja naukowa jest ta forma aktywnosci, ktora pretenduje do bycia wolna od trendéw, mod i nastrojow
politycznych tak deprymujacych jakos$¢ zycia umystowego spoteczenstw. Tym samym jest ona jednym z nielicznych
punktow odniesien i oparcia w nawigacji po wspotczesnosci.

Majac na uwadze t¢ rolg klasycznych form przekazu informacji naukowej, oddajemy do rak naszych Szanow-
nych Czytelnikow i pozostajemy w uzasadnionej wyzej nadziei, ze nie tylko do rak, nowy numer Rocznikow Po-
morskiej Akademii Medycznej w Szczecinie — Annales Academiae Medicae Stetinensis. Naleza si¢ przy tym stowa
podzigkowania za sprawno$¢ i wydajno$¢ pracy wszystkim osobom tworzacym i kreujacym numer, w tej liczbie
— pleno titulo — panstwu recenzentom, poligrafom i wszystkim redakcyjnym wspdtpracownikom, dzigki ktorym
osiggnelismy niepowszechna i1 nie wystepujaca uprzednio aktualnos¢ kalendarzowa Rocznikow PAM — Annales
AMS, bowiem tom 51, ktory trzymaja Panstwo w rekach, ukazuje si¢ w potowie 2005 roku.

Niezaleznie od tego nieustannie wypelnieni jesteSmy troska o jakos¢ przekazu, dlatego oczekujemy wszel-
kich uwag dotyczacych naszego pisma i zawartych w nim artykutéw. Komentarze naukowe beda publikowane
w kolejnych numerach.

Redaktor Naczelny
prof. dr hab. n. med. Ireneusz Kojder
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WENANCJUSZ DOMAGALA

PRZEMOWIENIE REKTORA POMORSKIEJ AKADEMII MEDYCZNEJ
NA INAUGURACJE ROKU AKADEMICKIEGO 2004/2005

ADDRESS BY RECTOR OF THE POMERANIAN MEDICAL UNIVERSITY
INAUGURATING THE ACADEMIC YEAR OF 2004/2005

Wysoki Senacie!

Wysokie Rady Wydziatow!

Ekscelencjo, Ksigze Arcybiskupie!

Panie Wojewodo!

Panie Marszatku!

Panie Prezydencie Miasta!

Magnificencje, Panowie Rektorzy!

Panie Dyrektorze Narodowego Funduszu Zdrowia!
Panie Komendancie Policji!

Panowie reprezentanci Korpusu NATO!

Panie Konsulu Honorowy Krolestwa Norwegii!
Herr Professor Hartmunt Goos!

Drodzy Studenci!

Szanowne Panie i Szanowni Panowie!

Rozpoczynamy dzisiaj 57 rok dziatalnosci Pomorskiej Akademii Medycznej. Na wstgpie chcialbym poinformowac,
ze w biezacym roku:(1) w zwiazku z perspektywa uruchomienia nowych kierunkéw studiow Wydziat Pielggniarski
uzyskat nazwe¢ Wydziatu Nauk o Zdrowiu, (2) w Szpitalu Klinicznym nr 1 oddany zostal do uzytku nowoczesny
Oddziat Hematologii i Onkologii Dziecigcej I Kliniki Chordéb Dzieci, wybudowany i wyposazony gtownie staraniem
Stowarzyszenia Dzieci Rodzicow Chorych na Biataczke. W tym miejscu sktadam serdeczne podzigkowania zarzado-
wi i1 czlonkom Stowarzyszenia oraz wszystkim sponsorom, ktorzy umozliwili zaistnienie tego dzieta, (3) Pomorska
Akademia Medyczna wraz z Akademia Rolnicza weszta w sktad koordynowanego przez Politechnike Szczecinska
Zachodniopomorskiego Centrum Zaawansowanych Technologii zaakceptowanego przez KBN do finansowania. Row-
niez Migdzynarodowe Centrum Nowotworow Dziedzicznych prof. dr. hab. Jana Lubinskiego uzyskato status Centrum
Doskonato$ci finansowanego przez KBN, (4) rozpoczeto modernizacje budynku przy ul. Zotnierskiej na potrzeby
Wydziatu Nauk o Zdrowiu. Bedzie ona zakonczona w roku przysztym.

Dydaktyka

W minionym roku akademickim w Pomorskiej Akademii Medycznej studiowalo tacznie 1959 studentéw, w tym
na Wydziale Lekarskim 1020, na Wydziale Stomatologii 408 i na Wydziale Pielegniarskim 531. W programie anglojg-
zycznym na Wydz. Lekarskim studiowalo 128 studentow, glownie z Norwegii.

W biezacym roku na podstawie wynikow ogolnopolskiego egzaminu testowego przyjeto 131 oséb na Wydziat
Lekarski 1 80 os6b na Wydziat Stomatologii. Najlepsze wyniki uzyskali: na Wydziale Lekarskim pan Michat Post
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(LO w Lobzie) — 111 pkt /120 mozliwych, a na Wydziale Stomatologii pani Anna Krasnoborska (LO w Grajewie)
— 98 pkt. Wymienionym studentom i profesorom licedéw, z ktorych pochodza, serdecznie gratuluj¢! Na Wydziale Nauk
0 Zdrowiu przyjeto w biezacym roku 150 osob na licencjackie studia pielegniarskie, 22 osoby na specjalno$¢ ratowni-
ctwo medyczne, 54 osoby na zaoczne magisterskie studia pielggniarskie i 77 0sob na tzw. studia pomostowe.

W programie anglojezycznym na Wydziale Lekarskim naukg rozpocznie na I roku 50 oséb. Jest to najwigksza grupa
w historii programu angloj¢zycznego PAM. Sktadam podzigkowanie panu dr. hab. Markowi Drozdzikowi — prodzieka-
nowi ds. programu angloj¢zycznego za skuteczne zaangazowanie w tym zakresie.

W czasie wakacji zostaty wyremontowane i oddane do uzytku 3 nowe sale seminaryjne w SPSK nr 1 przy ul. Unii
Lubelskiej, co dalej usprawni proces dydaktyczny. Prorektor ds. dydaktyki prof. dr hab. Przemystaw Nowacki opraco-
wat i nadzorowat przeprowadzenie ankiety, w ktorej studenci ocenili proces dydaktyczny i zaangazowanie nauczycieli.
Wyniki ankiety sa obecnie analizowane. Prof. dr hab. Dariusz Chlubek zorganizowatl dla studentéw medycyny I Ogél-
nopolski Konkurs Wiedzy Biochemicznej pod nazwa Superhelisa 2004.

W ramach posiadanej przez uczelni¢ tzw. Karty Erasmusa 5 studentow studiowalo na Uniwersytecie w Greifswaldzie
w roku akad. 2003/04 (czg$ciowo finansowani byli z Programu Sokrates—Erasmus, a czg$ciowo ze stypendiow Rektora
PAM). Po raz pierwszy w ramach wymiany studentéw z Uniwersytetem w Greifswaldzie studentka I'V roku Wydziatu
Medycznego tegoz Uniwersytetu studiowata w semestrze letnim 2003/2004 w Pomorskiej Akademii Medyczne;.

W biezacym roku akademickim 2 studentéw studiowaé bedzie na Uniwersytecie w Lipsku, a 7 0s6b na Uniwer-
sytecie w Greifswaldzie (i tym razem kilka tych stypendiow pochodzi z Programu Sokrates—Erasmus, a kilka zostato
ufundowanych przez Rektora PAM). Zostaty podjete kroki w kierunku nawigzania wymiany w ramach Programu
Socrates—Erasmus z jednym z uniwersytetow w Wielkiej Brytanii. Rozwijajaca si¢ systematycznie wymiang studen-
tow w programie Socrates/Erasmus zawdzigczamy zaangazowaniu pani dr hab. Elzbiety Urasinskiej, ktorej sktadam
podzigkowanie.

W imieniu Wtadz Uczelni cheiatbym serdecznie podzigkowaé wszystkim nauczycielom akademickim, ktorzy biora
udziat w zajeciach z uczniami Liceum Ogdlnoksztatcacego nr V w Szczecinie w ramach patronatu, jaki PAM objg¢ta nad
ta szkola, oraz panom prof. dr hab. Dariuszowi Chlubkowi, dr hab. Krzysztofowi Borowiakowi i dr n. med. Andrzejowi
Brodkiewiczowi za wspotorganizowanie Zachodniopomorskiego Festiwalu Nauki, a takze wszystkim, ktorzy w tym
festiwalu biora czynny udziat.

Zatrudnienie i awanse

W Pomorskiej Akademii Medycznej na petnych etatach zatrudnione sa 863 osoby, w tym 506 nauczycieli akade-
mickich. Sposrod nich 42 osoby posiadaja tytul profesora, a 65 0sob stopien doktora habilitowanego. Nadal $rednia
wieku w dniu zatwierdzenia habilitacji wynosi w naszej uczelni ok. 44 lata, co oznacza, ze szereg 0sob uzyskuje ten
stopien ponizej 40 roku zycia.

W ubieglym roku akademickim tytuty profesora uzyskali profesorowie: Andrzej Zyluk i Piotr Gutowski. Wymie-
nionym profesorom serdecznie gratuluj¢! Stopien naukowy doktora habilitowanego uzyskato w ubiegtym roku 12 0s6b
(wszystkie na Wydziale Lekarskim), a stopien doktora nauk medycznych 78 0sob (65 na Wydz. Lekarskimi 13 na Wydz.
Stomatologii). To bardzo dobrze jak na mata uczelnig.

W dniu dzisiejszym przechodza na zashuzona emeryture profesorowie zwyczajni: Jan Horodnicki, Jan Krolewski, Grzegorz
Szumilowicz, a takze mgr Ewa Kepel-Matusiewicz. Na emeryture przeszto rowniez 9 dtugoletnich pracownikéw nie beda-
cych nauczycielami akademickimi, w tym pan mgr Waldemar Pomorski zastgpca dyrektora PAM. Wszystkim wymienionym
i niewymienionym skladam serdeczne podzigkowanie za trud i poswigcenie wlozone w rozwdj naszej Uczelni.

Zmarli

Szanowni Panstwo!

W minionym roku odeszli do wieczno$ci dlugoletni i zastuzeni nauczyciele akademiccy: profesorowie Zbigniew
Marzecki, Bronistaw Olejak, dr hab. Andrzej Szczygielski, doktorzy: Michat Cielecki, Roman Turczynowski, Doro-
ta Samujto, mgr Elzbieta Karpinska — wieloletni kwestor PAM, mgr Violetta Luczynska i Henryk Banasiewicz. Dla
uczczenia Ich pamigci prosze wszystkich obecnych o powstanie i chwilg milczenia.

Nauka

W minionym roku pracownicy PAM opublikowali 462 prace w czasopismach recenzowanych, w tym 83 w reno-
mowanych czasopismach zagranicznych (w roku 2003 — 86) oraz 117 prac w wydawnictwach zbiorowych (w tym 20
w zagranicznych), a takze 19 podrgcznikdéw, monografii i skryptow.

W Uczelni prowadzone sa 33 (w roku 2003 — 41) granty finansowane przez KBN, w tym 5 z ostatniego konkursu.
W 5 Programie Ramowym Unii Europejskiej pracownicy PAM biora udzial w 6 projektach naukowych. Prof. dr hab.
Jan Lubinski jest koordynatorem jednego projektu i partnerem w dwoch innych, prof. dr hab. Anna Boron-Kaczmarska,
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dr n. med. Magdalena Leszczyszyn-Pynka, prof. dr hab. Janusz Fydryk i dr hab. Bogustaw Machalinski sa partnerami
w 4 innych projektach. W 6 Programie Ramowym UE prof. dr hab. Jan Lubinski jest koordynatorem jednego migdzy-
narodowego projektu.

W algorytmie naukowym Uczelni pierwsze pi¢é¢ miejsc pod wzgledem liczby uzyskanych punktéw w ubiegtym
roku zajety w kolejno$ci: Zaktad Genetyki i1 Patomorfologii, Zaktad Patomorfologii, Katedra Biochemii Klinicznej
i Diagnostyki Laboratoryjnej, Klinika Endokrynologii, Nadcisnienia Tetniczego i Chorob Przemiany Materii oraz
Zaktad Biochemii i Chemii.

W ubiegltym roku akademickim pracownicy naukowi PAM zorganizowali 11 ogdlnopolskich konferencji i sympozjow
naukowych, w tym 4 konferencje miedzynarodowe z duzym udzialem gos$ci zagranicznych. Dzial Nauki i Wspdtpracy
z Zagranicg byl wspotorganizatorem konferencji naukowe;j ,,Szczecin Day”w Greifswaldzie, ktora umocnita kontakty
naukowe z pracownikami Uniwersytetu w Greifswaldzie nawiazane w czasie konferencji ,,Greifswald Day” zorga-
nizowanej w Szczecinie w 2003 roku. Prof. dr hab. Jan Lubinski wraz z migdzynarodowym zespotem redakcyjnym
rozpoczal wydawanie nowego czasopisma naukowego pt. ,,Hereditary cancer in clinical practice”. Jest to kwartalnik,
ktory ukazuje si¢ pod auspicjami UICC i PAM jako jedyne czasopismo migdzynarodowe wydawane przez uczelnig
medyczna w Polsce.

W biezacym roku mija 10 lat od powotania w PAM Studium Doktoranckiego. Kierownikowi studium panu prof.
dr. hab. Zygmuntowi Machoyowi sktadam podzigkowanie za wlozony trud w utrzymanie na wysokim poziomie tej
kuzni kadr naukowych dla PAM.

Wydawnictwa

Dziat Wydawnictw PAM wydal w roku akademickim 2003/2004 18 tytulow naukowych oraz 11 tytutow dydak-
tycznych i informacyjnych. Panu prof. dr hab. Ireneuszowi Kojderowi — redaktorowi naczelnemu oraz zespotowi wy-
dawnictwa sktadam serdeczne podzigkowanie za wysoki poziom merytoryczny i edytorski wszystkich pozycji.

Nagrody i wyréznienia

W roku akademickim 2003/2004 stypendium naukowe Ministra Zdrowia otrzymywat student IV roku Wydziatu
Stomatologii Marcin Post. W konkursie Primus Expert obecnie juz absolwentka Wydzialu Lekarskiego lek. Anna Po-
temkowska zajeta I miejsce wsrod uczelni medycznych.

Pan prof. dr hab. Krzysztof Marlicz zostat wybrany w sktad Zespotu Nauk Medycznych Komitetu Badan Na-
ukowych, a pan prof. dr hab. Leonidas Samochowiec otrzymat godnos$¢ cztonka honorowego Polskiego Towarzystwa
Farmakologéw. Serdecznie panom profesorom gratuluje!

Fundacja na Rzecz Nauki Polskiej przedtuzyta stypendium dla dra n. med. Tomasza Byrskiego z zespotu prof. dr.
hab. Jana Lubinskiego na rok 2004.

Zespotowa nagrodg naukowa Ministra Zdrowia otrzymali: prof. dr hab. Jan Lubinski, dr n. med. Anna Jakubowska,
dr n. med. Jacek Gronwald, dr n. med. Bohdan Goérski, dr n. med. Tadeusz Debniak, dr hab. n. med. Wojciech Lubinski
za cykl (8) prac z dziedziny diagnostyki molekularnej i aspektéw klinicznych nowotworéw dziedzicznych. Zarzad
Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej przyznat panu prof. dr. hab. Janowi Lubinskiemu trzyletnie subsydium w edycji
konkursu ,,Subsydia Profesorskie” w dziedzinie nauk przyrodniczych i medycznych. W gronie laureatow znalezli si¢
reprezentanci 5 uczelni medycznych, 4 uniwersytetow i 4 instytutéw PAN oraz dwaj uczeni z innych placowek.

Szczecinskie Towarzystwo Naukowe wyroznito medalem STN Amicus Scientiae et Veritatis dr. n. med. Grzegorza
Kuliga z Kliniki Endokrynologii, Nadci$nienia Tgtniczego i Chordb Przemiany Materii, tzw. Zachodniopomorski Nobel
za osiagnigcia w dziedzinie medycyny trafit do dr. n. med. Jerzego Gronwalda z Zaktadu Genetyki i Patomorfologii.

Szpital Kliniczny nr 2 oraz Klinika Potoznictwa i Perinatologii odznaczone zostaty tytutem WHO/UNICEF ,,Szpital
Przyjazny Dziecku”. Panu prof. dr. hab. Ryszardowi Czajce i zespotowi kliniki oraz dyrekcji i pracownikom szpitala
serdecznie gratuluje!

W artykule pt. ,,Podstawowy wskaznik jakoséci” (Forum Akademickie nr 78, 2004, str. 40—43) prof. Andrzej Pilc
podat liste najczesciej cytowanych naukowcoéw w Polsce z dziedziny biomedycyny, wykorzystujac Science Citation
Index i kryterium 1000 cytowan prac danego autora. Sposrod 5500 profesoréw i doktoréw habilitowanych tylko 138
0s0b opublikowato prace cytowane ponad 1000 razy. W tej elitarnej grupie znalazto sig troje profesoréw z Pomorskiej
Akademii Medycznej. Sa to kardiolog i dwoch patomorfologdéw: prof. dr hab. Zdzistawa Kornacewicz-Jach, ktorej
15 prac cytowanych bylo 2055 razy, kierownik zaktadu patomorfologii, ktorego 81 prac cytowanych byto 1302 razy
i prof. dr hab. Jan Lubinski, ktorego 82 prace cytowane byly 922 razy. Pani profesor i panu profesorowi serdecznie
gratuluje! Zwazywszy, ze z jednej strony wigcej niz 50 cytowan uzyskuje jedynie ok. 1% publikacji, a ponad 100 cy-
towan — tylko 0,3%, a z drugiej strony w tak duzych uczelniach jak AM we Wroctawiu, Lublinie i Poznaniu znajduje
si¢ tylko odpowiednio 1, 2, 4 naukowcow, ktorych prace cytowano ponad 1000 razy, ranking ten potwierdza wysoka
jakos¢ publikacji naukowych naszej matej uczelni. Warto dodaé, ze w rankingu tygodnika ,,Wprost” PAM znalazla si¢
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na 15 miejscu sposrod 29 najlepszych polskich uczelni klasy migdzynarodowej — jako jedyna szkota wyzsza naszego
regionu w tej grupie.

Niestety kolejny rok PAM nie otrzymata zadnej dotacji na inwestycje budowlane, a wtadze lokalne — miejskie
i wojewodzkie — nie wykazaty w tym zakresie zadnego zrozumienia dla potrzeb swojej jedynej uczelni wyzszej klasy
migdzynarodowe;.

Uczelnia w otaczajacej rzeczywistosci

Nie sposob nie odnies¢ si¢ dzisiaj do tragicznej wrecz sytuacii szpitali w ogole, a szpitali klinicznych w szczegol-
nos$ci. Jak wspomniatem w ubieglym roku, wszyscy widzimy, ze system opieki zdrowotnej w Polsce jest cigzko chory,
moze nawet jest to choroba nieuleczalna, poniewaz system finansowania stuzby zdrowia ma wszelkie cechy procesu
patologicznego.

Wprowadzony przez NFZ system narzuconych szpitalom klinicznym limitéw przyjec jest sprzeczny z sama
istota i celem istnienia tych szpitali, jakim jest m.in. udzielanie wysokospecjalistycznych §wiadczen — wszystkim
bez wyjatku ich potrzebujacym. Z drugiej strony system ten prowadzi bezposrednio do marnotrawienia publicz-
nego grosza, gdyz ogromny potencjat szpitali klinicznych stoi niewykorzystany. Nowoczesna aparatura zakupiona
za miliony ztotych, najlepsi lekarze — specjali$ci w regionie nie moga leczy¢ chorych, bo szpital kliniczny dostat
za maly limit punktéw, a za leczenie poza limitem NFZ i nikt inny nie zaplaci. Nie chca réwniez ptaci¢ za leczenie
w szpitalach klinicznych mieszkancow miasta Szczecina wtadze miejskie, pomimo iz sa zobowiazane do zapewnienia
opieki zdrowotnej swoim mieszkancom. Chorzy wigc stoja w kolejce. Pytam, kto jest odpowiedzialny za to, ze chorzy
musza oczekiwaé tygodniami na operacje kardiochirurgiczne nie dlatego, ze nie ma miejsc w klinice — sa miejsca,
sa trzy nowoczesne, znakomicie wyposazone sale operacyjne wykorzystane tylko cz¢sciowo. Sa tez wybitni kardio-
chirurdzy, ale w sztuczny sposob dtawi si¢ funkcjonowanie kliniki zbyt matymi limitami dla szpitala klinicznego.
A noworodki! Gdzie maja si¢ rodzi¢, gdy w klinice, ktora wyrdzniona zostata przez WHO tytutem ,,Szpital przyjazny
dziecku”, wtasnie skonczyly si¢ limity? Na marginesie, jakie to smutne, gdy czlowiek przychodzi na §wiat ,,poza
limitem”, od razu przynoszac dtug szpitalowi, w ktorym si¢ urodzit! Trzeba jasno powiedzie¢, ze system limitow
utrudnia lub wreez uniemozliwia mieszkancom Szczecina i wojewddztwa dostep do wysokospecjalistycznych klinik
w szpitalach klinicznych. Trzeba tez jasno powiedzie¢, ze narzucone w tym roku szpitalom klinicznym limity sa
swego rodzaju petla na szyi, ktora powoli dociskana przez zmniejszanie tych limitéw doprowadzi do ich zadtuzenia
si¢ i bankructwa. Wraz z upadkiem szpitali klinicznych przestanie istnie¢ Pomorska Akademia Medyczna, a Szczecin
zostanie jeszcze wigkszym niz jest obecnie zasciankiem. Czy do tego daza wladze miejskie, samorzadowe i rzadowe
wraz z wojewodzkim oddzialem NFZ?

Trzeba jeszcze raz powtorzyc, ze szpitale kliniczne nie sa takie same jak szpitale powiatowe i szpitale marszatkowskie.
Maja inne zadania, inny sprzet i kadrg medyczna, lecza inne grupy pacjentow. W istniejacym systemie sg ostatnim ogni-
wem, do ktorego szpitale nizszych poziomow referencyjnych przesytaja trudnych i drogich diagnostycznie i terapeutycznie
pacjentdw, chorych z powiktaniami lub z rzadkimi chorobami. W szpitalach klinicznych zdobywa si¢ wiedz¢ medyczna,
a beneficjentami ich dziatan w dydaktyce przed- i podyplomowej sa pozostale szpitale i przychodnie oraz NFZ. Nie mozna
wigc szpitala klinicznego traktowaé pod wzgledem finansowania tak jak szpital powiatowy, a jednoczes$nie uwazac pod
wzgledem merytorycznym za szpital najwyzszego poziomu referencyjnosci (ktorym jest on w rzeczywistosci), gdzie leczy
si¢ najtrudniejsze powikltania i pacjentow z chorobami wymagajacymi znacznych dodatkowych naktadow finansowych.
Takie schizofreniczne podejscie moze jedynie doprowadzi¢ do powolnego i systematycznego upadku szpitali klinicznych,
czego wlasnie jestesmy Swiadkami. Gdzie wtedy beda si¢ uczy¢ studenci? Gdzie zdobywaé wiedz¢ i umiejetnosci lekarze
w procesie specjalizacji? Gdzie beda kietkowac nowe pomysty diagnostyczno-lecznicze? W szpitalach powiatowych?

Prezydent Miasta Szczecina zahipnotyzowany Szpitalem Miejskim nie dostrzega w ogole potrzeb szpitali kli-
nicznych, w ktorych przeciez leczy si¢ nie kto inny tylko mieszkancy Szczecina. Marszatek wojewodztwa troszczy
si¢ wylacznie o szpitale, dla ktorych jest organem zalozycielskim, nie pamigtajac o szpitalach klinicznych, w ktorych
leczy sig¢ nie kto inny tylko mieszkancy wojewodztwa. Wyrazam przekonanie, ze Urzad Marszatkowski jako organ
zatozycielski nie dopusci do zapowiedzianego na rok przyszty przez dyrektora Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego
wypedzenia Kliniki Endokrynologii, Nadci$nienia Tgtniczego i Chordb Przemiany Materii ze szpitala przy ul. Arkon-
skiej. Nie musze¢ dodawac, ze jest to klinika o uznanym dorobku profesjonalnym i naukowym, w ktorej pracuje wielu
wybitnych specjalistow.

Widaé¢ wyraznie, ze w mieScie Szczecinie 1 w wojewddztwie nie ma zadnej spojnej strategii dotyczacej leczenia
szpitalnego. Za duze pieniadze otwiera si¢ w roznych szpitalach oddziaty dublujace pracg istniejacych juz jednostek,
m.in. nie wykorzystanych, ze wzglgdu na limity, szpitali klinicznych. Dlatego uwazam za konieczne pilne powolanie
specjalnego zespotu ztozonego z odpowiedzialnych za stuzbe zdrowia przedstawicieli marszatka, wojewody, prezy-
denta miasta, NFZ i rektora PAM dla wspdlnego opracowania optymalnej strategii rozwoju szpitalnictwa w miescie
1 wojewodztwie.
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Stowo do studentéw

Na zakonczenie chciatbym si¢ zwroci¢ bezposrednio do studentéw naszej Uczelni, a szczegdlnie do Kolezanek
1 Kolegow z pierwszego roku studiow. Teraz jest czas, aby$ w sposdb powazny 1 poglebiony przemyslat sobie podstawowe
zagadnienia etyczne. Zwro¢ uwage, ze lekarz jest z natury rzeczy przyjacielem chorego i to przyjacielem, do ktorego chory
ma wrecz bezgraniczne zaufanie, gdyz to lekarz wszelkimi sposobami zabiega i walczy o jego zycie i zdrowie. A wigc
lekarz jest oczywiscie przyjacielem zycia, adwokatem zycia. Kazdego zycia i istoty ludzkiej juz poczetej, a jeszcze nie
narodzonej, i istoty ludzkiej w dziecinstwie, i w wieku dojrzatym, i istoty ludzkiej starej, schorowanej i nieuleczalnie
chorej. Na kazdym z tych etapow peregrynacji cztowieka lekarz idzie reka w reke razem z nim i z jednakowa energia
i zaangazowaniem walczy o zdrowie i Zycie. Strzez sie warto$ciowania zycia. Kazde jest jednakowo cenne i wazne! Zycie
mtodego, preznego 30-latka jest tak samo cenne, wazne i pozyteczne jak zycie poczetego, a jeszcze nie narodzonego
dziecka i starego, schorowanego, nieuleczalnie chorego cztowieka. Nie daj si¢ zwies¢ prorokom aborcji i eutanazji, ale
spokojnie, wytrwale i z po§wigceniem walcz o kazde zdrowie i Zycie tobie powierzone. Wtedy zastuzysz na zaufanie
chorego, ktore jest podstawa sukcesu terapeutycznego. A tego sukcesu mozna oczekiwac tylko wowczas, gdy chory
moze liczy¢ na lekarza w kazdych okoliczno$ciach, bez wyjatku. Rozwazajac problem eutanazji, nie zapomnij, ze tak
si¢ jako$ sktada, ze wysuwane przez zdrowych zadanie eutanazji w dziwny sposob laczy si¢ ze wzrostem kosztéw na
opieke zdrowotng i z niewystarczajaca iloécia srodkow na zdrowie. To wszystko, o czym tu mowimy, musisz sobie
doglebnie przemysle¢. Ale nie martw sig, pomozemy Ci w tej refleks;ji.

Chociaz spotecznos¢ akademicka Pomorskiej Akademii Medycznej wchodzi w nowy rok akademicki ze §wiado-
moscia trudnej i niepewne;j sytuacji szpitali klinicznych, to jednak w oparciu o naszkicowane tutaj réwniez sukcesy
naszej Uczelni patrzymy w przyszto$¢ z umiarkowanym optymizmem, wierzac, ze bgdziemy w stanie sprosta¢ nowym
wyzwaniom.

Witam serdecznie w murach naszej Uczelni studentow I roku studiow, a wszystkim studentom, nauczycielom
akademickim i pracownikom Pomorskiej Akademii Medycznej zycz¢ sukcesow, zdrowia i uporu w pokonywaniu cze-
kajacych nas trudnosci, a takze satysfakcji z dobrze wykonanej pracy.

Rok akademicki 2004/2005 oglaszam za otwarty.
Quod felix, faustum fortunatumque sit!
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Summary

Purpose: The aim of the study was to evaluate and
compare some prognostic factors for rectal cancer in cli-
nical stage T2 and T3.

Material and methods: Patients and methods: 174
consecutive patients with T3 stage tumors and 112 patients
with T2 stage tumors were enrolled. Patients underwent
curative resection for rectal cancer between January
1993 and December 1997 in eight hospitals of Szczecin.
Kaplan—Meier survival analysis was used to determine
survival rates. Significance was checked with the log-rank
test. Multivariate analyses were adjusted using Cox pro-
portional hazard models.

Results: No significant differences in morbidity and
mortality between the studied groups were observed. Po-
stoperative surgical complications were found in 30 patients
with T3 stage tumors (17.2%) and 15 patients (13.4%) with
T2 stage tumors. Overall five-year survival was higher in
patients with T2 stage tumors (56%) than in patients with
T3 stage tumors (40%) and local recurrence was observed
in 13.9% and 16.7% of the patients, respectively. Multiva-
riate analysis showed that grade, lymph node involvement,

local recurrence, surgeon’s experience, postoperative com-
plications, inadvertent perforation of tumor, and adjuvant
chemotherapy had a significant effect on survival in T3
stage tumors. In T2 stage tumors, survival was influenced
by grade and local recurrence.

Conclusion: Comparative analysis showed that clini-
cal and p athological factors were of great importance for
prognostication in the more advanced T3 stage, whereas
clinical factors had no value in T2 stage.

Key words: rectal cancer — prognostic factors — T2
stage — T3 stage.

Streszczenie

Wstep: Celem pracy byta ocena wybranych czynnikéw
rokowniczych po operacjach raka odbytnicy w stadiach
zaawansowania klinicznego T2 i T3 oraz poréwnanie war-
tosci tych czynnikéw w dwoch badanych stadiach.

Materiat i metody: Analizowano 174 chorych z rakiem
odbytnicy w stadium zaawansowania T3 i 112 chorych
w stadium T2 leczonych radykalnie we wszystkich kli-

* Zwigzta wersja rozprawy doktorskiej przyjetej przez Radg Wydziatu Lekarskiego Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie. Promotor:
dr hab. n. med. Jozef Ktadny. Oryginalny maszynopis obejmuje: 114 stron, 39 rycin, 62 tabele, 301 pozycji piSmiennictwa.

* Concise version of doctoral thesis approved by the Council of the Faculty of Medicine, Pomeranian Medical University in Szczecin. Pro-
motor: Jozef Ktadny M.D., D.M.Sc.Habil. Original typescript comprises: 114 pages, 39 figures, 62 tables, 301 references.
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nikach i oddziatach chirurgicznych Szczecina w latach
1993-1997.

Wyniki: Analizy wykazaty, ze wezesne wyniki leczenia
RO w obu stadiach zaawansowania nie r6znity sig istotnie.
Poréwnanie wynikéw odlegtych wykazato wigksza szanse
przezycia chorych w stadium T2 (56% przezy¢ 5-letnich)
w poréwnaniu do 40% w stadium T3. Nawrot miejscowy
stwierdzono nieznacznie czg$ciej u chorych w stadium T3
(16,7% vs. 13,9%). Analizy statyczne wykazaty, ze istotne
znaczenie rokownicze w stadium T3 miaty: stopien zto-
sliwosci histologicznej, obecno$¢ przerzutow w weztach
chlonnych, nawrét miejscowy, do§wiadczenie operatora,
powiktania w okresie pooperacyjnym, niezamierzona
perforacja guza i zastosowanie chemioterapii. W stadium
T2 istotny wplyw na przezycie miaty: stopien ztosliwosci
histologicznej i nawrot miejscowy.

Whioski: Na podstawie analiz mozna stwierdzi¢, ze
warto$¢ czynnikow prognostycznych jest wigksza w rakach
bardziej zaawansowanych, a niektore czynniki uznawane
za rokownicze nie maja istotnego wpltywu na wyniki le-
czenia w rakach mato zaawansowanych.

Hasta: rak odbytnicy — czynniki prognostyczne —
stadium T2 — stadium T3.

Wstep

Rak jelita grubego (RJG) stanowi powazny problem
wspoélczesnej medycyny. Jest on najczestszym nowotworem
przewodu pokarmowego i jednym z najczgsciej wystepuja-
cych nowotworéw ztosliwych u cztowieka [1]. Szacuje sig,
ze w 2000 roku na §wiecie rozpoznano ok. 945 tys. nowych
przypadkow RIJG, stanowity one 9,4% wszystkich zacho-
rowan i byly trzecia co do czgstosci przyczyna zachorowan
na nowotwory ztosliwe w skali globu. W tym samym roku
odnotowano ok. 492 tys. zgonéw z powodu RJG [1]. W
Polsce RJG jest druga co do czgstosci przyczyna zachoro-
wan i zgondw z powodu nowotwordw ztosliwych. W 1999
roku do krajowego rejestru nowotworow zgloszono 10 909
nowych zachorowan na RJG, w tym 4786 przypadkow raka
odbytnicy i odbytu (RO) (44% wszystkich zachorowan).
Zarejestrowano takze 7987 zgonow z powodu RJG, w tym
2920 zgonow z powodu RO [2]. Wyniki odlegle leczenia
raka odbytnicy w Polsce naleza do jednych z najgorszych
w Europie, gdyz tylko ok. 21% chorych ma szansg przezy¢
5 lat. Dla poréwnania §redni czas przezycia 5-letniego
w Europie wynosi 42% [3]. Jedynym skutecznym sposobem
leczenia RO jest leczenie chirurgiczne [5, 6, 7, 8, 9]. Znaczny
postep w chirurgicznym leczeniu RO dokonat si¢ w latach
dziewig¢dziesiatych minionego wieku dzigki wprowadzeniu
przez Healda techniki polegajacej na calkowitym wycigciu
krezki odbytnicy (total mesorectal excision— TMFE) [10, 11].
Resekcja odbytnicy technika TME poprawia wyniki leczenia
RO, gdyz pozwala zmniejszy¢ ryzyko nawrotow miejsco-
wych z20-40% do ok. 3—12%, a jednoczes$nie zwigksza

szansg przezycia [10, 12, 13]. W leczeniu uzupelniajacym
RO stosuje sig zarowno leczenie chemiczne [14, 15, 16], jak
i radioterapig¢. Dane opublikowane w ostatnich latach do-
starczyty wiele dowodow wskazujacych na szansg poprawy
wynikéw leczenia raka odbytnicy o zaawansowaniu T3 1 T4,
zlokalizowanego w dolnej i Srodkowej czescei, jezeli leczenie
chirurgiczne bedzie poprzedzane neoadiuwantowym na-
promienianiem [17, 18, 19, 20]. Rokowanie w RO zalezy od
wielu czynnikow, sposrdd ktoérych mozna wymienic: czyn-
niki zwiazane z guzem, czynniki kliniczne, chirurgiczne,
laboratoryjne, a takze inne, jak czynniki onkogenetyczne,
immunologiczne oraz molekularne.

Celem niniejszej pracy byto:

1. Porownanie wynikéw wezesnych leczenia RO w ba-
danych stadiach.

2. Ustalenie wptywu wybranych czynnikéw na wyniki
leczenia RO w stadium T2.

3. Ustalenie wptywu tych czynnikéw na wyniki lecze-
nia RO w stadium zaawansowania T3.

4. Ocena wptywu stadium zaawansowania na cz¢sto$é
wznow miejscowych RO.

5. Ocena wartosci czynnikéw rokowniczych w dwoch
stadiach zaawansowania RO.

Material i metody

Analizie poddano 120 chorych o zaawansowaniu T2 1 207
o zaawansowaniu T3 leczonych z powodu RO we wszystkich
osrodkach chirurgicznych Szczecina (3 kliniki i 5 oddziatow)
w latach 1993—1997. Przedmiotem dalszych analiz byli chorzy,
u ktorych udato si¢ wykonac resekcje radykalna. Wykonano ja
u 174 chorych, tj. 84% pacjentéw z zaawansowaniem klinicz-
nym T3 1 112 (93%) z zaawansowaniem T2. Statystycznej ana-
lizie poddano nastgpujace czynniki jak: wiek 1 pte¢ pacjenta,
osrodek gdzie wykonano zabieg operacyjny, do§wiadczenie
operatora, niezamierzona perforacja guza, lokalizacja guza,
typ zabiegu operacyjnego, margines dalszy, wystapienie
powiktan chirurgicznych w okresie pooperacyjnym, prze-
toczenie koncentratu krwinek czerwonych, wielko$¢ guza,
stopien ztosliwosci histologicznej guza, obecnos¢ przerzutow
w regionalnych weztach chtonnych, zastosowanie chemiotera-
pii uzupetniajacej, nawrodt lokoregionalny i przerzuty odlegle.
Do analizy przezy¢ zastosowano krzywa Kaplana—Meiera.
Roznice w przezyciach poréwnano za pomoca testu log-rank.
Czynniki prognostyczne istotne w analizie jednoczynnikowej
poddano wieloczynnikowej analizie za pomoca regresji pro-
porcjonalnych hazardow Coxa.

Wyniki

Smiertelno$é w okresie okotooperacyjnym (do 30 doby
po operacji) wynosita 3,4% w grupie chorych operowanych
z powodu RO w stadium T3 i 2,7% w$rdd chorych w stadium
T2. Powiktania chirurgiczne stwierdzono u 30 chorych
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w stadium T3 (17,2% operowanych) i u 15 (13,4%) w stadium
T2. Analiza przezy¢ wykazata, ze 40% chorych w stadium
zaawansowania T3 1 56% chorych w stadium T2 przezylo
pig¢ lat. Wznowe miejscowa rozpoznano u 28 (16,7%) cho-
rych w stadium T3 i 14 chorych (13,9%) w stadium T2.

Analiza czynnikéw rokowniczych w stadium T3

Mtodszy wiek pacjenta wiazat si¢ z istotnie wigksza
szansa przezycia, w najmtodszej grupie wiekowej wskaznik
przezyc¢ S-letnich wynosit 53% w porownaniu do 33% w naj-
starszej grupie. Wykazano duze réznice pomigdzy osrodkami.
Wskaznik przezy¢ S-letnich wynosit w zalezno$ci od osrodka,

Tabela 1. Poréwnanie przezy¢ pigcioletnich w stadium T3
w zalezno$ci od osrodka

Table 1. Comparison of S-year survival rates in stage T3 patients in
relation to the operating center

Osrodek / Wskaznik przezy¢ 5-letnich /

Center S-year survival P
1 28% 0,06
2 17% 0,02
3 60% -
4 47% 0,45
5 29% 0,16
6 27% 0,08
7 43% 0,2
8 14% 0,006

w ktorym wykonano zabieg operacyjny, od 14% do 60%, co
przedstawiono w tabeli 1. Dos§wiadczenie chirurga mierzone
liczba wykonanych zabiegow resekcyjnych odbytnicy miato
istotny wpltyw na przezycie chorych. Wskaznik 5-letnich
przezy¢ chorych operowanych przez chirurgdw wykonujacych
przynajmniej 25 zabiegow resekcyjnych odbytnicy wyniost
46%, w poréwnaniu do 29% wsrdd chorych operowanych
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Cumulated proportion of survivors

0,2 — >25 zabiegow resekcyjnych / >25 rectal resections
0.1p 77 <25 zabiegow resekcyjnych / <25 rectal resections
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Czas w latach / Time (years)
Ryc. 1. Przezycia w stadium T3 w zaleznosci od doswiadczenia chirurga

Fig. 1. Survival in stage T3 patients in relation to the surgeon’s caseload

przez chirurgdw wykonujacych mniej zabiegdw, co obrazuje
rycina 1. Umiejscowienie guza w §rodkowej czgsci odbytnicy
wiazalo si¢ z dtuzszym czasem przezycia. Odsetek przezy¢
5-letnich chorych z RO umiejscowionym w srodkowej czgsci
odbytnicy byt 60%, w poréwnaniu do 27%u chorych z guzem
umiejscowionym w dolnej czgsci (tab. 2). U chorych, u ktérych
doszto do $rédoperacyjnej perforacji guza, uzyskano krotszy

Tabela 2. Poré6wnanie przezy¢ 5-letnich w stadium T3 w zaleznoSci
od lokalizacji RO

Table 2. Comparison of 5-year survival rates in stage T3 patients
with regard to the tumor location

Umiejscowienie guza / Wskaz’nik_przeiyc’ Ryzyko
Tumor location 5-letn1ch‘/ zgonu / p
S-year survival RR
Gorna czgsé¢ / Upper part 29% 1,8 0,04
Srodkowa czes¢ / Middle part 60% 1,0 -
Dolna czgs$¢ / Lower part 27% 2,2 0,017

czas przezycia w porownaniu do pozostatej grupy. Wskaznik
przezy¢ S-letnich dla chorych, u ktérych nie doszto do perfo-
racji guza w trakcie zabiegu, wynosit 42%, nikt natomiast nie
przezyt pig¢ lat sposrdd chorych, u ktorych doszto do perfora-
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Czas w latach / Time (years)
Ryc. 2. Przezycia w stadium T3 w zalezno$ci od niezamierzonej
perforacji guza

Fig. 2. Survival in stage T3 patients with regard to tumor spillage

cji guza, co przedstawiono na rycinie 2. Pordwnanie przezy¢
chorych po resekcji przedniej 1 po amputacji brzuszno-kro-
czowej wykazato wigkszy odsetek przezy¢ 5-letnich u tych
pierwszych — 45% vs. 32% (ryc. 3). Powiktania chirurgiczne
w okresie pooperacyjnym mialy istotne znaczenie progno-
styczne. Odsetek przezy¢ 5-letnich wynosit 26% dla chorych,
u ktorych wystapity powiktania chirurgiczne i1 40% dla cho-
rych bez powiktan (ryc. 4). Stopien dojrzatosci histologicznej
guza byt najbardziej istotnym czynnikiem rokowniczym ze
wszystkich badanych. U chorych z guzem wysokozréznico-
wanym stwierdzono wigkszy odsetek przezy¢ w poréwnaniu
do chorych z guzami $rednio- i matozréznicowanymi: 64%
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Ryc. 3. Przezycia w stadium T3 w zalezno$ci od rodzaju operacji

Fig. 3. Survival in stage T3 patients with regard to operation type
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Ryc. 4. Przezycia w stadium T3 w zaleznos$ci od wystapienia powiktan

Fig. 4. Survival in stage T3 patients with regard to postoperative
complications

przezyc¢ 5-letnich chorych ze stopniem ztosliwosci G1 w po-
réwnaniu do 26% u chorych ze stopniem zaawansowania G2
i G3 (ryc. 5). Wykazano istotny wplyw zajgcia regionalnych
wezlow chlonnych na przezycie. Odsetek przezy¢ S-letnich
chorych z zaawansowaniem T3NO wynosit 45% w poréwna-
niu do 26% przezy¢ 5-letnich w stadium T3N+, co obrazuje
rycina 6. Zastosowanie chemioterapii wiazato si¢ z wicksza
szansa przezycia chorego (ryc. 7). U chorych, u ktérych za-
stosowano chemioterapig, zanotowano 59% przezy¢ 5-letnich
w poréwnaniu do 32% chorych, u ktérych nie zastosowano
tej metody. Rozpoznanie nawrotu miejscowego wiazato si¢
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Ryc. 5. Przezycia w stadium T3 w zaleznosci od stopnia dojrzatosci
histologicznej
Fig. 5. Survival in stage T3 patients with regard to grade
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Ryc. 6. Przezycia w stadium T3 w zaleznosci od zajgcia weztow chtonnych

Fig. 6. Survival in stage T3 patients with regard to lymph node metastases
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Ryc. 7. Przezycia w stadium T3 w zalezno$ci od zastosowania

chemioterapii

Fig. 7. Survival in stage T3 patients in relation to adjuvant chemotherapy

z krotszymi przezyciami chorych. Wskaznik przezy¢ 5-letnich
wyniost 47% wsrdd chorych bez nawrotu miejscowego i tylko
6,4% z nawrotem (ryc. 8). Przerzuty odlegle miaty istotny
wplyw na przezycie chorych w badanym materiale. Wskaznik
przezy¢ 5-letnich wynosit 45% dla chorych bez przerzutow
odlegtych i1 18% w grupie chorych, w ktorej rozpoznano po
operacji, z zamiarem wyleczenia, przerzuty do narzadéw
odlegtych (ryc. 9). Pozostale czynniki badane nie miaty
istotnego wptywu na odlegle wyniki leczenia RO. Analiza
wieloczynnikowa wykazata, ze istotny wptyw na przezycia
chorych miaty nastg¢pujace czynniki: stopien ztosliwosci hi-
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Ryc. 8. Przezycia w stadium T3 w zalezno$ci od wystapienia nawrotu
miejscowego

Fig. 8. Survival in stage T3 patients with regard to local recurrence
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Ryc. 9. Przezycia w stadium T3 w zaleznosci od obecnosci przerzutow
odlegtych

Fig. 9. Survival in stage T3 patients with regard to distant metastases
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stologicznej, przerzuty do regionalnych weztow chtonnych,
doswiadczenie chirurga wykonujacego zabieg operacyjny,
powiktania w okresie pooperacyjnym, zastosowanie che-
mioterapii adiuwantowej, nawrdt miejscowy i niezamierzona
perforacja guza.

Analiza czynnikéw rokowniczych w stadium T2

Analiza jednoczynnikowa w stadium zaawansowania
T2 wykazata istotny wptyw lokalizacji guza na wyniki
odlegle leczenia (tab. 3), gdyz stwierdzono znaczne rdznice
w przezyciach migdzy grupa chorych operowanych z po-

Tabela 3. Poréwnanie przezy¢ 5-letnich w stadium T2 w zalezno$ci
od umiejscowienia guza

Table 3. Comparison of 5-year survival rates in stage T2 patients
with regard to the tumor location

guza miat istotny wplyw na czas przezycia chorych. Za-
obserwowano wigkszy odsetek przezyé 5-letnich wsrod
chorych, u ktérych rozpoznano guz wysokozréznicowany
W porownaniu z guzami $rednio- lub matozréznicowanymi
(75,8% vs. 40%), co przedstawiono na rycinie 10. Wznowa
lokoregionalna miata istotny wptyw na przezycie chorych.
Wskaznik przezy¢ pigcioletnich wynosit 65% dla chorych
bez wznéw miejscowych i 14% dla chorych, u ktorych
stwierdzono nawro6t miejscowy (ryc. 11). Rozpoznanie
przerzutow odlegtych wiazalo sig z istotnie mniejsza szansa
przezycia, co przedstawiono w tabeli 4. Wskaznik przezy¢

Tabela 4. Poréwnanie przezy¢ pigcioletnich w stadium T2
w zalezno$ci od rozpoznania przerzutéw odleglych

Table 4. Comparison of 5-year survival rates in stage T2 patients
with regard to distatnt metastases

wodu guzéw umiejscowionych w gornej czgsci odbytnicy
(80% przezy¢ 5-letnich) i grupa z guzem zlokalizowanym
nizej (w srodkowej czgsci uzyskano 64%, a w dolnej czgsci
50% przezy¢ 5-letnich). Stopien ztosliwosci histologicznej
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Ryc. 10. Przezycia w stadium T2 w zalezno$ci od stopnia dojrzatosci
histopatologiczne;j

Fig. 10. Survival in stage T2 patients with regard to grade
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Ryc. 11. Przezycia w stadium T2 w zalezno$ci od rozpoznania wznowy
miejscowej

Fig. 11. Survival in stage T2 patients with regard to local recurrence

Umicjscowienic guza / Wskaznlk'przezyc Ryzyko Przerzuty odlegle / Wskaznlk.przezyc Ryzyko
. S-letnich / zgonu / P . S-letnich / zgonu / P
Tumor location . Distant metastases .
S-year survival RR S-year survival RR
Gorna czgs¢ / Upper part 80% 1 - Tak (+) 28% 2,4 0,017
Srodkowa cze$¢ / Middle part 64% 2,7 0,04 Nie (-) 62% 1 -
Dolna czg$¢ / Lower part 50% 2,8 0,02

5-letnich wynosit 28% dla chorych z przerzutami odlegty-
mii 62% dla chorych bez stwierdzonych przerzutow odle-
glych w trakcie obserwacji. W analizie wieloczynnikowej
istotny wptyw na przezycie chorych miaty takie czynniki
jak: nawroét miejscowy choroby nowotworowej i stopien
ztosliwosci histologiczne;.

Dyskusja

Wyniki leczenia RO w Polsce nadal odbiegaja od wyni-
kéw leczenia tego schorzenia w krajach zachodniej Europy
1 USA. Szansg przezycia 5-letniego w naszym kraju ma 21%
chorych, dla poréwnania $redni wskaznik przezy¢ 5-letnich
w Europie wynosi 42%, a w USA ok. 57% [3, 21]. Roznice
w wynikach odlegtych leczenia RO sa uwarunkowane wieloma
czynnikami, przede wszystkim klinicznymi i patologicznymi.
Najwigksza warto§¢ prognostyczna przezycia dla chorych
z RO ma stopien zaawansowania nowotworu, co udowodniono
w wielu pracach [7, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33].
Wplyw stadium zaawansowania T (glgboko$¢ naciekania) na
wyniki odleglte leczenia RO jest niezaprzeczalny [5, 25, 27,
30]. Dostepne dane wykazuja, ze szansg przezycia 5-letniego
ma 55—65% chorych w stadium zaawansowania T2 i 40—50%
chorych w stadium zaawansowania T3 [5, 7, 27, 30]. Analiza
autora wykazata wigksza szans¢ wyleczenia chorych w stopniu
zaawansowania T2 (56% przezy¢ 5-letnich) w poréwnaniu do
40% wsrdd chorych w stadium T3. W niewielu doniesieniach
analizowano wplyw stadium zaawansowania T na wyniki
leczenia RO. W badaniach Gundersona zanotowano 69%
przezy¢ 5-letnich w stadium zaawansowania T1-T2 i148%
w stadium T3 [34]. Nawrot lokoregionalny pozostaje nadal
najwigkszym problemem po wycigciu odbytnicy z powodu
RO [5, 7, 36, 37]. Ostatnie 2 dekady przyniosty duzy postep
w leczeniu RO, po pierwsze wielka popularnoscia cieszy
si¢ TME, a po drugie uznana metoda w leczeniu miejscowo
zaawansowanego RO stala si¢ radioterapia przedoperacyjna.
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Propagowana przez Healda metoda, polegajaca na catkowitym
wycigciu mezorektum, spowodowata zmniejszenie czgstosci
nawrotow miejscowych do 3—8% [12, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44]. Znaczenie rokownicze wieku i plci pozostaje nadal kon-
trowersyjne. Wyniki analizy jednoczynnikowej wykazaty
istotny wptyw wieku na przezycie chorych w stadium T3,
w analizie wieloczynnikowej jednak nie potwierdzono istot-
nosci rokowniczej tego czynnika. W stadium T2 zas wiek nie
mial istotnego wptywu na przezycie. W badaniach wtasnych
mimo ze zanotowano wigkszy odsetek przezy¢ 5-letnich
wsrod kobiet w obu grupach badanych, pte¢ nie miata istot-
nego wptywu na przezycie chorych. Wyniki analiz wykazaty,
ze najwigksze znaczenie rokownicze na przezycie chorych
w obu stadiach zaawansowania mial stopien zltosliwosci
histologicznej nowotworu (grade). Wyniki te byty podobne
do uzyskanych przez Takahashi, ktory w swoich badaniach
zanotowat 75,3% 5-letnich przezy¢ w stopniu zaawansowania
Gl1, 64% w G2 125% w G3 [45]. Ogromna liczba doniesien
w pisSmiennictwie dotyczy tego zagadnienia.

Wigkszo$¢ badaczy potwierdza prognostyczny wplyw
stopnia ztosliwosci histologicznej nowotworu [14, 36, 46, 47,
48, 49, 50], jednak istnieja doniesienia, w ktorych nie stwier-
dzono zwiazku migdzy stopniem dojrzatosci histologiczne;j
guza a wynikami leczenia RO [10, 37, 51]. W stadium T2
doswiadczenie chirurga, jak i o§rodka nie mialo istotnego
wplywu na przezycie chorych, ale takie doswiadczenie miato
znaczenie prognostyczne w stadium zaawansowania T3. Do-
$wiadczenie chirurga mierzone liczba zabiegdw resekcyjnych
odbytnicy wykonanych w okresie badania zwigkszato szansg
przezycia 5-letniego do 46% wsrod chorych operowanych
przez chirurgdw wykonujacych co najmniej 25 zabiegow re-
sekcyjnych w poréwnaniu do 29% dla chorych operowanych
przez tych z mniejszym doswiadczeniem. Podobne wyniki
otrzymat w swoich badaniach Porter [52]. Znaczenie rokow-
nicze do$wiadczenia chirurga opisalo wielu autorow [13,
54, 55, 56, 57]. Inne doniesienia nie potwierdzaja wptywu
doswiadczenia chirurga na wyniki leczenia RO [58, 59, 60,
61]. Wyniki leczenia RO sa lepsze w osrodkach wyspecjali-
zowanych i wykonujacych wigcej zabiegow [7, 12, 54, 55, 57,
62]. Stwierdzono lepsze wyniki wsrdéd chorych operowanych
w szpitalach uniwersyteckich [55] i w osrodkach specjalizu-
jacych sig¢ w chirurgii jelita grubego [62]. Nieliczne badania
jednak nie potwierdzaja istotnego wptywu do$wiadczenia
osrodka na wyniki leczenia RO [58, 63, 64]. Znaczenie rokow-
nicze zastosowania chemioterapii w leczeniu RO analizowano
w wielu pracach. W wigkszosci z nich jednak nie wykazano
istotnego wplywu na przezycie chorych [15, 51, 65], cho¢
w randomizowanym prospektywnym badaniu autor6w japon-
skich, przeprowadzonym przez Sugimachi i wsp., stwierdzono
istotng poprawg przezy¢ odlegtych i mniejszy odsetek nawro-
tow miejscowych wsrod chorych, u ktorych zastosowano che-
mioterapi¢ systemowa, jak i podawana do tgtnicy krezkowe;j
[16]. Lepsze wyniki odlegte po zastosowaniu chemioterapii
zanotowano ponadto w badaniach innych autorow [28, 66,
67]. W analizowanym materiale wlasnym zastosowanie
chemioterapii wiazato sig z istotnie dtuzszymi przezyciami
chorych w stadium T3, w tym stadium chory po chemiote-
rapii miat niemalze dwukrotnie wigksza szans¢ przezycia
5-letniego. W stadium T2 natomiast, mimo ze zastosowanie

chemioterapii przyczynito si¢ do poprawy przezy¢ 5-letnich
0 9%, réznice w przezyciach nie miaty cech znamiennosci
statystycznej. Dane z pi$miennictwa wskazuja, ze rak dolne;j
czgsci odbytnicy cechuje si¢ najgorszym rokowaniem [25, 37,
51, 68]. Cze$¢ doniesien jednak nie wykazata zwiazku migdzy
umiejscowieniem raka a wynikami odlegtymi leczenia RO
[69, 70]. W badanym materiale RO najczgsciej lokalizowat sig
w dolnej czgsci, a umiejscowienie guza w tej czesci odbytnicy
wigzalo si¢ z krétszymi przezyciami, i to zarowno w stadium
T3 jak i T2, jednak réznice te uzyskaty znamienno$¢ staty-
styczna tylko w analizie jednoczynnikowe;.

Wsrod wielu chirurgéw przewaza opinia o wyzszos$ci
amputacji brzuszno-kroczowej odbytnicy nad zabiegami
oszczedzajacymi zwieracze odbytu. Wydaje sig, ze poglad
ten odgrywa decydujaca rolg w tym, ze zabiegi oszczedzajace
zwieracze stanowig mniej niz 50% zabiegow chirurgicznych
wykonywanych w leczeniu RO [4, 7, 26, 37, 71, 72, 73].
W badanym materiale odsetek zabiegow oszczedzajacych
zwieracze odbytu wyniost 49% w stadium T3 i 47% w sta-
dium T2. Jednak odsetek takich zabiegéw jest zdecydowanie
wigkszy w os$rodkach zajmujacych sig leczeniem RJG [28].
Rodzaj zabiegu operacyjnego w opinii wigkszo$ci autoro6w
nie ma istotnego wplywu na wyniki leczenia RO [36, 37,
70, 81, 82], jednak w wielu doniesieniach podkresla sig, ze
amputacja brzuszno-kroczowa odbytnicy wiaze si¢ z wigksza
szansa nawrotu miejscowego i mniejsza szansg przezycia
S-letniego [68, 74]. W analizowanych grupach w stadium
T3 mniejsza szans¢ przezycia 5-letniego mieli chorzy po
amputacji brzuszno-kroczowej odbytnicy, r6znice w przezy-
ciach jednak nie wykazaty cech znamiennosci statystycznej
w analizie wieloczynnikowej. W stadium T2 réwniez zaob-
serwowano roznice w przezyciach 5-letnich na niekorzys¢
amputacji brzuszno-kroczowej, ale te roznice takze nie byly
statystycznie istotne.

Perforacja guza miata istotny wptyw na wyniki odlegte
leczenia RO w badanym materiale. W stadium T3 nikt sposrod
chorych, u ktérych doszto do niezamierzonej perforacji guza,
nie przezyl pigciu lat. Przeglad pismiennictwa wskazuje, ze
w wigkszos$ci przeprowadzonych badan stwierdzono istotny
wptyw perforacji na odlegte wyniki leczenia RO [52, 54, 68,
75]. Obecnos¢ przerzutow w wezlach chtonnych jest jednym
z najwazniejszych czynnikow prognostycznych przezyé
i nawrotu RO. Bogate piSmiennictwo na ten temat zawiera
bardzo liczne publikacje potwierdzajace istotny wplyw za-
jecia weztdw chlonnych na wyniki leczenia RO [28, 29, 35,
36, 73,76, 77,78, 79, 80, 81, 82]. Wyniki omawianych analiz
potwierdzity duze znaczenie rokownicze zajgcia weztow
chlonnych, jednak tylko w stadium zaawansowania T3 r6znice
w przezyciach uzyskaty istotno$¢ statystyczna i to zar6wno
w analizie jedno- i wieloczynnikowej. Ustalenie dtugosci
marginesu dystalnego od dolnej granicy guza nadal pozostaje
waznym problemem wzbudzajacym wiele kontrowersji. Przez
wiele lat obowiazywata zasada mowiaca o tym, ze margines
dystalny powinien wynosi¢ przynajmniej 5 cm, liczac od
dolnej krawedzi guza [7]. Fegiz stwierdzit istotnie gorsze
wyniki wérdd chorych, u ktérych margines dalszy wynosit
mniej niz 2 cm [36]. Wyniki dalszych badan wykazaty, ze
w wigkszo$ci przypadkéw makroskopowa granica guza
jest jego mikroskopowa granica [81, 83, 84]. Wyniki badan
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opublikowanych przez Shirouzu potwierdzaja, ze dtugosc¢
marginesu dalszego mozna bezpiecznie zmniejszy¢ do 1 cm
[85]. Do podobnych wnioskow doszedt Moore [86].

Wyniki materiatu analizowanego przez autora nie wyka-
zaty istotnych réznic w przezyciach chorych, u ktorych udato
si¢ uzyska¢ margines przynajmniej 2 cm i tych z mniejszym
marginesem, chociaz stwierdzono wigkszy odsetek przezy¢
5-letnich w grupie chorych z marginesem dalszym wynosza-
cym przynajmniej 2 cm. Wptyw powiktan okotooperacyjnych
na wyniki odlegle leczenia RO jest kolejnym czynnikiem
rokowniczym wzbudzajacym kontrowersje. Wyniki badan
przeprowadzonych przez Mynstera wykazaty istotny wzrost
ryzyka nawrotu w przypadku wystapienia powiktan poope-
racyjnych, nie ma jednak istotnych réznic w przezyciach
[87], podobne wyniki uzyskano w badaniach Pefersena [88].
W badaniach Nowackiego stwierdzono istotny wptyw goracz-
ki w okresie pooperacyjnym na odlegte wyniki, zanotowano
38% przezy¢ 5-letnich w grupie chorych z goraczka w okresie
pooperacyjnym w porownaniu do 60% przezy¢ w grupie bez
goraczki [72], jednak inni autorzy nie potwierdzili znaczenia
rokowniczego tego powiklania [89, 90, 91, 92]. Akyol stwier-
dzit istotne znaczenie rokownicze nieszczelnosci zespolenia
[93]. Analizujac wplyw wystapienia powiklan chirurgicz-
nych w okresie pooperacyjnym na przezycie, nie wykazano
istotnych roznic w przezyciach w stadium T2. W stadium T3
natomiast chirurgiczne powiklania pooperacyjne wiazaly si¢
z istotnie mniejsza szansa przezycia.

Wptyw przetaczania krwi na wyniki leczenia RJG jest
nadal przedmiotem wielu badan. Liczne badania wskazaty
niekorzystny wplyw przetaczania krwi w okresie okoto-
operacyjnym [94, 95], a w badaniach Mynster stwierdzono
istotne zmniejszenie szansy przezycia po przetoczeniu krwi
1 wystapieniu powiktan septycznych. Autor ten natomiast
nie stwierdzit rokowniczego znaczenia samej transfuzji krwi
[87]. Wielu innych autoroéw z kolei nie dostrzegto istotnego
wplywu leczenia krwia na wyniki leczenia RO [96, 97]. Ana-
liza badanego przez autora materiatu nie wykazata istotnego
wplywu leczenia krwia w okresie okolooperacyjnym na wy-
niki leczenia, trzeba jednak zaznaczy¢, ze wyniki leczenia RO
byty nieznacznie gorsze w grupie chorych leczonych krwia
w obu stadiach. Do chwili obecnej opublikowano wiele prac
o znaczeniu rokowniczym wielkos$ci guza [27, 36, 67, 98].
W wielu z nich stwierdzono istotne znacznie rokownicze oma-
wianego czynnika [36, 76, 98, 99]. W innych badaniach jednak
nie potwierdzono tych zaleznosci [27, 35, 51, 67, 81, 100].
Wyniki niniejszych analiz nie wykazaty istotnego wpltywu
wielkosci guza pierwotnego na wyniki leczenia. Paradoksal-
nie stwierdzono odwrotny zwiazek migdzy wielkoscia guza
i przezyciami. Podobne wyniki opublikowat Olson [100].

Whioski

1. Wyniki wezesne leczenia RO w dwoch analizowa-
nych stadiach nie réznity sig istotnie.

2. Istotny wplyw na rokowanie w RO w stadium za-
awansowania T3 mialy: stopien zlo§liwosci histologicznej,
przerzuty do regionalnych wgztéw chtonnych, nawrét

miejscowy, przerzuty odlegte, do§wiadczenie chirurga,
zastosowanie chemioterapii uzupetniajacej, chirurgiczne
powiktania pooperacyjne i niezamierzona perforacja guza.

3. Czynniki, ktére miaty istotny wpltyw na rokowanie
w RO w stadium zaawansowania T2, to stopien ztosliwosci
histologicznej i nawrdt miejscowy.

4. Jedynymi czynnikami prognostycznymi w obu
badanych stadiach zaawansowania sa: stopien zlosliwosci
histologicznej 1 nawrdt lokoregionalny choroby nowotwo-
rowej.

5. Czynniki prognostyczne miaty wigksze znaczenie
rokownicze w stadium T3.

6. Czynniki kliniczne nie maja znaczenia rokownicze-
go we wezesnych stadiach.

7. Stadium zaawansowania klinicznego (T) nie miato
istotnego wplywu na czgsto$¢ nawrotow miejscowych
w badanym materiale.
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POSTERIOR CERVICAL LATERAL MASS FIXATION FOR THE MANAGEMENT
OF INSUFFICIENT ANTERIOR STABILIZATION
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Streszczenie

Wstep: W przypadkach niewydolnos$ci stabilizacji
przedniej kregostupa szyjnego badania nad mechanika
przeprowadzone w warunkach do$wiadczalnych dostar-
czyty danych pozwalajacych przypuszczaé zasadnosé
stabilizacji tylnej przez masy boczne kregow.

Materiat i metody: Przedstawiono wyniki leczenia 15
chorych z zastosowaniem uzupetniajacej stabilizacji tylne;.
Leczeniu poddano 5 chorych z reumatoidalnym zapaleniem
stawow kregostupa, 6 z dyskopatia 1 3 z niestabilnos$cia
pourazowa, a jeden po operacji onkologicznej. Z wyjatkiem
jednego we wszystkich przypadkach uzyskano trwata petna
stabilizacje 1 poprawe stanu klinicznego.

Wyniki: Przedstawiajac wniosek o skutecznosci tej
procedury, autorzy postuluja konieczno$¢ opracowania
kryteriéw pozwalajacych na ustalenie postgpowania
i mozliwo$¢ przewidywania nieefektywnosci przedniej
stabilizacji jako jedynej procedury w przypadkach wielo-
poziomowej choroby kregostupa szyjnego.

Hasta: kregostup szyjny — stabilizacja krggostupa
— masy boczne kregdéw szyjnych.
Summary
Purpose: There are clinical situations when anterior

fixation alone is not sufficient to adequately stabilize the
cervical spine at the level of operation. In vitro biome-

chanical studies revealed the substantial role of posterior
stabilization in such situations. However, no clinical stu-
dies of this problem have been published. The usefulness
of posterior cervical lateral mass fixation when anterior
stabilization failed to offer sufficient spine stability was
assessed in the present study.

Material and methodes: We enrolled 15 patients who
underwent additional posterior fixation due to destabiliza-
tion of the anterior one. There were five patients with rhe-
umatoid arthritis, six with cervical discopathy, three with
cervical trauma, and one with spine tumor. Improvement
after posterior fixation was noted in all but one patient.

Results: Posterior cervical lateral mass fixation sig-
nificantly improved cervical spine stability in cases with
insufficiency of anterior stabilization. Further investiga-
tions on criteria helpful to predict insufficiency of anterior
stabilization in cases of multisegmental cervical spine
disease are needed.

Key words: cervical spine — spine stabilization — cer-
vical lateral mass.

Introduction

Anterior stabilization plays a major role in modern
surgery of spondylotic cervical spine.

However, there are clinical situations when anterior fixa-
tion alone is not sufficient to adequately stabilize the operated
level of the spine. It has been proven biomechanically that po-
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Fig. 1. Dislodgement of the lower part of anterior plate (“kick out”)
caused by retraction of lower screws from the vertebral body
Ryc. 1. Przemieszczenie dolnej czg$ci ptyty w wyniku retrakcji dolnych
$rub z trzonu

Fig. 2. Compression of C4 vertebral body by the interbody cages
(visualized with radiological markers) resulting in anterior plate
dislocation
Ryc. 2. Kompresja trzonu C4 wszczepami migdzytrzonowymi
z przemieszczeniem ptyty przedniej

L

Fig. 3. C4 displaced posteriorly despite interbody C4/C5 stabilization
(line marks posterior edges of vertebral bodies)
Ryc. 3. Przemieszczenie tylne C4 mimo stabilizacji C4/C5

sterior stabilization significantly contributes to spinal stability
in such instances [1, 2, 3]. Numerous laboratory investigations
of this problem have been reported but a thorough clinical
analysis is lacking. Therefore, we decided to assess the useful-
ness of posterior cervical lateral mass fixation in cases when
anterior stabilization did not offer sufficient spine stability.

Patients and methods

We enrolled 15 patients who underwent anterior sta-
bilization of the cervical spine and subsequently presented
with signs of clinical and radiological instability at the
operated level. The group included 7 males and 8 females
aged 43 to 58 years (mean 49.5).

Five of them were operated originally due to rheuma-
toid arthritis leading to cervical spine instability, six due to
cervical discopathy, three due to cervical trauma and one
due to extradural tumor causing destruction of C3 and C4
vertebral bodies.

There was no neurological improvement after surgery
in five cases, deterioration after short improvement in six,
and new neurological deficits with signs of vertebrobasilar
circulation insufficiency in four.

All patients underwent routine and flexion/extension
X-rays and CT or MRI cervical scans. In four of them there
were signs of anterior construct destabilization in the form
of anterior plate “kick out” (Fig. 1). Vertebral body C4
compression fracture was found in one (Fig. 2) and signs
of vertebral body movement of the stabilized segment on
flexion/extension X-rays (Fig. 3) in ten.

All patients underwent reoperation of the anterior con-
struct and posterior stabilization during the same surgery
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session. For posterior fixation we used poliaxial screws
introduced in the lateral masses of cervical vertebras
(additionally in occipital bone in four cases), connected
subsequently by rods in the longitudinal axis (Summit
SI system). The screws were introduced according to the
Roy-Camille method.

Post-operative imaging (X-ray and CT scan) was done
during first post-operative days and 6 months after surgery

(Fig. 4).

Fig. 4. Postoperative scan in patient from Fig. 2. A — Restabilized anterior
construct after C4 vertebrectomy and iliac bone autograft placement.
Posterior stabilization involving the occiput, C3, C4 and C5.

B — CT showing position of the screws in lateral masses
Ryc. 4. Obraz pooperacyjny chorego z ryciny 2. A — Restabilizacja
struktur przednich; wertebrektomia C4 i implant z ko$ci biodrowe;j.

B — Obraz KT-$§ruby w masach bocznych

Results

Follow-up ranged from 6 to 18 months (mean 13
months). During that period

neurological symptoms resolved completely in 10
patients and in 5 there was substantial improvement. One
patient complained of dizziness and shoulder pain which
appeared four months after surgery. In this case radiology
failed to reveal cervical spine instability or other pathology.
No complications were observed during surgery, postope-
rative period, and ambulatory follow-up.

Discussion

Anterior stabilization is often used after decompres-
sion of the cervical spinal canal. However, the pathological
process in some situations leads to changes in anterior and
posterior spine structures that make this form of stabiliza-
tion insufficient to stabilize the spine, producing overload
of the anterior construct with subsequent pull-out of the
anterior plate and screws or even compression fractures of
the vertebral bodies. It was shown in laboratory biomecha-
nical investigations that posterior stabilization substantially
improves stability when combined with the anterior one [1,
2, 3]. Despite in vivo observations demonstrating the im-
portance of this problem there is lack as to our knowledge
of studies on posterior cervical fixation as an adjunct to

the anterior one in the clinical setting. It is very difficult
to estimate the sufficiency of anterior stabilization before
surgery. In the majority of cases, proper anterior decom-
pression supplemented with anterior instrumentation secure
appropriate stability of the spine. However, if the posterior
column of the spine is substantially compromised, anterior
stabilization may not be able to bear loads in the angular
and rotatory range of motion. This possibility should be
considered especially if three or more levels of the cervical
spine are involved [4, 5]. Only one of our patients had one-
level discopathy. In this case, additional posterior instru-
mentation lead to transient improvement with subsequent
deterioration after four months. Follow-up revealed no
signs of spine instability and confirmed proper position of
anterior and posterior construct elements. Three or more
levels were involved in the remaining patients and the
surgical outcome was satisfactory. Therefore, persistence
of one-level instability despite anterior stabilization should
be considered in the light of inappropriate anterior surgery
or other causes of the neurological problem before poste-
rior stability aspects are dealt with. Still, there are no firm
criteria which could be helpful to predict insufficiency of
anterior stabilization in cases of multilevel disease.

Posterior stabilization is an extensive procedure cau-
sing more immediate postoperative discomfort than anterior
surgery due to substantial muscle preparation. There also
remains the possibility of serious complications. Screw
placement in the lateral masses of the cervical vertebra can
lead to spinal cord and nerve root injury as well as vertebral
artery injury [6].

Nevertheless, there were no intraoperative complica-
tions in our patients who were able to return to normal life
after a short post-operative period. Radiological follow-up
ascertained that the operated spine segments and constructs
elements maintained their proper position during a mean
follow-up period of more than one year. Taking under
consideration that initial anterior stabilization was lost in
these cases, we conclude that additional posterior fixation
substantially improved spinal stability.

Conclusions

1.Posterior cervical lateral mass fixation significantly
improves cervical spine stability in cases of insufficiency
of anterior stabilization.

2. There is a need for further investigations regarding
criteria helpful to predict insufficiency of anterior stabili-
zation in cases of multisegmental cervical spine disease.
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Comments

Sir,

I read with interest “The role of posterior cervical
lateral mass fixation in cases of insufficient anterior stabi-
lization” by Sagan L.M. and Lickendorf M. B. The article
appears to be important in demonstrating the usefulness
of additional posterior stabilization in case of unsuccessful
anterior stabilization. I would like to comment on a few
aspects of the study.

Cervical spine instability and spine stabilization pose
significant problems for the managing surgeon. These in-
clude: (1) the risk of treatment failures; (2) the significant
multiplanar forces affecting this region causing multidi-
rectional instabilities; and (3) the difficulties associated
with the attainment of a solid fusion, when the stability is
multisegmental.

Solid arthrodesis is relatively difficult to achieve in
craniocervical and cervical region particularly in multi-
segmental posttraumatic instability and in very devastating
pathological processes, for instance metastases. Flexion,
extension and rotation are extensive in the upper cervical
spine, therefore simply restricting flexion and extension
may not be enough. Rotation may interfere with the fusion
process enough to render it unsuccessful.

In traumatic fracture-dislocation injuries the post-
traumatic instability affects all three vertebral columns.
Although biomechanical data indicates that anterior fixation
alone in unstable cervical injuries may not provide adequate
stability, reports of clinical series indicate general success
with this method of treatment.

The specific contribution of posterior column insta-
bility to overall cervical sine stability following anterior
stabilization has been evaluated in very few studies. Sagan
and Lickendorf report about the group of 15 patients who

underwent additional posterior fixation due to destabili-
zation of anterior one. Unfortunately no exact evaluation
of destabilizing factors in these cases is given in the ar-
ticle. The secondary and definitive operative treatment of
presented patients was correct; therefore the results were
very good.

I think that the study gives quite new and important
information about the usefulness of additional posterior
stabilization in case of failed anterior stabilization. The
documented insufficient anterior stabilization originates
probably from inappropriate operation technique or multidi-
rectional instabilities of cervical spine that should be quali-
fied primarily to combined ventral and dorsal stabilization
in one operative procedure. I agree with authors indicating
the need for further investigation regarding criteria helpful
to predict insufficiency of anterior stabilization.

Ass. Prof. Andrzej Bohatyrewicz, M.D.

July 11th, 2005

Department of Orthopaedics and Traumatology
Pomeranian Medical University

We are very thankful to dr Bohatyrewicz for his com-
ment to our paper.

As he noticed no exact evaluation of destabilizing fac-
tors had been given. Patients included in the analyzed group
were admitted with signs of instability of instrumented an-
teriorly spine level. In six cases deterioration evolved after
short time of improvement and there was no improvement
or even immediate deterioration afer initial anterior surgery
in nine cases. In all cases initial postoperatiye radiologi-
cal investigation revelead appropriate decompression and
construct position. On that basis we assumed that original
operations were performed properly, however majority of
this patients were not operated in our institution and we
did not have insight in the operative record.

In all but one case original surgery involved several
movement units. This implies signifcant role of multidi-
rectional load which could not be sufficiently managed by
anterior stabilization alone.

Analysis of appropriateness of preoperative planing
and biomechanical conditions unique for presented cases
would undoubtedly contribute to answer on question put
in point 2 of our conctusions. However, we decided that
it would have oversized the scope and aim of presented
paper.

Authors
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WSPOLCZESNE MOZLIWOSCI ORAZ PERSPEKTYWY W LECZENIU JASKRY

CONTEMPORARY POSSIBILITIES AND PERSPECTIVES IN THE TREATMENT
OF GLAUCOMA

Z Katedry i Kliniki Okulistyki Pomorskiej Akademii Medycznej
al. Powstancow Wlkp. 72, 70-111 Szczecin
Kierownik: prof. dr hab. n. med. Danuta Karczewicz

Summary

Purpose: The aim of this paper is to present and di-
scuss the contemporary possibilities and perspectives of
applying neuroprotective mechanisms in the treatment of
glaucoma.

Material and methods: A review of the newest concepts
concerning neuroprotective action of antiglaucoma drugs
was done.

Results: Not until recently was it believed that glauco-
ma is caused by an increased intraocular pressure. When it
comes to diagnosing glaucoma it is nowadays considered
that intraocular pressure is not the most important factor.
Glaucoma is presently regarded as a condition in which
characteristic changes in the appearance of the optic disc
and distinctive progressive changes in the visual field occur
because of progressive and irreversible destruction of the
retinal ganglion cells. Intraocular pressure may sometimes,
but not necessarily, accompany those changes.

Hence, it is thought that neuroprotection in glaucoma is
aimed at delaying or blocking the mechanisms of ganglion
cell degeneration. Two groups of antiglaucoma drugs with
neuroprotective action can be distinguished, depending on
whether neuroprotective action is direct or indirect. Drugs
with direct neuroprotective action are more effective at
preventing changes created by glaucoma. However, the ma-
jority of antiglaucoma drugs act indirectly. Sympatholytics,
carbonic anhydrase inhibitors, analogs of prostaglandins,
parasympathicomimetics, sympathicomimetics as well
as hyperosmotic agents lower intraocular pressure and
lead to an increase in blood flow through vessels of the

retina and optic nerve. Therefore, almost all antiglaucoma
drugs in an indirect way delay the process of gradual and
irreversible degeneration of retinal ganglion cells. Only
a few antiglaucoma drugs show direct neuroprotective
action, among them betaxolol, metipranolol, brimonidine
and clonidine. Additionally, calcium-channel blockers are
generally administered in the treatment of glaucoma.
One may anticipate that newer and more effective
antiglaucoma drugs will be available in future. Possibly,
mechanisms of direct neuroprotection will be exploited in
their design. Glaucoma treatment may be based on NMDA,
AMPA, kainate or metabotropic antagonists. Moreover, nitric
oxide inhibitors, growth factors, neurotrophins, gangliosides
or antioxidants emerge as candidate antiglaucoma drugs.

Key words: glaucoma — treatment — neuroprotec-
tion.

Streszczenie

Wstep: Celem pracy jest przedstawienie i omowienie
wspotczesnych mozliwosci oraz perspektyw wykorzystania
mechanizméw neuroprotekcyjnych w leczeniu jaskry.

Materiat i metody: Dokonano przegladu najnowszych
koncepcji na temat neuroprotekcyjnego dziatania lekow
przeciwjaskrowych.

Wyniki: Obecnie przyjmuje si¢, ze neuroprotekcja
w jaskrze polega na wykorzystywaniu mechanizméw
op6zniajacych lub hamujacych postepujaca i nieodwracalna
destrukcje komoérek zwojowych siatkowki. Wyrozniamy
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dwie grupy lekow przeciwjaskrowych o dziataniu neuro-
protekcyjnym. Leki, ktore posiadaja posrednie dziatanie
neuroprotekcyjne, oraz leki, ktore posiadaja bezposrednie
dziatanie neuroprotekcyjne. Lekami bardziej skutecznymi
w zapobieganiu zmianom jaskrowym sa leki o bezposred-
nim dzialaniu neuroprotekcyjnym. Zaliczamy do nich
betaksolol, metipranolol, brimonidyng i klonidyng. W
leczeniu jaskry wykorzystywane sa rowniez podawane
ogolnie blokery kanatéw wapniowych.

Whnioski: Nalezy spodziewac si¢, ze w przysztosci
powstana nowe, bardziej skuteczne leki przeciwjaskrowe.
Prawdopodobnie w ich budowie zostang wykorzystane
mechanizmy neuroprotekcji bezposredniej. By¢ moze le-
czenie jaskry bedzie opierato si¢ wowczas na stosowaniu
antagonistow receptorow NMDA, AMPA, kainowych
lub metabotropowych. Lekami przeciwjaskrowymi moga
réwniez zosta¢ inhibitory syntazy tlenku azotu, czynniki
wzrostu, neurotrofiny, gangliozydy Iub antyoksydanty.

Hasta: jaskra — leczenie — neuroprotekcja.

Wstep

W ostatnich latach opublikowano szereg prac,
w ktorych opisano istnienie mechanizméw neuroprotek-
cyjnych. Wykazano w nich, ze mechanizmy neuroprotekcji
posredniej oraz bezposredniej moga byé wykorzystane
w farmakologicznym leczeniu jaskry. Prace dotyczace neu-
roprotekcji rozbudzity duze nadzieje na bardziej skuteczne
leczenie jaskry [1, 2,3, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20]. Jednak ostatnio pojawiaty si¢ tez glosy sceptyczne.
Profesor Czechowicz-Janicka [4] w trakcie wyktadu inau-
guracyjnego wygltoszonego 10 pazdziernika 2002 r. na I11
Sympozjum Jaskry we Wroclawiu stwierdzita: ,,Odkryto
wprawdzie mozliwosci protekcji nerwu wzrokowego po-
przez np. blokowanie glutaminianu w receptorach NMDA,
nie ma jednak zdecydowanych dowodow klinicznych, ze
substancje te beda mialy znaczenie w leczeniu jaskry”.
W 2000 roku Haefliger i wsp. [9] opublikowali pracg pt.
,»In glaucoma, should enthusiasm about neuroprotection
be tempered by the experience obtained in other neurode-
generative disorders?” (Czy entuzjazm z powodu neuro-
protekcji w jaskrze powinien by¢ ograniczony w wyniku
doswiadczen otrzymanych w innych chorobach neurode-
generacyjnych?).

Dlatego tez postanowiono przedstawi¢ i omowic
wspolczesne mozliwosci oraz perspektywy wykorzystania
mechanizméw neuroprotekcyjnych w leczeniu jaskry.

Podstawy patogenezy jaskrowej neuropatii
nerwu wzrokowego

Do niedawna uwazano, ze jaskra spowodowana jest
podwyzszonym ci$nieniem srodgatkowym. Obecnie przyj-

muje sig, ze ci$nienie Srodgatkowe nie jest najwazniejszym
kryterium stuzacym do rozpoznania jaskry. Uwaza sig, ze
jaskra jest choroba, w ktorej przebiegu dochodzi do poste-
pujacej i nieodwracalnej destrukcji komoérek zwojowych
siatkowki, przebiegajacej z charakterystycznymi zmianami
w wygladzie tarczy nerwu wzrokowego oraz z charakte-
rystycznymi progresywnymi zmianami w zakresie pola
widzenia. Zmianom tym moze, ale nie musi towarzyszy¢
podwyzszone ci$nienie srodgatkowe [1, 3, 4, 5, 11].

Istnieja pewne czynniki sprzyjajace powstawaniu
i rozwojowi jaskry. Mozna je podzieli¢ na cztery grupy:
naczyniowe, mechaniczne, genetyczne lub inne. Do na-
czyniowych czynnikow ryzyka rozwoju jaskry zaliczamy:
niedokrwienie, niskie lub wysokie ci$nienie tgtnicze, nie-
dostateczna perfuzja krwi w oku, skurcz naczyn obwodo-
wych, krwotok w okolicy tarczy nerwu wzrokowego, pod-
wyzszony poziom o,-globuliny, miazdzyca. Mechaniczne
czynniki ryzyka to: podwyzszone ci$nienie srodgatkowe,
nabyte uszkodzenie blaszki sitowej, zaburzony przeptyw
aksoplazmy w komorkach zwojowych siatkowki, nabyte
zaglebienie tarczy nerwu wzrokowego, ucisk w okolicy
skrzyzowania wzrokowego. Genetyczne czynniki ryzyka
to: dziedziczne wady blaszki sitowej, zaburzenia wychwytu
zwrotnego aminokwaséw pobudzajacych, mutacje swo-
istych genow np.: TIGR, CYPIBI, PITX2, FKHL7, LMXIBc.
Wyrdzniamy roéwniez nastgpujace inne czynniki ryzyka
rozwoju jaskry: obnizenie poziomu czynnika troficznego,
obnizenie poziomu cytokin, cukrzyca, zaburzenia gospo-
darki ttuszczowej (hipercholesterolemia, hiperlipidemia),
anemia, stres, niewydolnos$¢ uktadu wegetatywnego, de-
presja, migreny, choroby autoimmunologiczne, wiek (po
35 roku zycia), krotkowzrocznosé (powyzej -4 D sph.),
uszkodzenia i zabiegi chirurgiczne na oku, ogdlne oraz
miejscowe stosowanie kortykosterydow [3, 4, 9, 10, 11, 13,
14, 15, 20].

Podstawowe zmiany zachodzace w jaskrze odbywaja
si¢ w obrebie wtokien nerwowych siatkowki. Wiokna te
sa aksonami (neurytami) komorek zwojowych siatkowki.
Ptynie w nich dwukierunkowy prad aksoplazmy — od ciala
komoérki do konca neurytu oraz w kierunku przeciwnym.
Prad aksoplazmatyczny biegnacy od konica neurytu do ciata
komoérek zwojowych siatkowki niesie ze soba neurotrofiny.
Zanik komoérek zwojowych w przebiegu jaskry moze by¢
spowodowany dziataniem kilku czynnikéw. Moze by¢
on nastgpstwem mechanicznego uszkodzenia neurytow
oraz zahamowania krazenia aksoplazmy w trakcie pod-
wyzszonego ci$nienia §rodgatkowego. Moze by¢ rowniez
wywotany uposledzeniem krazenia krwi we wloéniczkach
zaopatrujacych nerw wzrokowy oraz moze by¢ nastep-
stwem toksycznego uszkodzenia komorek zwojowych
siatkéwki w wyniku dziatania glutaminianu, kwasu y-ami-
nomastowego, wolnych rodnikéw, tlenku azotu lub czyn-
nika martwicy nowotwordéw (TNF-a). W przebiegu jaskry
dochodzi do stopniowego i nicodwracalnego zwyrodnienia
aksonoéw komorek zwojowych siatkowki na poziomie tarczy
nerwu wzrokowego. Pierscien nerwowo-siatkowkowy ulega
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splaszczeniu oraz zwezeniu. Zaglgbienie tarczy nerwu
wzrokowego stopniowo poszerza i poglebia si¢. W kon-
cowych stadiach choroby zajmuje ono cata powierzchnig
tarczy nerwu wzrokowego [1, 2, 3, 5, 8, 9, 11, 12, 14].

Aktualnie uwaza sig, ze najwazniejszymi czynnikami
prowadzacymi do neuropatii nerwu wzrokowego w jaskrze
sa podwyzszone cis$nienie §rodgatkowe oraz dysfunkcja
naczyn krwiono$nych.

Podwyzszone ci$nienie §rédgatkowe prowadzi do
niedokrwienia nerwu wzrokowego oraz do zahamowania
wstecznego przeptywu aksoplazmatycznego w neurytach
komoérek zwojowych siatkowki. Brak przeptywu akso-
plazmy hamuje transport neurotrofin do ciat komorek
zwojowych siatkowki. Prowadzi to do derepresji gendw za-
angazowanych w §mier¢ komorki, fragmentacji DNA oraz
apoptozy. Dysfunkcja naczyn krwiono$nych, ktéra moze
by¢ wywotana przez spadek perfuzji, skurcz naczyniowy
oraz uposledzenie mechanizmow autoregulacji prowadzi
do niedokrwienia nerwu wzrokowego, wzmozonego uwal-
niania glutaminianu z zakonczen presynaptycznych, akty-
wacji receptorow N-metylo-D-asparaginowych (NMDA),
naptywu jonoéw Ca?" do wnetrza komorek zwojowych,
fragmentacji DNA oraz apoptozy [5, 8, 9, 10, 14, 15].

Obecnie przyjmuje sig, ze istotna rolg¢ w patogenezie
neuropatii nerwu wzrokowego w przebiegu jaskry pelni
mechanizm reperfuzji krwi. Polega on na wzmozonym
powstawaniu wolnych rodnikow tlenowych w nastgpstwie
przywrdcenia perfuzji po wczesniejszym niedotlenieniu.
Prowadzi to do stresu oksydacyjnego, aktywacji astrocytow
oraz limfocytow.

Stwierdzono, ze wahania ci$nienia srodgatkowego wy-
wotuja szybsza destrukcje komorek zwojowych siatkowki
niz state i wysokie warto$ci ci§nienia §rodgatkowego.
Zaobserwowano rowniez, ze uposledzenie krazenia krwi
bedace nastgpstwem dysregulacji naczyniowej prowadzi do
wigkszych zmian w obrebie neurytow komorek zwojowych
niz obnizenie krazenia krwi spowodowane miazdzyca [2,
3,7,9, 11, 14].

Zmiany w obre¢bie ukladu
glutaminianergicznego

W patogenezie jaskry uczestnicza receptory NMDA,
AMPA (a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolo-pro-
pionowe), kainowe oraz metabotropowe. Jednak najwaz-
niejsza role odgrywaja receptory N-metylo-D-asparagi-
nowe. Receptory te zakodowane sa w genach NMDARI1
oraz NMDAR?2. Umiejscowione sa postsynaptycznie. Maja
charakter receptoréw jonotropowych. Receptory NMDA
petnia wazna funkcj¢ w patogenezie niedowidzenia oraz
w ksztattowaniu plastycznosci kory wzrokowej. Odgry-
waja duza role w rozwoju plastycznosci uczenia si¢ 1 za-
pamigtywania, w patogenezie padaczki, amylotroficznego
stwardnienia bocznego, choroby Alzheimera, Huntingtona,
Parkinsona, zespotu Downa, depresji, bolu, uzaleznienia

lekowego i alkoholowego. Receptory N-metylo-D-aspa-
raginowe biora rowniez udzial w powstawaniu zmian
w przebiegu niedokrwienia, niedotlenienia, hipoglikemii
iurazu [6, 8, 9, 10, 11, 14, 15].

W nastepstwie aktywacji receptoréw NMDA, przez
kanat jonowy do wngtrza komorek zwojowych wchodza
jony wapnia oraz sodu, a wychodza jony potasu. Wnikanie
jonoéw Na* do wngtrza komoérek zwojowych siatkowki po
pobudzeniu kompleksu NMDA wywotuje depolaryzacje
blony komérkowej, co prowadzi do otwarcia kanatow
wapniowych zaleznych od potencjatu btonowego. Jony Ca*’,
przechodzac przez kanaly wapniowe, zwigkszaja stezenie
wewnatrzkomorkowego Ca?". Wolne jony wapniowe, pet-
niac rolg wtornego przekaznika, wywotuja cata kaskade
przemian wewnatrzkomorkowych. Dochodzi wowczas
do aktywacji fosfolipazy C, syntazy tlenku azotu, kinazy
biatkowej C, kinazy Il zaleznej od kalmoduliny, szeregu
proteaz i fosfataz, indukcji ekspresji genow, a takze induk-
cji przekaznikéw trzeciorzedowych takich jak tlenek azotu
oraz cykliczny 3°,5’-guanozynomonofosforanu (cGMP).
Procesy te prowadza do fragmentacji DNA oraz apoptozy
komoérek zwojowych [6, 9, 10, 11, 14, 15].

Mechanizmy neuroprotekcji posredniej
i bezposredniej

Neuroprotekcja w jaskrze polega na wykorzystywa-
niu mechanizmdéw opo6zniajacych lub hamujacych poste-
pujaca i nieodwracalna destrukcje komoérek zwojowych
siatkowki.

Od dhluzszego juz czasu mowiono o neuroprotekcji
posredniej, ktora w praktyce sprowadzata si¢ do stoso-
wania lekéw obnizajacych ci$nienie §rodgatkowe oraz
zwigkszajacych przeptyw krwi w naczyniach siatkowki
i nerwu wzrokowego.

Jednak w ostatnich latach opisano wiele mechanizméw
neuroprotekcji bezposredniej. Wedtug Osborne’a i wsp. [14]
mozemy do nich zaliczy¢:

» dostarczanie energii siatkowce,

* obnizanie poziomu pozakomoérkowego glutaminianu,

* hamowanie aktywacji receptorow NMDA, AMPA,
kainowych,

* Dblokowanie kanatow wapniowych,

* hamowanie przechodzenia jonéw chloru do wngtrza
komorki,

« zwigkszanie rozpadu wewnatrzkomorkowego glutami-
nianu,

« hamowanie produkcji wolnych rodnikéw tlenowych,

* hamowanie produkcji tlenku azotu,

« zapobieganie utlenianiu ttuszczow,

* zapobieganie apoptozie komorek,

* zapobieganie stanom zapalnym,

» zapobieganie uszkodzeniom oksydacyjnym,

* poprawianie przeptywu aksoplazmatycznego neurotro-
fin,
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* podawanie czynnikow wzrostu,
*  wywolywanie szoku termicznego,
* podawanie wazoaktywnego polipeptydu jelitowego
(VIP),
* podawanie proteoglikanow,
* podawanie gangliozydow.
Tak duza réznorodnos$¢ podanych przez Osborne’a
i wsp. [14] przemian biochemicznych wskazuje jedno-
znacznie na duze mozliwo$ci wykorzystania mechanizmow
neuroprotekcji bezposreniej w leczeniu jaskry.

Wiasciwosci neuroprotekcyjne wspotczesnych
lekow przeciwjaskrowych

Do niedawna uwazano, ze leki przeciwjaskrowe
powinny skutecznie i efektywnie obniza¢ ci$nienie $rod-
gatkowe. Obecnie przyjmuje sig, ze leki przeciwjaskrowe
oprocz redukcji cisnienia $rodgatkowego powinny zwigk-
sza¢ przeptyw krwi w naczyniach siatkowki i nerwu
wzrokowego oraz wykazywac dziatanie neuroprotekcyjne
tzn. powinny opo6znia¢ lub hamowac postepujaca i nieod-
wracalng destrukcje komoérek zwojowych siatkowki [1, 2,
5, 10, 11, 12, 15, 16, 19, 20].

Wyrézniamy dwie grupy lekow przeciwjaskrowych
o dziataniu neuroprotekcyjnym. Leki, ktore wykazuja
posrednie dziatanie neuroprotekcyjne oraz leki, ktore wy-
kazuja bezposrednie dziatanie neuroprotekcyjne. Lekami
bardziej skutecznymi w zapobieganiu neuropatii nerwu
wzrokowego sa leki o bezposrednim dziataniu neuropro-
tekeyjnym [1, 2].

Wigkszos¢ lekow przeciwjaskrowych ma posrednie
dziatanie neuroprotekcyjne. Sympatykolityki, inhibitory
anhydrazy weglanowej, analogi prostaglandyn, parasym-
patykomimetyki, sympatykomimetyki oraz leki o dziataniu
osmotycznym obnizaja cis$nienie srodgatkowe, co prowa-
dzi do wzrostu przeptywu krwi w naczyniach siatkowki
i nerwu wzrokowego. Dlatego tez prawie wszystkie leki
przeciwjaskrowe w sposob posredni opdzniaja proces
stopniowego i nieodwracalnego zwyrodnienia komorek
zwojowych siatkéwki. Jedynie kilka lekéw przeciwjaskro-
wych wykazuje bezposrednie dziatanie neuroprotekcyjne
[1,2,5,9, 19].

Takie cechy posiada betaksolol, ktéry hamuje naptyw
jonow Ca?" iNa" do wnetrza komoérek zwojowych oraz
zwigksza przeplyw krwi w naczyniach siatkowki i nerwu
wzrokowego. Podobne wlasciwosci wykazuje metipranolol,
ktory oprocz wzrostu przeptywu krwi w obrgbie naczyn
siatkowki i nerwu wzrokowego hamuje przechodzenie
jonéw wapnia i sodu do wnetrza komoérek zwojowych,
dziata antyoksydacyjnie, hamuje peroksydacje lipidow oraz
zmniejsza niekorzystny wptyw niedokrwienia na budowe
i funkcj¢ siatkowki. Zaobserwowano, ze brimonidyna
i klonidyna (agoni$ci receptoréw a,) wykazuja rowniez
bezposrednie dziatanie neuroprotekcjne. Zwigkszaja
one stezenie zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow

w siatkowce. Stwierdzono tez, ze brimonidyna wplywa na
ekspresje gendéw bcl-2 oraz bel-x. W leczeniu jaskry wyko-
rzystywane sa rowniez podawane ogolnie blokery kanatow
wapniowych (flunarazyna, nifedypina, nimodypina). Leki
te zmniejszaja naptyw jonow Ca?" do wnetrza komorek
zwojowych siatkowki [1, 2, 10, 11, 19].

Niedawno przeprowadzono szereg badan doswiadczal-
nych i klinicznych nad wykorzystaniem neuroprotekcyjnych
wlasciwosci antagonistow receptorow glutaminianergicz-
nych. W leczeniu jaskry stosowano roéwniez antyoksydanty
(aminoguanidyng, witaming E, koenzym Q), melatoning
oraz wyciag z mitorzgbu japonskiego [15, 16, 19, 20].

Perspektywy leczenia jaskry

Obecnie przyjmuje sig, ze idealny lek przeciwjaskrowy

powinien spelniaé nastgpujace kryteria:

+ zapobiega¢ neuropatii nerwu wzrokowego,

» regenerowac uszkodzone komorki zwojowe siatkowki,

* obniza¢ ci$nienie srodgatkowe,

» zwigkszaé przeptyw krwi w naczyniach siatkowki
1 nerwu wzrokowego,

* Dby¢ dobrze tolerowany przez pacjenta.

Do tej pory nie wprowadzono na rynek takiego leku.
Wspolczesne leki przeciwjaskrowe obnizaja ci$nienie
srodgatkowe oraz zwigkszaja przeptyw krwi w naczyniach
siatkéwki i nerwu wzrokowego. Sa to jednak leki o posred-
nim dzialaniu neuroprotekcyjnym. Leki o bezposrednim
dziataniu neuroprotekcyjnym bardziej skutecznie chronia
przed zmianami degeneracyjnymi zachodzacymi w obrgbie
komorek zwojowych. Niestety zaden z aktualnie dostep-
nych lekow przeciwjaskrowych nie wywotuje regeneracji
uszkodzonych komorek zwojowych siatkowki. Wskazuje to
na fakt, iz do tej pory nie wyprodukowano idealnego leku
przeciwjaskrowego [1, 2, 5, 8, 10, 11, 14, 15, 16, 19, 20].

Nalezy jednak oczekiwacé, ze w przysztosci powstang
nowe bardziej skuteczne leki przeciwjaskrowe. Wszystko
wskazuje na to, ze w ich budowie zostana wykorzystane
mechanizmy neuroprotekcji bezposredniej. By¢ moze le-
czenie jaskry bedzie opierato si¢ wowczas na stosowaniu
antagonistow receptorow NMDA, AMPA, kainowych
lub metabotropowych. Lekami przeciwjaskrowymi moga
rowniez zosta¢ inhibitory syntazy tlenku azotu, czynniki
wzrostu, neurotrofiny, gangliozydy lub antyoksydanty. Nie
mozna réwniez wykluczy¢ tego, ze w przysztosci leczenie
jaskry bedzie opierato si¢ na osiggnigciach wspotczesnej
immunologii, inzynierii genetycznej lub transplantologii
[1,2,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 17, 18, 19, 20].
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Streszczenie

Wstep: Celem pracy byto sprawdzenie, czy istnieje
zwiazek pomigdzy wystepowaniem wad refrakcji a prze-
bywaniem do drugiego roku zycia w §wietle emitowanym
przez lampy zarowe lub fluorescencyjne.

Materiat i metody: Przebadano 3636 uczniow (1638
chlopcow i 1998 dziewczat w wieku od 6 do 18 roku zycia,
sredni wiek 12,1 lat, SD 3,4). Wykonano skiaskopi¢ po
cykloplegii. Przyjeto, ze krotkowzroczno$cia jest wada
refrakcji <-0,5 D, nadwzroczno$cia wada refrakcji > +1,5
D, astygmatyzmem wada refrakcji > 0,5 DC. Anizometro-
pi¢ rozpoznawano, gdy réznica w refrakcji obu oczu byla
> 1,0 D. Rodzice badanych uczniow wypetniali ankiete
dotyczaca o$wietlenia, ktére byto stosowane w domu przed
ukonczeniem przez dziecko drugiego roku zycia. Dane
opracowano statystycznie testem y?, przyjmujac poziom
istotnosci p < 0,05.

Wyniki: Zaobserwowano czgstsze wystgpowania ani-
zometropii (p < 0,02) oraz rzadsze wystgpowanie emetropii
(p <0,05) u 0s6b, ktore do drugiego roku zycia spaty w po-
mieszczeniach o§wietlonych (tab. 1). Stwierdzono réwniez, ze
$wiatlo emitowane przez lampy fluorescencyjne prowadzi do
czgstszego wystepowania astygmatyzmu (p < 0,01) (tab. 2).

Hasta: lampy zarowe — lampy fluorescencyjne — wady
refrakcji.

Summary

Purpose: The aim of the study was to determine
whether the development of refractive errors could be
associated with exposure to light emitted by incandescent
or fluorescent lamps.

Material and methods: 3636 students were examined
(1638 boys and 1998 girls, aged 6—18 years, mean age 12.1,
SD 3.4). The examination included skiascopy with cyclople-
gia. Myopia was defined as refractive error <-0.5 D, hype-
ropia as refractive error > +1.5 D, astigmatism as refractive
error > 0.5 DC. Anisometropia was diagnosed when the
difference in the refraction of both eyes was > 1.0 D. The pa-
rents of all the students examined completed a questionnaire
on the child’s light exposure before the age of two. Data were
analyzed statistically with the y? test. P values of less than
0.05 were considered statistically significant.

Results: It was observed that sleeping until the age of
two in a room with a light turned on is associated with an
increase in the occurrence of anisometropia (p < 0.02) as
well as with a reduction in the prevalence of emmetropia
(p < 0.05). It was also found that light emitted by fluorescent
lamps leads to more frequent occurrence of astigmatism
(p <0.01).

Key words: incandescent lamps — fluorescent lamps
— refractive errors.
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Introduction

Light plays an important role in the development of the
whole visual system. Recently, a few papers concerning
the influence of light on the creation of myopia have been
published. Based on parental questionnaires and refractions,
Quinn et al. [14] have indicated that myopia occurs fre-
quently among children whose parents reported that they
slept in lighted rooms before the age of 2 years. These in-
vestigations have been carried out on 479 persons ranging
from 2 to 16 years of age and have generated considerable
interest around the world. In the years following that stu-
dy a few works have came out concerning the described
relationship. However, Gwiazda et al. [8] and Mutti et al.
[13] from the U.S.A., Guggenheim et al. [7] from the UK,
Saw et al. [15, 16] from Singapore as well as Sugimoto et
al. [7] from Japan - had not observed a frequent occurrence
of myopia among people who slept in lighted rooms during
their childhood.

Recently, Czepita et al. [4] after examining 3377 students
aged between 6—19 years, confirmed that sleeping until the
age of two in a room with a light turned on is associated
with an increase in the occurrence of myopia. Moreover,
the authors of the studies demonstrated that light emitted by
fluorescent lamps is associated with a higher prevalence
of astigmatism. Chmielewska [2] and Czepita et al. [3] ob-
served that use of fluorescent lamps was associated with an
increase in the occurrence of myopia and hyperopia.

Unfortunately, no research has been carried out con-
cerning the influence of different types of artificial lighting
on the development of anisometropia among children [5, 6].
That is why this work was dedicated to resolving the mat-
ter whether the development of refractive errors might be
associated with exposure to light emitted by incandescent
or fluorescent lamps.

Material and methods

A total of 1638 boys and 1998 girls (3636 in all) aged
6—18 (mean age 12.1, SD 3.4) were examined. The examined
children, students of elementary and secondary schools,
were examined in the school’s consulting rooms. All the
children in the selected schools were asked to participate

in the study. The examined students were Caucasian and
were residents of Szczecin, Poland and neighboring areas.
Most of the children participated in the previous investi-
gations [4] however, in this paper a group of persons with
anisometropia was selected.

Participation was voluntary and informed consent
was obtained from the school principals and parents of all
the students. The studies were approved by the Bioethics
Committee of the Pomeranian Medical University.

The examination included skiascopy after cycloplegia.
Cycloplegia was administered with two drops of 1% tropi-
camide instilled 5 minutes apart. Thirty minutes after the
last drop, skiascopy was performed.

Myopia was defined as a refractive error < -0.5 D,
hyperopia as a refractive error > +1.5 D, astigmatism as
a refractive error > 0.5 DC. Anisometropia was diagnosed
when the difference in the refraction of both eyes was
>1.0D.

The parents of all the students examined completed
a questionnaire on the child’s light exposure before the
age of two. The questionnaire was written in the Polish
language. The questions asked whether the child before the
age of two slept at night in darkness or with light turned
on. Other questions asked what type of artificial light was
used in the living room, dining room, child’s room, parents’
bedroom, kitchen, and bathroom.

The study group involved persons with emmetropia,
myopia, hyperopia, astigmatism, and anisometropia. Stu-
dents with other eye diseases were excluded from statisti-
cal analysis. The data were analyzed statistically using >
test. P values of less than 0.05 were considered statistically
significant.

Results

It was observed that sleeping until the age of two in
a room with a light turned on is associated with an increase
in the occurrence of anisometropia (p < 0.02) as well as
with a reduction in the prevalence of emmetropia (p < 0.05)
(Tab. 1).

It was also found that the use of fluorescent lamps in the
parents’ bedroom is associated with an increase in the oc-
currence of astigmatism (p < 0.01), while fluorescent lamp

Table 1. Prevalence of refractive errors in relation to the type of night lighting used during the first two years of life. Shown are percentages

and numbers (in parentheses) of students

Tabela 1. Czestos¢ wystepowania wad refrakcji w zaleznosci od typu uzywanego w pierwszych dwoch latach zycia o§wietlenia w nocy.

W nawiasach obok procentéw podano ilo$¢ uczniéw

. . Patients / Pacjenci
Type of night lights / - - - - - - -
s . emmetropic / myopic / hyperopic / astigmatic / anisometropic /
Typ oswietlenia w nocy w , . . . o s .
emetropijni krotkowzroczni nadwzroczni z niezborno$cia r6znowzroczni

No light / Bez §wiatta 66 (1910) 15 (426) 11 (319) 4 (131 5(119)

Light / Swiatto 62 (452) p < 0.05 16 (113) p < 0.58 12(91) p<0.26 431)p<0.75 6 (44)p<0.02
incandescent / zarowe 63 (380) 15 (92) 13 (79) 4(22) 5@32)
fluorescent / fluorescencyjne 57 (72) p < 0.23 17 (21) p<0.68 10 (12) p<0.27 7(9)p<0.07 9 (12) p<0.06

Total number of patients / Ogotem 65 (2362) 15 (539) 11 (410) 4 (162) 5(163)




OCCURRENCE OF REFRACTIVE ERRORS AMONG STUDENTS

35

Table 2. Prevalence of refractive errors in relation to the type of room lighting used during the first two years of life. Shown are percentages

and numbers (in parentheses) of students

Tabela 2. Czestos¢ wystepowania wad refrakeji w zaleznoS$ci od typu uzywanego w pierwszych dwdch latach zycia o§wietlenia
w pomieszczeniu. W nawiasach obok procentéw podano ilo$¢ uczniow

Patients / Pacjenci
Type of room / - - - - - - -
Typ pokoju emmetrop.lc./ ' myopic / . hyperopic / ) a.stlgmatlcr / . ar,u‘sometroplc /
emetropijni krotkowzroczni nadwzroczni z niezbornoscia réznowzroczni
Living room / Pokdj dzienny
incandescent / Zarowe 65 (2332) 15 (536) 11 (406) 4 (160) 5(162)
fluorescent / fluorescencyjne 75 (30) p<0.18 7.5@3)p<0.18 10 4)p<0.79 52)p<0.86 2.5(1)p<0.54
Dining room / Jadalnia
incandescent / Zarowe 65 (2315) 15 (527) 11 (400) 4 (157) 5(159)
fluorescent / fluorescencyjne 60 (47)p<0.37 15(12)p<0.88 13 (10) p < 0.66 7(5)p<0.39 5@)p<0.78
Child’s room / Pokoj dziecigcy
incandescent / zarowe 65 (2330) 15 (531) 11 (405) 4 (160) 5(162)
fluorescent / fluorescencyjne 66 (32) p<0.80 17 (8) p<0.91 10(5)p<0.85 4(2)p<092 3(1)p<0.54
Parents bedroom / Sypialnia rodzicow
incandescent / zarowe 65 (2340) 15 (532) 11 (405) 4 (157) 5(162)
fluorescent / fluorescencyjne 55(22)p<0.18 18 (7)p < 0.63 12 (5) p<0.80 12 (5) p<0.01 3(1)p<0.54
Kitchen / Kuchnia
incandescent / zarowe 65 (2213) 15 (493) 11 (372) 4 (147) 5(154)
fluorescent / fluorescencyjne 58 (149) p < 0.01 18 (46) p <0.15 15 (38) p <0.06 6 (15)p<0.26 39)p<043
Bathroom / Lazienka
incandescent / Zarowe 65 (2281) 15 (520) 11 (398) 4 (157) 5(159)
fluorescent / fluorescencyjne 67 (81) p<0.64 16 (19) p < 0.78 10 (12) p<0.63 4(5)p<0.86 3@4)p<0.52
Total number of patients / Ogotem 65 (2362) 15 (539) 11 (410) 4 (162) 5(163)

lighting in kitchens leads to a reduction in the prevalence
of emmetropia (p < 0.01) — table 2.

Discussion

In our study it was observed that sleeping until the age
of two in a room with a light turned on is associated with an
increase in the occurrence of anisometropia. In addition the
findings of Czepita et al. [4] that light emitted by fluorescent
lamps is associated with an increase in the prevalence of
astigmatism was confirmed. A higher occurrence of my-
opia among persons who until the age of two have slept in
lighted rooms was not proved. This was probably caused
by the use of other criteria in defining refractive errors and
selecting group of people with anisometropia.

In experimental research it is known that rearing chicks
in light provokes a flattening of the cornea, an enlargement
of the eyeball, a decrease of the thickness of the cornea,
sclera, retina and choroidea as well as anatomical changes
in the retina [5, 6, 9, 11]. Boelen and Cottriall [1] have in-
dicated that rearing chicks in continuous light reduces the
level of 3,4-dihrodroxiphenylacetic acid in the vitreous.
Possibly among humans the process of sleeping with a light
turned on can inflict a decrease of dopaminergic activity
and what goes along with it, a lower release of dopamine as
well as augmentation of eye growth. That is why it seems
likely that disturbances of the daily light/dark cycle during
the period of time when refraction is developing may disrupt
emmetropization and lead to refractive errors.

Recently, Loman et al. [12] described a greater progres-
sion of myopia among 23—44 year old law school students
subjected to a longer exposition of light at night. Vannas et

al. [18] in the cross-sectional survey of Finnish conscripts
found that myopia was not associated with the month of
birth. There was a trend towards a higher prevalence of
myopia among conscripts living above the Arctic Circle,
consistent with the hypothesis that ambient lighting might
influence refractive development. Those studies suggest
that light association may not be restricted to the first two
years of life. The critical period for an influence of the
light/dark cycle on refractive development, if it exists at
all, is not of a duration measured in months.

In the performed investigations a frequent occurrence
of astigmatism was observed among persons who before
the age of two lived with light emitted by fluorescent
lamps, in comparison to those who lived with light emitted
by incandescent lamps. This association has been already
described by Czepita et al. [4]. The creation of astigmatism
must likely be linked with the influence of light emitted
by fluorescent lamps on the corneal and anterior chamber
development. Perhaps in that process a particular function
is also being played by the ciliary ganglion and ciliary
muscle [10, 11].
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Streszczenie

Wstep: Celem pracy byto dokonanie oceny rozwoju
gatki ocznej i oczodotu cztowieka w zyciu plodowym.

Materiat i metody: Przebadano 18 martwych ptodow
ludzkich (36 oczu i 36 oczodotow) w wieku od 17 do 28
tygodnia ciazy. Badane ptody zmarty w pierwszych go-
dzinach zycia z powodu wcze$niactwa. Nie wykazywaty
zadnych widocznych wad rozwojowych. Mierzono u nich
dtugos¢ osiowa i srednicg rownikowa gatek ocznych oraz
gtebokos$¢ 1 szeroko$¢ oczodotdw. Dane opracowano staty-
stycznie testem t-Studenta oraz wspotczynnikami korelacji
Pearsona.

Wyniki: Wykazano, ze wraz z wiekiem ro$nie dtugo$¢
osiowa (p < 0,005) i $rednica rownikowa (p < 0,001) gatki
ocznej (ryc. 1). Stwierdzono, ze wraz z wiekiem ro$nie gle-
bokos¢ (p <0,001) i szerokos¢ (p <0,001) oczodotu (ryc. 2).
Zaobserwowano réwniez, ze wraz ze wzrostem dtugosci
osiowej oka zwigksza si¢ glgbokos¢ oczodotu (p < 0,001),
a wraz ze wzrostem $rednicy rownikowej gatki ocznej
ro$nie szeroko§¢ oczodotu (p < 0,001) (ryc. 3). W pracy
wykazano, ze w zyciu ptodowym cztowieka wzrost gatki
ocznej koreluje ze wzrostem oczodotu.

Hasta: ptod — gatka oczna — oczodot — rozwo;.

Summary

Purpose: The aim of this paper was to describe
the development of the human eyeball and orbit during
fetal life.

Material and methods: Eighteen human fetuses (36
eyes and 36 orbits) with gestational age ranging from
17 to 28 weeks were examined. Fetuses died in the first
hours of life due to immaturity and did not reveal any
developmental anomalies. The axial and equatorial dia-
meters of the eyeballs as well as the depth and width of
the orbits were measured. The data was analyzed stati-
stically with Student’s t-test and Pearson’s correlation
coefficients.

Results: It was found that the axial length (p <0.005)
and equatorial diameter (p < 0.001) of the eyeballs, as
well as the depth (p < 0.001) and width (p < 0.001) of
the orbit increase with age. Furthermore, growth of the
axial length of the eye is paralleled by increase in orbital
depth (p < 0.001) while growth of the equatorial diameter
coincides with increasing orbital width (p <0.001). It was
ascertained that growth of the human eye during fetal
life is correlated with growth of the orbit.

Key words: fetus — eyeball — orbit — development.
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Introduction

Based on clinical and experimental investigations it can
be assumed that orbital development depends on growth of
theeye [1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20]. However, it has not been established how growth
of the eyeball affects the development of the orbit. Due to
ethical reasons, experimental studies cannot be performed
on human fetuses. Therefore, all observations bringing us
closer to elucidation of the problem are scientifically impor-
tant. We have therefore decided to study the development
of the human eye and orbit during fetal life.

Material and methods

Eighteen human fetuses (36 eyeballs and 36 orbits)
aged from 17 to 28 weeks, without any signs of develop-
mental anomalies, were examined. All fetuses died in the
first hours of life due to immaturity. Fetuses were placed
in 10% formalin prior to the study.

Fetal age was calculated on the basis of the crown-rump
length (CRL), crown-heel length (CHL), and body mass [21,
22]. Clinical data was also considered in determining the
age of the fetuses. The bodies did not display any symptoms
of maceration or postmortem autolysis.

Eyeballs followed by orbits were dissected from the
fetal body and transferred to 0.9% saline for a few days
prior to measurements. The axial and equatorial diameters
of the eyes as well as the depth and width of the orbits were
measured using vernier calipers.

The axial length was taken as the distance between the
peak of the cornea and the peak of the posterior segment
of the eyeball. The equatorial diameter was regarded as the
width of the eye at the equator. The depth of the orbit was
taken as the distance from the supraorbital margin to the optic
canal. The width of the orbit was equal to the distance from
the frontozygomatic suture to the frontomaxillary suture.

Data was analyzed statistically with Student’s t-test and
Pearson’s correlation (PC) coefficients. P values smaller
than 0.05 were considered to be statistically significant.
Statistica 99 PL Software was used for analysis.

The study protocol was approved by the Bioethics
Committee of the Pomeranian Medical University.

Results

We found that the axial length (PC = 0.509, p < 0.005,
Fig. 1A) and equatorial diameter (PC = 0.557, p < 0.001,
Fig. 1B) of the eyeball increase with age.

As aresult of ageing, the depth (PC = 0.458, p <0.001,
Fig. 2A) and width (PC = 0.536, p < 0.001, Fig. 2B) of the
orbit increase.

The axial length of the eye and the orbital depth in-
crease in parallel (PC = 0.805, p < 0.001, Fig. 3A). The

equatorial diameter of the eyeball increased concurrently
with orbital width (PC = 0.864, p < 0.001, Fig. 3B).

Discussion

The results indicate that the axial length and equatorial
diameter of the eye as well as the depth and width of the
orbit increase with age. The increase in axial length of the
eyeball is associated with increase in the orbital depth,
while the increase in equatorial diameter of the eye is as-
sociated with the increase in orbital width.

It is widely accepted that the normal shape and size of
the orbit result from a balance between a number of genetic
and epigenetic factors which may function on a systemic,
regional or local scale. The development of the orbital cavity
is related to the development of the nasal cavity, parana-
sal sinuses, temporal fossa and cranial cavity. However,
growth of the eyeball in relation to the orbit is not fully
understood. Moreover, the role of the nerves, vessels, fat
and glands taking part in the orbital development has not
been decisively established [2, 5, 19].

In postnatal experiments conducted on animals (frogs,
newts, chicks, rabbits, cats, dogs, pigs, sheep, and primates)
it was observed that evisceration, enucleation or exentera-
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Fig. 1. Changes in axial length (A) and equatorial diameter (B) of the
eyeball depending on age of the fetus
Ryc. 1. Zachowanie si¢ dtugosci osiowej (A) i $rednicy rownikowej gatki
ocznej (B) w zaleznosci od wieku ptodu
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Fig. 2. Changes in the depth (A) and width (B) of the orbit depending on
age of the fetus

Ryc. 2. Zachowanie sig glgbokosci (A) i szerokosci (B) oczodotu
w zalezno$ci od wieku ptodu

tion of the orbit leads to a reduction and shallowness of the
orbit [1, 2, 3, 4,7, 8,9, 11, 12, 13, 19]. On the other hand,
enlargement of the eye causes an increase in the dimensions
and volume of the orbit [2, 6, 7, 8, 9, 10].

It was observed in unilaterally microphthalmic chick
embryos that the calvaria, facial skeleton, and orbit on the
side of the operation are small. It thus appears that the
eyeball as well as other structures play an important role
in controlling the growth of the orbit [14, 15, 16, 17, 18,
19, 20].

In clinical observations performed on humans it was
observed that anophthalmia and microphthalmia are as-
sociated with smaller orbits and lessened growth of the
orbit, depending on the age when the problem arose. It was
described that enucleation of one eye before the age of five
years could lead to a persisting deficiency of bone growth in
the orbital margin by as much as 15 percent on the enucle-
ated side as compared with the other side. Enucleation at 9
years of age and after did not lead to appreciable alteration.
It was also observed that removal of orbital contents by the
age of two does not result in deceleration of orbital growth
[2,3,4,5,7,9,19].

These findings prove that the eyeball as well as the
orbital elements play an important role in orbital develop-
ment. Our present study has shown a simultaneous increase
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Fig. 3. Changes in the depth of the orbit depending on the axial length of
the eyeball (A) as well as changes in the width of the orbit depending on
the equatorial diameter of the eyeball (B)

Ryc. 3. Zachowanie sig glebokosci oczodotu w zaleznosci od dtugosci
osiowej gatki ocznej (A) oraz zachowanie sig¢ szerokosci oczodotu
w zaleznosci od $rednicy rownikowej gatki ocznej (B)

in dimensions of the eye and orbit occurs during fetal life
in humans.
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Summary

Purpose: The purpose of this work was to assess
ventilation and perfusion and to determine the ventilation/
perfusion ratio in patients managed with decortication due
to chronic pleural empyema.

Material and methods: The study group comprised 28
patients, including 22 with left-side and 6 with right-side
decortication. The period from onset of disease to surgery
ranged from 23 to 290 days. Postoperative follow-up ran-
ged from 9 to 183 months. All patients underwent basic
laboratory tests, spirometric measurements, gasometry of
arterialised blood at rest and a chest X-ray examination.
Lung ventilation was examined with the isotope method
using 99m-Tc (Technetium) labeled albumin microspheres.
Lung perfusion was examined using 99m-Tc (Technetium)
labeled macroaggregates of human albumin given intrave-
nously. Perfusion and ventilation were assessed and the ratio
of ventilation to perfusion on the operated and contralate-
ral sides was calculated. Spirometry values (FVC, FEV1,
FEVI1%FVC) were within normal.

Results: The results show a reduction in ventilation
and perfusion on the decorticated side and compensatory
increase on the opposite side. Concurrently, a reduction
in the ventilation/perfusion ratio on the operated side was
found. Decortication of the chronic pleural empyema is

supposed to improve ventilation on the operated side. Func-
tional results of surgery have so far been assessed in the
literature basing solely on the spirometric test. The present
findings suggest that contrary to expectations after this type
of surgery, perfusion and ventilation remain considerably
impaired on the operated side.

Key words: pleural empyema — scintigraphy — de-
cortication — perfusion — ventilation.

Streszczenie

Wstep: Celem pracy byta ocena wentylacji, perfuzji oraz
oznaczenie wspofczynnika wentylacja/perfuzja u chorych
leczonych dekortykacja z powodu przewleklego ropniaka
optucne;.

Materiati metody: Badaniu poddano 28 chorych. Wenty-
lacje ptucna badano metoda izotopowa, podajac inhalacyjnie
mikrosfery albumin znakowane 99m-Tc (Technetem). Perfu-
zj¢ ptucna badano, podajac dozylnie makroagregaty albuminy
ludzkiej znakowane 99m-Tc (Technetem).

Wyniki: Wykazano obnizenie warto$ci §rednich wenty-
lacji 1 perfuzji ze znaczniejszym uposledzeniem wentylacji
po stronie przebytej dekortykacji z rownoczesnym kompen-
sacyjnym wzrostem tych wartos$ci po stronie przeciwne;.

* Zwigzta wersja rozprawy doktorskiej przyjetej przez Radg Wydziatu Lekarskiego Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie. Promotor:
dr hab. n. med. Andrzej M. Sedlaczek. Oryginalny maszynopis obejmuje: 83 strony, 22 ryciny, 23 tabele, 80 pozycji piSmiennictwa.

* Concise version of doctoral thesis approved by the Council of the Faculty of Medicine, Pomeranian Medical University in Szczecin. Pro-
motor: Andrzej M. Sedlaczek M.D., D.M.Sc.Habil. Original typescript comprises: 83 pages, 22 figures, 23 tables, 80 references.
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Stwierdzono zmniejszenie §rednich warto$ci wspotczynnika
wentylacja/perfuzja po stronie operowane;.

Hasta: ropniak optucnej — scyntygrafia — dekortykacja
— perfuzja — wentylacja.

Wstep

Przewlekty ropniak optucnej to nagromadzenie tresci
ropnej w jamie oplucnej, ktore prowadzi do ucisnigcia ptu-
ca, unieruchamia przepong, ogranicza wentylacje¢ i zmienia
warunki hemodynamiczne w jego obszarze [9, 10, 17]. Pod-
stawowym sposobem leczenia chirurgicznego przewleklego
ropniaka bez ognisk chorobowych w migzszu plucnym i bez
przetoki jest dekortykacja pluca polegajaca na usunigciu
worka ropniaka bez resekc;ji tkanki ptucnej [1, 4, 13]. Dekor-
tykacja obok podstawowego celu, jakim jest usunigcie ogni-
ska ropnego, ma za zadanie przywrocenie fizjologicznych
warunkow czynnosci oddechowej ptuca, a przede wszystkim
wentylacjii perfuzji. Zagadnieniem zastugujacym na szcze-
g0lna uwagg sa odlegte nastgpstwa czynnos$ciowe przebytego
ropniaka, bedace odzwierciedleniem skutecznosci leczenia.
Wielu autorow w swoich doniesieniach poruszato ten pro-
blem, koncentrujac si¢ wokot zaburzen wydolnosci wenty-
lacyjnej ocenianej metodami spirometrycznymi [21]. Nie
znaleziono w dostgpnym pismiennictwie prac oceniajacych
za pomoca badan radioizotopowych rownoczesnie perfuz;ji
i wentylacji u chorych po dekortykacji ptuca z powodu
przewleklego ropniaka oraz przedstawiajacych zachowanie
si¢ stosunku wentylacji do perfuzji u tych osob.

Wobec powyzszego wydaje sig by¢ celowym przedsta-
wienie wynikow badan czynnosci oddechowej u chorych po
p6znej dekortykacji ptuca z powodu przewlektego ropniaka
za pomoca radioizotopowe]j oceny wentylacji i perfuzji ptuc
oraz oceny wspotczynnika wentylacja/perfuzja.

Material i metody

Badaniu poddano 28 chorych leczonych w okresie od
1980 do 1997 roku pdzna dekortykacja z powodu prze-
wleklego ropniaka na Oddziale Torakochirurgicznym
Specjalistycznego Szpitala w Szczecinie Zdunowie bez
resekcji miazszu ptucnego i bez zmian w drugim plucu.
Jako kryterium kwalifikujace do badan przyjeto obraz
radiologiczny przewleklego ropniaka, to jest zacienienie
catkowite lub czgs$ciowe odpowiedniego pola ptucnego
z przeciagnigciem $rodpiersia w strong chora, podcia-
gnigciem koputy przepony po stronie chorej i zwgzeniem
migdzyzebrzy (autoplastyka).

Wsrod badanych bylo 20 mezczyzn i 8 kobiet w wieku
od 22 do 63 lat (mediana 43,5; srednia 41,5). Okres od ope-
racji do badania kontrolnego wynosit od 9 do 183 miesigcy
(mediana 84; $rednia 80). Wykonano w 22 przypadkach
dekortykacj¢ prawostronng i w 6 po stronie lewe;.

Przyczyna przewleklego ropniaka optucnej u chorych
grupy badanej bylo zakazenie nieswoiste w 18 przypad-
kach, gruzlica u 4 osdb, zakazenie pourazowego krwiaka
optucnej u 6 0sob.

U wszystkich badanych wykonano: szczegdtowe bada-
nie przedmiotowe, podstawowe badania pracowniane, ba-
danie gazometryczne krwi arterializowanej w spoczynku,
elektrokardiogram, radiogram tylno-przedni klatki piersio-
wej, radiogram boczny w zalezno$ci od strony operowane;.
Pomiary spirometryczne oznaczano w Pracowni Badan
Czynnosciowych Specjalistycznego Szpitala w Szczecinie
Zdunowie, wyposazonej w spirometr typu Gould Pulmo-
net I11-35 sprzgzony z komputerem, zaprogramowany wg
norm Morrisa.

W badaniu metoda scyntygrafii perfuzyjnej podawano
dozylnie w pozycji lezacej badanego, na 10 minut przed
rejestracja, makroagregaty albuminy ludzkiej znakowane
99m-Tc (Technetem), o aktywnosci okoto 120 MBq (me-
gabekereli) na jedno badanie. Rozmieszczenie znacznika
rejestrowano gammakamerag MB 9200 (Gamma Muvex,
Budapest) w pozycji stojacej w typowych rzutach (przed-
nio-tylnym, tylno-przednim, w obu bocznych oraz obu
tylnych skosnych). Wyniki badan analizowano programem
komputerowym, wyliczajac na podstawie pomiar6w gam-
makamery perfuzj¢ w plucu prawym i lewym oraz krzywe
rozktadu aktywnosci (perfuzji) w obu ptucach. Zgodnie
z metoda badania, wedlug ktorej wielko§¢ catkowitego
przepltywu przez oba ptuca przyjeto za 1,0, wartosci prze-
plywéw plucnych przedstawiono w postaci odsetkowe;.
Za warto$ci prawidtowe przyjeto 0,50—0,55 catkowitego
przeptywu dla ptuca prawego oraz 0,45-0,50 calkowitego
przeptywu dla ptuca lewego [6]. Wyniki przeptywow ptuc-
nych badanej grupy poréwnano z ww. normami.

Badanie scyntygraficzne wentylacji pluc (wentylacja
aerozolowa) wykonywano w 48 godzin po badaniu perfuzji
z zastosowaniem preparatu SolcoVenticoll — mikrosfe-
ry albumin, ktére znakowano 99m-Tc (Technetem) do
aktywnosci 500 MBq na jedno badanie. Przygotowany
odczynnik wprowadzano do specjalistycznego zestawu do
badan metoda wentylacji aerozolowej Venticis I11 Ventibox.
Badany inhalowat aerozol z nebulizera poprzez ustnik przy
zamknigtych zaciskami nozdrzach, w pozycji siedzacej,
przez 10 minut do czasu wyrdéwnania st¢zenia znacznika
w nebulizerze 1 w powietrzu pgcherzykowym. Bezpo-
$rednio po inhalacji rozpoczynano rejestracje aktywnosci
znacznika w drogach oddechowych.

Rozmieszczenie znacznika rejestrowano gammakame-
ra MB 9200 (Gamma Muvex, Budapest) w pozycji stojacej
w typowych rzutach. Wyniki badan analizowano za po-
moca programu komputerowego, wyliczajac na podstawie
pomiaréw gammakamery wentylacj¢ w ptucu prawym i le-
wym oraz krzywe rozktadu aktywnosci (wentylacji) w obu
ptucach. Zgodnie z zatozeniem badania, wedtug ktorej
wielko$¢ catkowitej wentylacji przez oba ptuca przyjgto za
1,0, warto$ci wentylacji ptucnych przedstawiono w postaci
odsetkowej. Za wartosci prawidlowe przyjeto 0,55 catko-
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witej wentylacji dla ptuca prawego oraz 0,45 calkowitej
wentylacji dla ptuca lewego [6, 7]. Wyniki wentylacji ptuc
badanej grupy poréwnano z ww. normami.

Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono wspot-
czynnik V/Q (wentylacja/perfuzja) po stronie operowanej
i przeciwnej, dzielac uzyskane wyzej przedstawionymi
metodami warto$ci wentylacji przez wartos¢ perfuzji ptuc
osobno dla strony operowanej i przeciwnej dla kazdego
badanego oraz $rednie wartosci dla catej grupy. Prawidtowa
wielko$¢ wspotczynnika wentylacja/perfuzja przyjeto za
0,85 [2]. Wartosci wspodtczynnika wentylacja/perfuzja pluc
badanej grupy poréwnano z ww. normami.

W analizie statystycznej zastosowano testy umozliwia-
jace obliczenie poziomu istotnosci dla réznicy pomigdzy
$rednia z proby a $rednia z populacji oraz poziomu istotno-
$ci dla roznicy pomigdzy dwiema Srednimi z dwoch prob.
Obliczenia wykonano w programie Statistica [19]. Wyniki
przedstawiono w formie rycin i tabel. Numery porzadkowe
w tabelach przypisane s zawsze tym samym badanym.

Wyniki

Wyniki badania gazometrycznego krwi arteriali-
zowanej wykonane w spoczynku u wszystkich chorych
przedstawiaty si¢ prawidtowo.

Podstawowe dane spirometryczne: nasilong pojemnos¢
zyciowa (FVC), nasilong objgtos¢ wydechowa pierwszose-
kundowa (FEV1) oraz wskaznik Tiffeneau (FEV1%FVC)
przedstawia tabela 1. Zestawienie wynikow odsetkowych
wartosci perfuzji, wentylacji oraz wspotczynnikow wenty-
lacja/perfuzja w obu ptucach u chorych po prawostronne;j
dekortykacji po stronie operowanej i przeciwnej wraz
z warto$ciami $rednimi przedstawiono w tabeli 2.

Zestawienie wynikow odsetkowych warto$ci perfu-
zji, wentylacji oraz wspotczynnikow wentylacja/perfuzja
w obu ptucach u chorych po lewostronnej dekortykacji
po stronie operowanej i przeciwnej wraz z warto$ciami
$rednimi zamieszczono w tabeli 3.

Wykazano, ze w grupie chorych poddanych prawo-
stronnej dekortykacji:

— $rednia odsetkowa perfuzja ptuca po stronie operowane;j
obnizyta si¢ ponizej dolnego zakresu normy, roznica ta
nie byla statystycznie istotna,

— $rednia odsetkowa perfuzja przez ptuco lewe przeciwne
do strony operowanej byla wyzsza niz gorny zakres
normy, réznica ta nie byta statystycznie istotna,

— $rednia odsetkowa wentylacja ptuca po stronie operowa-
nej obnizyla si¢ ponizej wartosci prawidtowej, réznica
ta byla statystycznie istotna (p < 0,001),

— $rednia odsetkowa wentylacja przez ptuco lewe prze-
ciwne do strony operowanej byta wyzsza niz warto$¢
prawidtowa, réznica ta byta statystycznie istotna
(p <0,001),

— $rednia warto$¢ wspotczynnika wentylacja/perfuzja
ptuca po stronie operowanej byta ponizej przyjetej

Tabela 1. Pooperacyjne wyniki badan spirometrycznych grupy
badanej w wartosciach bezwzglednych (litrach) i procentowych
w stosunku do norm wg Morrisa

Table 1. Postoperative results of spirometric tests in the study
group presented in absolute values (litres) and percent values in
relation to Morris’ norm

Nr/No. | FVC() | FVC(%) | FEVI(l) | FEVI(%) | FEVI%FVC
1 2,72 65 2,20 71 81
2 2,64 91 1,90 88 72
3 4,94 94 3,89 96 79
4 3,99 74 3,45 81 86
5 3,57 82 2,78 89 78
6 3,85 84 3,29 98 85
7 3,09 76 277 84 89
8 4,12 87 3,48 95 84
9 4,18 83 3,54 91 84
10 5,17 92 4,52 101 87
11 3,52 76 2,86 79 81
12 4,20 94 2,90 86 69
13 3,52 73 2,66 74 75
14 4,18 86 3,41 94 87
15 3,57 95 3,19 107 89
16 3,80 95 3,30 103 85
17 3,39 85 3,02 90 107
18 2,95 81 2,75 86 110
19 5,91 110 474 108 105
20 3,35 113 3,00 119 104
21 2,20 80 1,63 70 87
2 5,72 104 5,00 118 87
23 3,71 89 3,23 89 103
24 3,69 107 2,89 117 78
25 3,78 90 2,55 81 67
26 4,10 80 2,90 76 71
27 3,72 89 2,93 92 79
28 4,05 95 2,89 91 71
Min 2,20 65 1,63 70 67
Max 5,01 113 5,00 119 110
Med. 3,75 88,0 2,96 90,5 84,5
Mean 3,84 88,2 3,13 91,9 85,0

wartos$ci prawidtowej, roznica ta byla statystycznie
istotna (p < 0,05),

— $rednia warto$¢ wspotczynnika wentylacja/perfuzja
przez ptuco lewe przeciwne do strony operowanej byta
powyzej przyjetej wartosci prawidtowej, réznica ta bylta
statystycznie istotna (p < 0,001).

W grupie chorych poddanych lewostronnej dekorty-
kacji wykazano, zZe:

— $rednia odsetkowa perfuzja ptuca po stronie operowane;j
obnizyta si¢ ponizej wartosci prawidtowej, réznica ta
nie byla statystycznie istotna,

— $rednia odsetkowa perfuzja przez ptuco prawe prze-
ciwne do strony operowanej byta wyzsza niz warto$¢
prawidlowa, roznica ta nie byta statystycznie istotna,

— $rednia odsetkowa wentylacja ptuca po stronie operowa-
nej obnizyla si¢ ponizej wartosci prawidtowej, réznica
ta byla statystycznie istotna (p < 0,05),

— $rednia odsetkowa wentylacja przez ptuco prawe przeciw-
ne do strony operowanej byla wyzsza niz wartos¢ prawi-
dlowa, réznica ta byta statystycznie istotna (p < 0,05),
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Tabela 2. WartoSci perfuzji i wentylacji plucnej oraz
wspélezynnika wentylacja/perfuzja u chorych po prawostronnej
dekortykacji po stronie operowanej i przeciwnej

Table 2. Lung perfusion and ventilation and the perfusion/
ventilation ratio in patients with right-side decortication

Tabela 3. Warto$ci perfuzji i wentylacji plucnej oraz
wspélczynnika wentylacja/perfuzja u chorych po lewostronnej
dekortykacji po stronie operowanej i przeciwnej

Table 3. Lung perfusion and ventilation and the ventilation/
perfusion ratio in patients with right-side decortication

— $rednia warto$¢ wspotczynnika wentylacja/perfuzja
ptuca po stronie operowanej byta ponizej wartosci przy-
jetej za prawidlowa, roznica ta nie byla statystycznie
istotna,

— $rednia warto$¢ wspotczynnika wentylacja/perfuzja
przez ptuco prawe przeciwne do strony operowanej byta
powyzej wartosci przyjetej za prawidtowa, roznica ta
byta statystycznie istotna (p < 0,01).

Dyskusja

Czynno$¢ oddechowa jest wypadkowa procesow
mechaniki, wentylacji, perfuzji, dystrybucji krwi i gazéw
oraz dyfuzji. Uposledzenie ktorejkolwiek ze sktadowych
powoduje zaburzenie catego procesu [18].

Czynnos$¢ uktadu oddechowego najdoktadniej mozna
oceni¢ skojarzonymi badaniami izotopowymi [11, 12].
Pozwalaja one na oceng regionalnej wentylacji i perfuzji

Odsetkowa wartos¢ | Odsetkowa warto$¢ Wartg $¢ wspot- Odsetkowa warto$¢ | Odsetkowa wartos¢ Wartosc wspo?czyn—
.. . . . | czynnika wentyla- . . .. . | nika wentylacja/per-
perfuzji ptucnej / | wentylacji ptucnej . . perfuzji ptucnej / | wentylacji ptucnej .
cja/perfuzja ptucna fuzja ptucna / Lung
The percent value of | / Percent value of o The percent value of | / Percent value of o
. o / Lung ventilation/ . o ventilation/perfu-
lung perfusion lung ventilation . . lung perfusion lung ventilation . -
N/ perfusion ratio Ne/ sion ratio
No. Po stronie Po Po stronie Po Po stronie Po No. Po stronie Po Po stronie Po Po stronie Po
operowa- .| operowa- . | operowa- . operowa- .| operowa- .| operowa- .
nej prawej stron.le nej prawej stron.le nej prawej stron.le nej prawej stron.le nej prawej stronhle nej prawej stronile
/Onthe | V9| onthe | VU | onthe | v/ /Onthe | ¥/ onthe | VI 1 onhe | 1w/
operated On the operated On the operated On the operated On the operated On the operated On the
right side left side right side left side right side left side right side left side right side left side right side left side
1 0,5936 | 0,4065 | 0,2847 | 0,7153 | 0,47962 |1,75966 23 0,4962 | 0,5039 | 0,6600 | 0,3400 1,3301 0,6747
2 0,4339 | 0,5661 0,3911 0,609 | 0,90136 |1,07578 24 0,5154 | 0,4845 | 0,5404 | 0,4596 1,0485 | 0,9486
3 0,4353 0,5647 | 0,1803 0,8198 | 0,41420 |1,45174 25 0,5756 | 0,4243 | 0,5584 | 0,4415 0,9701 1,0405
4 0,4718 0,5282 | 0,2893 0,7107 | 0,61318 | 1,34551 26 0,6017 | 0,3983 | 0,6344 | 0,3657 1,0543 0,9181
5 0,4754 | 0,5245 | 0,2652 | 0,7348 | 0,55785 |1,40095 27 0,6715 | 0,3284 | 0,8326 | 0,1674 1,2399 | 0,5097
6 0,4771 0,5229 | 0,3695 | 0,6306 | 0,77447 |1,20597 28 0,5872 | 0,4127 | 0,7085 0,2916 1,2066 | 0,7066
7 0,4421 0,5579 | 0,3204 | 0,6797 | 0,72472 |1,21832 Min | 0,4962 | 0,3284 | 0,5404 | 0,1674 0,9701 0,5097
8 0,5363 | 0,4637 | 0,3221 0,6778 | 0,60060 |1,46172 Max | 0,6715 | 0,5039 | 0,8326 | 0,4596 1,3301 1,0405
9 0,4944 | 0,5057 | 0,3126 | 0,6875 | 0,63228 |1,35950 Mean| 0,5746 | 0,4253 0,6557 | 0,3443 1,1416 0,7997
10 0,5036 | 0,4965 | 04225 | 0,5775 | 0,83896 |1,16314 SD 0,0631 0,0632 | 0,1071 0,1070 0,1379 0,2013
11 0,3393 | 0,6607 | 0,5188 0,4811 | 1,52903 |0,72817
12 0,4765 | 0,5235 | 0,3857 | 0,6143 | 0,80944 |1,17345 oraz okreslenie wartosci wspotczynnika V/Q (wentyla-
13 | 04963 | 0,5037 | 03334 | 0,6665 | 0.67177 |1,32321 | = cja/perfuzja), ktérego znajomo$¢ umozliwia znalezienie
14 05891 | 04110 | 04372 | 0,5628 | 0,74215 | 136934 |y (hezarze phluca regionoéw ,,daremnej wentylacji” lub
15 0,5319 | 0,4682 | 0,4477 | 0,5522 | 0,84170 |1,17941 daremne;j perfuzji” [6, 7]
16 | 05239 | 04761 | 04117 | 0,5884 | 0,78584 |1,23587 | 7 P hJ LT h badaniach. iakimi
17 | 04283 | 05717 | 02895 | 0,7106 | 0,67593 |1,24296 W powszechnie stosowanyc adaniachi, jakimi s
18 0,4803 0,5197 0,4136 0,5864 | 0,86113 1,12834 badania spirometryczne, StWIerdZOHO, ewW Calej grupie 28
19 | 04870 | 05130 | 04107 | 05893 | 0,84333 |1,14873 | chorych $rednie warto$ci FVC, FEV1, FEV1%FVC mies-
20 | 055445 | 04554 | 04328 | 0,5672 | 0,79486 |1,24550 | cily si¢ w przedziale powyzej 70% warto$ci naleznych wg
21 0,4331 | 0,5668 | 0,3747 | 0,6253 | 0,86516 |1,10321 Morrisa [8, 14, 16]. Jest to zgodne z doniesieniami wigk-
22 | 05056 | 04944 | 03617 | 06383 | 071539 11,29106 | 5704ci autorow o prawidtowych wartosciach uzyskiwanych
Min | 03393 | 04065 | 0,1803 | 04811 | 04142 |0,7281 w badaniu spirometrycznym u chorych po dekortykacji
Max | 0,5936 | 0,6607 | 0,5188 0,8198 | 1,5290 1,7596 [15, 21]
Mean | 0,4863 0,5137 | 0,3625 | 0,6375 | 0,7578 1,2551 ’ W L, Kk iak .. 1
SD 0,0568 0,0568 0,0758 0,0759 | 02157 0,1928 umsmqtym Pprz€z worek ropniaka migzszu prucnym

wystepuja zaré6wno zaburzenia wentylacji, jak i perfuzji
[4, 17]. Ucisk i cze$ciowa niedodma ptuca moze prowadzi¢
do zgrubienia blony wewngtrznej naczyn tgtniczych ptuca
i zwigkszenia oporow w tozysku naczyn wlosowatych ptuc
[15]. Zaburzenia perfuzji ptucnej wtérne do pierwotnych
zaburzeh wentylacji sa wynikiem fizjologicznego mecha-
nizmu pgcherzykowo-wlosniczkowego, zwanego mecha-
nizmem Liliestranda i Eulera, powodujacego zmniejszenie
ukrwienia czynno$ciowego w obszarze ptucnym o zmniej-
szonej wentylacji [5, 23].

Dla oceny przeptywu ptucnego postuzono si¢ w oma-
wianym badaniu metoda radioizotopowa. Pozwala ona
w sposob mato inwazyjny, prosty i szybki oceni¢ rozktad
radioaktywnosci w obrebie ptuc po podaniu dozylnym izo-
topu. Scyntygraficzna metoda badania przeptywu ptucnego
podaje jedynie odsetkowe warto$ci perfuzji w danym ptu-
cu. Nie okresla wartosci bezwzglednych perfuzji ptucne;.

Worek ropniaka, uciskajac miazsz ptucny, ogranicza
przeplyw w swym sasiedztwie. Mozna przypuszczac, ze
zmieniajac w ten sposob dystrybucje krwi w plucu, powo-
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duje jednoczes$nie zmiany wielkos$ci przeptywu w pozosta-
jacych poza uciskiem i zrostami partiach ptuca.

Wyniki pomiaréw perfuzji w calej grupie, zar6wno
w plucu po stronie operowanej jak i przeciwnej do ope-
rowanej, porownywano z warto$ciami uznawanymi za
prawidlowe. Srednie warto$ci perfuzji po stronie dekor-
tykacji porownywano z dolna granica normy, podczas
gdy Srednie warto$ci perfuzji po stronie przeciwleglej
poréwnywano z goérna granica normy. Sposob ten przy-
jeto, aby uwiarygodni¢ wyniki analizy statystycznej,
jesli oczekiwano obnizenia warto$ci obserwowanych,
porownywano je z dolnym zakresem normy. Natomiast
przy oczekiwanym wzroscie warto$ci obserwowanych
poréwnywano je statystycznie z gérnym zakresem normy.
Grupg badang podzielono na chorych poddanych prawo-
stronnej 1 lewostronnej dekortykacji. W grupie 22 os6b
poddanych prawostronnej dekortykacji sredni przeplyw
ptucny po stronie operowanej byt obnizony w stosunku do
dolnej granicy normy (0,50), jednakze réznica ta nie miata
cech znamiennoéci statystycznej. Sredni przeptyw ptucny
po stronie lewej, przeciwnej do operowanej byl natomiast
wyzszy w tych przypadkach od gérnego zakresu normy
(0,50), cho¢ ita roznica nie byla statystycznie istotna.
Obnizenie przeptywu w plucu prawym ponizej dolnego za-
kresu normy zaobserwowano u 14 oséb. W kazdym z tych
przypadkow przeptyw przez ptuco lewe, przeciwleglte do
strony operowanej byt wigkszy od gornego zakresu normy.
W grupie 6 oséb poddanych lewostronnej dekortykacji
WyZzej opisywane zmiany przeptywu, polegajace na jego
obnizeniu po stronie operowanej ponizej dolnej granicy
normy (0,45) 1 jednoczasowym podwyzszeniu przeptywu
po stronie przeciwnej do operowanej powyzej gornego
zakresu normy (0,55), obserwowano u 4 0sob. Zjawisko
obnizenia przeptywu plucnego po stronie dekortykacji
7 jego jednoczesnym, kompensacyjnym wzrostem w ptucu
przeciwlegltym wykazano tacznie u 18 0sob, co stanowito
64% wszystkich badanych. Brak znamienno$ci statystycz-
nej wynikow moze wynikaé¢ z niejednorodnosci grupy
badanej. Wsrod czynnikéw branych pod uwage nalezatoby
przede wszystkim wymieni¢ wielko§¢ komory ropniaka,
warunkujaca stopien zaburzen przeptywu. Poglad ten ma
swoje uzasadnienie w ocenie przedoperacyjnych radiogra-
mow klatki piersiowej u tych chorych.

Dla oceny wentylacji ptucnej postuzono si¢ badaniem
scyntygraficznym wentylacji ptuc, tzw. wentylacja aerozolo-
wa. Scyntygraficzna metoda badania wentylacji ptuc podaje
jedynie odsetkowe warto$ci wentylacji w danym ptucu. Nie
okresla warto$ci bezwzglednych wentylacji ptucne;.

Worek ropniaka, uciskajac miazsz ptucny oraz ograni-
czajac ruchomos¢ $ciany klatki piersiowej 1 przepony, ogra-
nicza tak wentylacjg, jak i przeptyw w swoim sasiedztwie.
Mozna przypuszczaé, ze zmieniajac wentylacje w ptucu
uci$nigtym powoduje jednoczesnie zmiany w wielko$ci
wentylacji w przeciwlegltym ptucu.

Wyniki pomiaréw wentylacji w calej grupie, zarowno
w ptucu po stronie operowanej jak i przeciwnej do ope-

rowanej, porownywano z warto$ciami uznawanymi za
prawidtowe.

W grupie 22 oséb poddanych prawostronnej dekor-
tykacji Srednia wentylacja ptucna po stronie operowanej
byta obnizona w stosunku do przyjetej wartosci pra-
widtowej (0,55), réznica ta byta statystycznie istotna.
Srednia wentylacja ptucna po stronie lewej, przeciwnej
do operowanej byla natomiast wyzsza w tych przy-
padkach od warto$ci prawidtowej i r6znica ta rowniez
byta statystycznie istotna. W grupie 6 oséb poddanych
lewostronnej dekortykacji stwierdzono takze wyzej opi-
sywane zmiany wentylacji, polegajace na jego obnizeniu
po stronie operowanej ponizej warto$ci prawidtowej
(0,45) i podwyzszeniu wentylacji po stronie przeciwnej
do operowanej powyzej wartosci prawidtowej (0,55).
Obie te roznice byly statystycznie istotne. Zjawisko
obnizenia wentylacji po stronie dekortykacji z jej
jednoczesnym, kompensacyjnym wzrostem w ptucu
przeciwleglym wykazano tacznie u 26 oséb, co stano-
wito 93% wszystkich badanych. Wydaje si¢ iz ubytek
wentylacji w stosunku do ubytku perfuzji po stronie
operowanej byl wyrazniejszy. Utrzymujace si¢ pomimo
wykonanej dekortykacji uposledzenie wentylacji moze
by¢ spowodowane mniejsza ruchomoscia przepony po
stronie operowanej, ktéra prawdopodobnie wynika z jej
dtugotrwatego unieruchomienia przez worek ropniaka
z pozostawieniem mimo operacji zrostow w kacie prze-
ponowo-zebrowym i zaniku, a wigc i ostabienia mig¢$nia
przepony jako nastgpstwo unieruchomienia.

Do utrzymania prawidlowej wymiany gazowej w phu-
cach potrzebna jest nie tylko dostateczna wentylacja pgche-
rzykowa, lecz i prawidlowy przeptyw ptucny. Wentylacja
ptuc, bez wzgledu na jej wielko$é, bedzie nieskuteczna
w wymianie gazowej, gdy uposledzone jest ukrwienie
ptuc. Do skutecznego utlenowania krwi pozadane jest
utrzymanie prawidtowego stosunku wentylacji do perfuzji.
Zachwianie tego stosunku zawsze prowadzi do zaburzen
gazowych. W stanach nieprawidtowych w duzej liczbie
pecherzykow ptucnych wentylacja moze by¢ zbyt mata
w stosunku do przeptywu krwi, mozna wowczas mowié
0 zmniejszeniu stosunku wentylacji do perfuzji (,,daremnej
perfuzji”). Rownoczesnie w innych pecherzykach ptucnych
wentylacja moze by¢ zbyt duza w stosunku do przeptywu
krwi (zwigkszenie stosunku wentylacji do perfuzji, ,,da-
remna wentylacja”). Duza liczba pgcherzykéw nadmier-
nie ukrwionych w stosunku do wentylacji i nadmiernie
wentylowanych w stosunku do ukrwienia prowadzi do
stanu zwanego nierownomiernoscig wentylacji i ptucnego
przeptywu krwi. W obszarach, w ktorych stosunek V/Q
jest zmniejszony, krew opuszczajaca wlos$niczki peche-
rzykow plucnych nie ulega dostatecznej arterializacji, tj.
w stosunku do krwi tgtniczej zawiera za mato tlenu i za
duzo dwutlenku wegla. Stan ten powoduje zwigkszenie
domieszki zylnej do krwi tetniczej, a wige daje efekt jak
anatomiczny przeciek krwi z prawa na lewo. Zwigkszona
liczba pecherzykow wentylowanych, lecz niedokrwionych
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lub w ogole nie otrzymujacych krwi powigksza czynno-
$ciowa przestrzen martwa [3, 22].

Na podstawie otrzymanych warto$ci perfuzji i wen-
tylacji podjeto probg oceny wspdtczynnika wentylacja/
perfuzja. W grupie 22 oséb poddanych prawostronnej
dekortykacji warto$¢ srednia wskaznika V/Q po stronie
operowanej byta obnizona w stosunku do przyjgtej war-
tosci prawidlowej, roznica ta byla statystycznie istotna.
Srednia warto$¢ wspotczynnika wentylacja/perfuzja
ptucna po stronie lewej, przeciwnej do operowanej byta
natomiast wyzsza w tych przypadkach od wartosci pra-
widlowej 1 réznica ta rowniez byta statystycznie istotna.
W grupie 6 oséb poddanych lewostronnej dekortykacji
stwierdzono takze wyzej opisywane zmiany przeptywu,
polegajace na jego obnizeniu po stronie operowanej
ponizej wartosci przyjetej za prawidtowa, jednak bez
istotnosci statystycznej z podwyzszeniem wartosci wspot-
czynnika wentylacja/perfuzja po stronie przeciwnej do
operowanej powyzej warto$ci prawidtowej. Roznica ta
byla statystycznie istotna.

Jak wynika z powyzszego, u wszystkich badanych
stwierdzono zmniejszenie wspotczynnika wentylacja/perfuzja
po stronie operowanej, czyli pomimo obnizonej perfuzji jest
ona i tak zbyt duza w stosunku do odpowiadajacej jej czesci
ptuca o wigkszym jeszcze stopniu obnizonej wentylacji.
Wyrazem tego zaburzenia jest kompensacyjna daremna wen-
tylacja po stronie przeciwnej, czego efektem jest zwigkszony
wspotczynnik wentylacja/perfuzja po stronie przeciwnej do
operowanej. Rowniez i z taka ocena w dostgpnej literaturze
dotychczas si¢ nie spotkano. Poniewaz badania gazometryczne
arterializowanej krwi badanych wykonywano w spoczynku,
nie mozna jednoznacznie wypowiedzie¢ sig, na ile fizjolo-
giczne mechanizmy kompensacyjne sa w stanie wyréwnac
powstale zaburzenia catkowitej czynno$ci oddechowej ptuc.
Odpowiedz na tak postawione pytanie moglyby da¢ badania
maksymalnej zdolnosci wysitkowej (test spiroergometryczny
przeprowadzony przy uzyciu cykloergometru i analizatora
gazow wydychanych oraz badanie gazometryczne krwi wy-
konane w czasie wysitku).

Zabieg odkorowania ptuca, usuwajacy worek ropniaka,
uwalnia $ciang klatki piersiowej oraz zwalnia ze zrostow
i zlepow kopule przepony po stronie ropniaka. Przywraca
tym samym warunki dla petnej jej ruchomosci [20].

Operacja dekortykacji p6znego ropniaka ma w swoim
zatozeniu poprawia¢ wentylacje po stronie operowane;.
Czynnos$ciowe wyniki leczenia operacyjnego oceniano
dotychczas w pismiennictwie jedynie na podstawie badania
spirometrycznego. Przedstawione powyzej dane wydaja si¢
pozwalaé na postawienie wysoce uprawnionej hipotezy,
ze wbrew oczekiwaniom po tego typu zabiegu utrzymuja
si¢ nie tylko znacznego stopnia uposledzenie perfuzji po
stronie operowanej, ale jeszcze bardziej zaznaczone upo-
$ledzenie wentylacji.

Z punktu widzenia teoretycznego opisane zjawiska
moga w odlegltej przysztosci prowadzi¢ do przeciazenia
prawej komory serca.

Whioski

1. W grupie chorych poddanych dekortykacji
z powodu przewleklego ropniaka optucnej stwierdza sig
w ocenie odlegtej obnizenie wentylacji i w mniejszym
stopniu przeptywu przez ptuco po stronie operowane;j
z jednoczesnym kompensacyjnym ich wzrostem w ptucu
przeciwlegtym. Zmiany te powoduja znaczace zmniej-
szenie wartos$ci wspotczynnika wentylacja/perfuzja po
stronie operowane;j.

2. Dla ostatecznego wyjasnienia wplywu stwierdza-
nych zaburzen na zdolno$¢ wysitkowa badanego wska-
zane jest wykonanie badania obciazenia wysitkiem.

3. Zaburzenia czynno$ciowe u chorych poddanych
poznej dekortykacji z powodu przewlektego ropniaka
wydaja si¢ przemawiaé za wczesniejszym stawianiem
wskazan do bardziej inwazyjnego niz naktucia lecze-
nia.
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Summary

Introduction: The purpose of this work was to deter-
mine the influence of diabetic autonomic neuropathy on
some basic properties of saliva such as volume of stimulated
mixed saliva, concentration and secretion rates of sodium,
potassium and calcium ions, and of glucose.

Material and methods: The study was carried out in 55
patients (25 females and 30 males). The study group consisted
of 19 patients with type 2 diabetes mellitus and autonomic
neuropathy affecting the cardiovascular system — DM-N(+).
Two control groups were formed. One of them included 18 dia-
betic patients without any autonomic neuropathy — DM-N(-),
the other (K) comprised 18 patients without diabetes. In the
latter group there were nine patients on atropine (K-A) due
to bradycardia and nine patients on propranolol (K-P) due to
tachycardia. In the latter group, saliva samples were collected
before and after administration of atropine or propranolol.

Results: A significantly lower (p <0.001) mean volume
of stimulated mixed saliva was found in diabetic patients
with autonomic neuropathy (1.91 + 0.34 mL) and control
patients on atropine (K-A) (2.24 £ 0.68 mL) as compared to
DM-N(-) (5.37 £ 0.78 mL) and K-P patients (5.51 + 1.05 mL).
The volume of saliva did not correlate with glycosylated
haemoglobin in either DM-N(-) or DM-N(+) groups. Secre-
tion of glucose, as well as sodium, potassium and calcium

ions to saliva was significantly lower in diabetics with
autonomic neuropathy DM-N(+) and in non-diabetics after
administration of atropine.

Conclusion: Based on these results it was concluded
that secretion of stimulated mixed saliva, glucose, as well
as sodium, potassium and calcium ions is significantly
reduced in autonomic neuropathy. These findings may be
associated with lesions to parasympathetic nerve fibers
caused by long-lasting diabetes.

Key words: diabetes mellitus — diabetic autonomic
neurophaty — saliva.

Streszczenie

Cel: W pracy probowano ustali¢, czy objgtos¢ sty-
mulowanej §liny mieszanej, jej sktad jonowy i zawartosé¢
glukozy moga pomodc w rozpoznaniu wegetatywnej neu-
ropatii cukrzycowe;.

Material i metody: W grupie badanej pacjentéw z cuk-
rzycai wegetatywna neuropatia cukrzycowa DM-N(+) oraz
w grupie kontrolnej pacjentéw po zablokowaniu atroping
receptorow muskarynowych (K-A) uzyskano odpowied-
nio istotnie mniejsza (p < 0,001) $rednia objetos¢ Sliny
mieszanej stymulowanej (1,91 =0,34 mL; 2,24 + 0,68 mL)

* Zwigzta wersja rozprawy doktorskiej przyjetej przez Radg Wydziatu Lekarskiego Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie. Promotor:
dr hab. n. med. Bogumita Anna Frqczak. Oryginalny maszynopis obejmuje: 57 stron, 1 rycing, 12 tabel, 82 pozycje piSmiennictwa.

* Concise version of doctoral thesis approved by the Council of the Faculty of Medicine, Pomeranian Medical University in Szczecin. Pro-
motor: Bogumita Anna Frqczak M.D., D.M.Sc.Habil. Original typescript comprises: 57 pages, 1 figures, 12 tables, 82 references.
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w poréwnaniu z grupami kontrolnymi DM-N(-) (5,37 & 0,78
mL)iK (5,51 £ 1,05 mL).

Wyniki: Stwierdzono, ze objgto$¢ wydzielonej $li-
ny nie koreluje z poziomem hemoglobiny glikowanej
w grupach DM-N(-) i DM-N(+). Uzyskano ujemna kore-
lacje pomigdzy objetoscig wydzielonej §liny a stezeniem
fruktozaminy w grupie pacjentéw z cukrzyca i bez wege-
tatywnej neuropatii cukrzycowej DM-N(-). Stwierdzono
takze istotnie mniejsza catkowitg oraz minutowa sekrecj¢
glukozy, jonéw sodu, potasu i wapnia do §liny u pacjen-
téw z cukrzyca i wegetatywna neuropatia cukrzycowa
DM-N(+), a takze w grupie kontrolnej 0s6b bez cukrzycy
po zastosowaniu atropiny w celu zablokowania recepto-
row muskarynowych (K).

Hasta: cukrzyca — wegetatywna neuropatia cukrzycowa
— §lina.

Wstep

Wegetatywna neuropatia cukrzycowa jest zespolem
objawow 1 zaburzen klinicznych, ktérych przyczyna jest
uszkodzenie wiokien nerwowych. Dotyczy ona okoto 40%
pacjentéw chorych na cukrzyce trwajaca dtuzej niz 10 lat
[1]. Objawy neuropatii uzaleznione sa od umiejscowienia
zmian. Najczesciej jako pierwsze pojawiaja si¢ zaburzenia
w zakresie odruchéw sercowo-naczyniowych [2]. U chorych
7z neuropatia moga ponadto wystepowac zaparcia, zaburzenia
oddawania moczu, biegunki, obrzgki oraz impotencja. Dodat-
kowo stwierdza si¢ zaburzenia unerwienia zrenic, regulacji
oddychania, termoregulacji, wydzielania potu i §liny [3, 4,
5]. U podioza choroby leza zaburzenia metaboliczne, roz-
wijajace si¢ najczesciej na skutek podwyzszonego poziomu
cukru we krwi. Niedobdr insuliny powoduje enzymatyczna
redukcje glukozy na szlaku kwasu poliolowego. Hiperglikemia
wzmaga takze indukcj¢ nieenzymatycznej glikozylacji biatek
strukturalnych wiokien nerwowych, doprowadzajac do nad-
miernego usztywnienia i utrudnienia transportu aksonalnego.
Czynnikiem, ktoéry moze sprzyjac¢ rozwojowi neuropatii, jest
niedokrwienie pojawiajace si¢ w wyniku zmian w matych
tetnicach 1 wlosniczkach. W badaniu histopatologicznym
stwierdza si¢ zmiany zwyrodnieniowe komorek zwojowych
oraz wiokien przed- i zazwojowych [6, 7, 8, 9, 10].

Aktywno$¢ wydzielnicza §linianek zalezy w duzym
stopniu od ich unerwienia autonomicznego. Czg$¢ przy-
wspoélczulna dziala pobudzajaco na wydzielanie wody
i sktadnikéw nieorganicznych, zwigkszajac tym samym ob-
jetosc sliny. Czeg$¢ wspodiczulna wzmaga sekrecje bialek do
$liny. Wydzielina staje si¢ bardziej gesta i lepka. Oba kom-
ponenty uktadu autonomicznego pobudzaja metabolizm
slinianek. Ponadto dziataja troficznie, warunkujac wzrost
oraz odpowiadaja za utrzymanie prawidtowej struktury
i adaptacje $linianek do zmian dietetycznych [11].

W oparciu o nieliczne doniesienia naukowe stwier-
dzono, ze nastgpstwem diugotrwatej cukrzycy moze byé

takze trwate zmniejszenie wydzielania $liny i/lub zmiana
jej sktadu, np. sekrecji glukozy, wynikajace z uszkodzenia
parasympatycznych i sympatycznych widkien wydzielni-
czych §linianek [12, 13, 14].

Obiektywne rozpoznanie neuropatii wymaga skompli-
kowanych, czasochtonnych badan, opartych na monitoro-
waniu zmian w ukladzie krazenia, w r6znych modelowych
sytuacjach. Ztozono$¢ testow klinicznych wyklucza mozli-
wos¢ zastosowania ich jako potencjalnych testow przesie-
wowych wykrywajacych neuropati¢ wegetatywna.

W przedktadanej pracy podjeto proby wstepnego roz-
poznania cukrzycowej neuropatii wegetatywnej w oparciu
o0 badania parametrow $liny, takich jak: objetos¢ stymulowanej
$liny mieszanej, jej sktad jonowy oraz zawartos$¢ glukozy.

Celem pracy byto uzyskanie odpowiedzi na pytania:
Czy i w jakim stopniu cukrzycowa neuropatia wegetatywna
wplywa nailo$¢ wydzielanej $liny? Jak zmienia sig jako$ciowo
sktad $liny u pacjentéw z cukrzycowa neuropatia wegetatyw-
ng? Czy wybrane parametry §liny moga pomoc w szybkim
rozpoznaniu cukrzycowej neuropatii wegetatywne;j?

Material i metody

Badania objety tacznie 55 osob (25 kobiet i 30 mez-
czyzn). Grupa ta sktadata si¢ z 37 0s6b chorych na cukrzyce
typu 2 oraz 18 0s6b bez cukrzycy. W pierwszej fazie badan
ocenie poddano funkcjonowanie uktadu sercowo-naczynio-
wego, unerwianego przez uktad wegetatywny, u 37 osob
chorych na cukrzyce typu 2. Badanie przeprowadzono na
podstawie testow Ewinga.

A. Testy dotyczace uktadu przywspotczulnego — elek-
trokardiograficzne:

a) proba Valsalvy — na jej podstawie obliczano wspot-
czynnik Valsalvy stanowiacy stosunek najdtuzszego
odstepu R-R do najkrétszego w zapisie EKG, w czasie
trwajacego 15 s wydechu pod ci$nieniem 40 mmHg;
warto$¢ prawidtowa > 1,21;

b) reakcja czgstosci serca na giebokie oddychanie
—w czasie 10 min, glgbokiego oddychania z cz¢stoscia
6 oddechdéw na min, obliczano r6éznicg migdzy maksy-
malna i minimalna czgsto$cia skurczéw serca (Srednia
3 oddechéw); wartos¢ prawidtowa > 15/min, warto$é
nieprawidtowa < 10/min;

c) reakcja czgstosci serca na pionizacj¢ — wyznaczono
wspotczynnikiem 30:15, czyli stosunkiem najdtuzszego
odstepu R-R (ok. 30 ewolucji) do najkrotszego odstgpu R-R
(ok. 15 ewolucji, liczac od momentu wstawania); warto$¢
prawidtowa > 1,04; warto$¢ nieprawidtowa < 1,0.

B. Testy dotyczace uktadu wspotczulnego — kontrola
ci$nienia tgtniczego:

a) proba pionizacji—mierzono ci$nienie t¢tnicze w pozycji
lezacej i po pionizacji (2 min). Jako warto$ci prawid-
towe przyjmuje si¢ obnizenie ci$nienia skurczowego
<10 mmHg, warto$ci nieprawidtowe to obnizenie > 30
mmHg;
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b) proba wysitku statycznego — mierzono ci$nienie tetnicze
w trakcie $ciskania manometru przez 5 min do 30%
ustalonej poprzednio wartosci maksymalnej; warto$ci
prawidtowe to wzrost ci$nienia rozkurczowego > 16
mmHg, wzrost nieprawidtowy < 10 mmHg.

W przypadku jesli chociaz w jednym tescie otrzy-
mano wartosci nieprawidlowe lub w dwodch graniczne,
pacjentow kwalifikowano do grupy chorych na cukrzyce
1 wegetatywna neuropatia cukrzycowa — DM-N(+). Te
osoby, u ktorych wszystkie testy wypadty prawidlowo,
znalazly si¢ w grupie pacjentow z cukrzyca i bez wegeta-
tywnej neuropatii cukrzycowej — DM-N(-).

Pacjenci

Grupa badana

DM-N(+) — stanowito ja 19 0s6b chorych na cukrzyce.
Osoby badane byty w wieku od 48 do 75 lat (§redni wiek
64,26 £ 7,69 lat). Czas trwania cukrzycy wynosit u nich od
12 do 29 lat ($redni czas trwania 18,63 = 5,08 lat). U pac-
jentow tych potwierdzono testami Ewinga wegetatywna
neuropati¢ cukrzycowa uktadu sercowo-naczyniowego.

Grupy kontrolne

DM-N(-) — 18 0s6b chorych na cukrzyce bez wegetatyw-
nej neuropatii cukrzycowej, w wieku od 49 do 83 lat (Sredni
wiek 64,89 + 7,69 lat). Czas trwania cukrzycy wahat si¢ od 4
do 22 lat ($redni czas trwania choroby 12,06 + 4,67 lat).

K — 18 0s6b bez cukrzycy, w wieku od 54 do 75 lat
(Sredni wiek 64,61 £ 5,9 lat), ktérym pobrano §ling do ba-
dania, przed zastosowaniem blokady atropinowej i propra-
nololowej. W grupie tej wyodrgbniono dwie podgrupy:

K-A — 9 0s6b bez cukrzycy, ktérym podano atroping
blokujaca uktad parasympatyczny (Sredni wiek 64,44 +
5,22 lat)

K-P — 9 0s6b bez cukrzycy, ktérym podano propra-
nolol blokujacy uktad sympatyczny (§redni wiek 64,78 +
6,83 lat)

Wszyscy chorzy na cukrzyce insulinoniezalezna przyj-
mowali insuling od 2 do 4 wstrzyknig¢ dziennie. W przy-
padku dwukrotnego podawania leku pacjenci otrzymywali
mieszanki Mixtard 30 lub M3, natomiast ci z wigksza liczba
wstrzykni¢¢ dostawali przed positkiem insuliny kroétko
dzialajace, a na noc insuling o przedtuzonym dziataniu.

W grupie kontrolnej K-A badani otrzymali atroping
(I mg Atropinum sulfuricom, Polfa Warszawa), najczes-
ciej z powodu bradykardii < 50/min, ewentualnie jako
srodek rozkurczajacy przy kolkach nerkowych lub zo6tcio-
wych. Natomiast w grupie K-P zastosowano propranolol
(0,1 mg/kg masy ciata—Propranolol, Polfa Warszawa) z po-
wodu tachykardii > 150/min potaczonej z nadci$nieniem
tetniczym. Leki te byly podawane doraznie tylko w dniu
badania. Pacjenci nie przyjmowali w tym czasie zadnych
innych medykamentdw.

Testy biochemiczne

U kazdej z badanych o0s6b przeprowadzono podstawo-
we badania laboratoryjne krwi zylnej, z uwzglgdnieniem

stezenia glukozy, sodu, potasu i wapnia w osoczu. Zmie-
rzono poziom hemoglobiny glikowanej HbA, oraz stgzenie
fruktozaminy we krwi.

Oceniano objgto$¢ Sliny mieszanej, wypluwanej przez
pacjentdow bezposrednio do proboéwek w ciagu 5 minut.
Wydzielanie stymulowano, polecajac pacjentowi wyob-
razi¢ sobie krojenie cytryny w plasterki. Pacjenci badani
byli w godzinach przedpotudniowych, na godzing przed
positkiem. Wydzielanie $liny zbadano takze u pacjentow
z grupy kontrolnej K przed przyjeciem blokeréw uktadu
przywspodlczulnego i wspotczulnego oraz ponownie po 30
min od dozylnego podania odpowiednio: 1 mg atropiny
(Atropinum sulfuricum, Polfa Warszawa) lub 0,1 mg/kg
m.c. propranololu (Propranolol, Polfa Warszawa). Okre-
$lano objetos¢ stymulowanej §liny mieszanej (mL) oraz
objetos¢ wydzielonej §liny w ciagu 1 minuty (mL/min)

Nastepnie probki sliny odwirowano z predkoscia 4000
obr/min w celu oddzielenia elementéw morfotycznych
$liny. Uzyskany przesacz poddano dalszej analizie bio-
chemicznej. Zbadano st¢zenie glukozy w §linie (mg/dL),
sekrecj¢ glukozy (ng/min), stgzenie jonéw sodu, potasu,
wapnia (mmol/L), sekrecj¢ jonow sodu, potasu, wapnia
(umol/min).

Glikemi¢ we krwi zylnej i st¢zenie glukozy w $linie
oceniano metoda enzymatyczna — glukozydazowa, z wy-
korzystaniem testow firmy bioMerieux i aparatu Technicon
RA 1000. Stezenie fruktozaminy zbadano przy uzyciu testu
firmy Roche i aparatu Technicon RA 1000. Hemoglobing
glikowana HbA  oznaczano metoda chromatografii sred-
nioci$nieniowej Pharmacia. Stezenia sodu, potasu i wapnia
— metoda absorpcjometrii atomowej, z wykorzystaniem
aparatu Philips ASN.

Metody statystyczne

Analizy statystyczne wykonano przy uzyciu progra-
mu Excel 97 oraz Statistica 5.1 PL. Rozktady wszystkich
zmiennych we wszystkich grupach nie odbiegaty od rozkta-
du normalnego w tescie Shapiro—Wilka, dlatego w dalszej
analizie stosowano testy parametryczne. Dla wykazania
istotnos$ci réznic pomigdzy wartosciami parametréw w gru-
pach K, DM-N(-) i DM-N(+) stosowano jednowymiarowa
ANOVA oraz test post-hoc Tukeya. Istotno$¢ zmian objg-
tosci, sekrecji glukozy i jondw sodu, wapnia, potasu pod
wplywem atropiny i propranololu badano testem t-Studenta
dla préb zaleznych.

Wyniki

W grupie chorych na cukrzyce z wspotistniejaca wege-
tatywna neuropatia cukrzycowa DM-N(+) §rednia objgtos¢
wydzielonej $liny uzyskanej w badaniu wynosita 1,91 +
0,34 mL 1 byla istotnie mniejsza (p < 0,001) od objetosci
$liny uzyskanej u badanych z cukrzyca bez neuropatii DM-
N(), czyli 5,37 £ 0,78 mL oraz oséb z grupy kontrolnej K
bez cukrzycy — 5,51 £ 1,05 mL (tab. 1).
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Tabela 1. Objetos¢ wydzielonej §liny w badanych grupach

Table 1. Volume of secreted saliva in the groups

Tabela 3. Stezenie glukozy i sekrecja minutowa glukozy do $liny
w badanych grupach

Table 3. Glucose concentrations and rates of glucose secretion to
saliva in the groups

GrupaK/ | Grupa DM-N(-)/ | Grupa DM-N(+) /
Parametry / Group K Group DM-N(-) | Group DM-N(+)
Parameters $rednia / D $rednia / D $rednia / sD
mean mean mean
Objetosé / 5,51 1,05 5,37 0,78 | 1,917**x* | 0,34
Volume (mL)
Sekrecja objetosci / 1,10 (0,21 1,07 0,16 | 0,38't**x | 0 07
Secretion (mL/min)

Istotna réznica w stosunku do grupy DM-N(-) (***p < 0,001) / Significant
difference as compared with DM-N(-) (***p < 0.001)

Istotna roznica w stosunku do grupy K ("'p <0,001) / Significant difference
as compared with K (7"p < 0.001)

Poziom kontroli metabolicznej, okreslony na podsta-
wie stezenia hemoglobiny glikowanej HbA we krwi, byt
istotnie nizszy u pacjentdow z wegetatywna neuropatia cuk-
rzycowa DM-N(+) i wynosit 8,81 £ 0,83 % w poréwnaniu
z pacjentami z cukrzyca i bez neuropatii DM-N(-) 8,19 +
0,88% (p <0,05), (tab. 2).

Tabela 2. Stezenie fruktozaminy i HbA, (%) w badanych grupach

Table 2. Fructosamine and HbA, (%) concentrations in the groups

Parametry / GrupaK/ | Grupa DM-N(-) /| Grupa DM-N(+) /
Parameters Group K Group DM-N(-) | Group DM-N(+)
Glukoza / $rednia / sD $rednia / sD $rednia / D
Glucose mean mean mean
Osocze / Plasma | 88,00 |[10,22 | 180,897 [ 39,31 | 171,261 35,6
(mg/dL)
Slina / Saliva 7,29 1,08 9,26™ | 2,36| 8,56 1,3
(mg/dL)
Sekrecja / Se- 78,31 | 14,73 | 100,48'" [32,14 | 32,92fft*** | g ]
cretion (pg/min)

Istotna roznica w stosunku do grupy K ("p < 0,01, 7"p < 0,001) / Significant
difference as compared with K ("'p < 0.01, "p < 0.001)

Istotna réznica w stosunku do grupy DM-N(-) (***p < 0,001) / Significant
difference as compared with DM-N(-) (***p < 0.001)

z grupa kontrolng. Sekrecja minutowa jondw sodu, potasu
i wapnia w grupie pacjentow z cukrzyca i wegetatywna
neurapatia cukrzycowa DM-N(+) byla istotnie mniejsza
(p <0,001) w poréwnaniu z grupami kontrolnymi DM-
N(-) iK (tab. 4)

Grupa K/ | Grupa DM-NG)/ | Grupa DM-N(H / Tabela 4. Stezenie i sekrecja jonow sodu, potasu i wapnia w §linie
Parametry / Group K Group DM-N() | Group DM-N(+) i w osoczu w badanych grupach
Parameters srednia / srednia / srednia / Table 4. Salivary and serum concentrations and secretions rates of
mean SD mean SD mean SD sodium, potassium and calcium ions to saliva in the groups
Fruktozamina / - -] 332 | 039 | 355 0,46 GrupaK/ | GrupaDM-N(-)/| Grupa DM-N(+) /
Fructosamine (mM) Parametry / Group K Group DM-N(-) | Group DM-N(+)
HbAlc (%) - - 8,19 0,88 8,81* | 0,83 Parameters $rednia / D $rednia / D $rednia / D
mean mean mean
Istotna réznica w stosunku do grupy DM-N(-) (***p < 0,001) / Significant —~ o O] Nat | 139,61 | 3,05|140,61 3,09 | 140,37 3,09
difference as compared with DM-N(-) (***p < 0.001) REZ
g8 4 E K+ 4,62 | 0,52 4,74 0,51 4,67 0,56
2=
. ‘7 . ©o1: . ) o &~
Obje¢tos¢ wydzielonej $liny, w zaleznos$ci od para- ElCatt| 242 | 016] 246 017| 245 015
metrow wyréwnania cukrzycy, nie wykazala istotnych | ¢ | Nat | 15472 | 6,95 149,61 7.131153,0 8,58
korelacji z poziomem hemoglobiny glikowanej HbA ani | =3 § Kt | 2002 ) 3.34) 1812 | 2.62) 18383 291
W grupie pacjentdw z wegetatywna neuropatia cukrzyco- =| Catt | 246 | 020) 2777 020] 2,867 ] 0,18
wa DM-N(#) [r = -0,20, p < 0,42], ani w grupie chorych < s ’g Nat+ | 170,17 | 31,55|160,72 | 24,41 | 58,39""*** | 10,40
z cukrzyca bez neuropatii DM-N(-) [r = -0,29, p<0,24]. |S£= 3| K+ | 2235 | 683| 1927 | 2,77| 7,201 | 163
Stwierdzono natomiast istotna ujemna korelacje pomiedzy | ? g Cat+ | 273 | 063] 297 044| 1,00 | 019

objetoscia wydzielonej §liny, a stgzeniem fruktozaminy
w grupie pacjentéw z cukrzyca i bez wegetatywnej neu-
ropatii cukrzycowej DM-N(-) [r = -0,51, p < 0,032]. Nie
stwierdzono jej w grupie DM-N(+) [r = -0,018, p < 0,95].

Zbadano stezenia glukozy we krwi i w $linie. Zaréwno
u pacjentéw z wegetatywna neuropatia cukrzycowa DM-
N#), jak i z cukrzyca bez neuropatii DM-N(-), stezenie glu-
kozy we krwi byto istotnie wyzsze w pordwnaniu z grupa
kontrolng pacjentéw bez cukrzycy. Natomiast najmniejsza
sekrecje glukozy do §liny w ciggu minuty stwierdzono
W grupie pacjentow z wegetatywna neuropatia cukrzycowa
DM-N(+) (tab. 3).

Stezenie sodu i potasu w $linie w badanych grupach
byto poréwnywalne. Stgzenie jondw wapnia w §$linie
u pacjentéw z cukrzyca i bez neuropatii DM-N(-) oraz
W grupie z wegetatywna neuropatia cukrzycowa DM-
N(+) bylo statystycznie istotnie wigksze w poréwnaniu

Istotna roznica w stosunku do grupy K (""p <0,001) / Significant difference

as compared with K ("'p < 0.001)
Istotna réznica w stosunku do grupy DM-N(-) (***p < 0,001) / Significant
difference as compared with DM-N(-) (***p < 0.001)

U o0s6b z grupy K-A, w ktorej zablokowano atroping
receptory muskarynowe, uzyskano istotnie mniejsze wy-
dzielanie $liny (2,24 + 0,68 mL) oraz sekrecjg¢ minutowa
glukozy, jonéw sodu, potasu i wapnia po podaniu atropiny
w pordéwnaniu ze stanem przed podaniem brokera.

Natomiast w grupie K-P, w ktdrej zablokowano propra-
nololem receptory B, nie stwierdzono réznic w objgtosci,
stezeniu 1 sekrecji glukozy, sodu oraz potasu przed i po
zastosowaniu blokera.

Poréwnujac grupe pacjentow z cukrzyca i wegeta-
tywna neuropatia cukrzycowa DM-N(+) z grupa kontrolna
K-A po podaniu atropiny, stwierdzono, Zze obnizona w obu
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grupach objgtos¢ $liny nie réznita sig istotnie migdzy soba.
Objetos¢ wydzielonej $liny w ciagu minuty rowniez byta
porownywalna. Pozostate parametry dotyczace st¢zenia
glukozy, sekrecji minutowej glukozy, stezenia wapnia,
sodu i potasu oraz sekrecji minutowej tych jonow takze
byty poréwnywalne (tab. 5).

Tabela 5. Poréwnanie badanych parametréw $liny w grupie
kontrolnej K-A po podaniu atropiny i w grupie pacjentéw z cukrzyca
i wegetatywna neuropatia cukrzycowa DM-N(+)

Table 5. Comparison of properties of saliva in the K-A group

after administration of atropine and in diabetics with autonomic
neuropathy DM-N(+)

Grupa K-A
Po podaniu atropiny / Grupa
Group K-A DM-N(+) /
Parametry / After the administra- Group
Parameters tion of atropine DM-N(+)
$rednia / sD srednia / SD
mean mean

Objetos¢ / Volume (mL) 2,24 0,08 1,91 0,34
Skrecja objgtosci / 0,45 0,14 0,38 0,07
Secretion (mL/min)

Glukoza / Glucose (mg/dL) 7,99 1,00 8,56 1,30
Sekrecja glukozy / Glucose 36,12 12,79 32,92 8,10
Secretion (pug/min)

S6d / Sodium (mmol/L) 141,10 7,74 153,00 8,58
Sekrecja sodu / Sodium 62,85 17,54 58,39 | 10,40
Secretion (pmol/min)

Potas / Potasium (mmol/L) 20,79 2,72 18,83 2,91
Sekrecja potasu / Potasium 9,35 3,13 7,20 1,63
Secretion (umol/min)

Wapn / Calcium (mmol/L) 2,43 0,13 2,86 0,80
Sekrecja wapnia / Calcium 1,10 0,36 1,09 0,19
Secretion (pmol/min)

Dyskusja

Dtugo trwajaca cukrzyca doprowadza do zmian dege-
neracyjnych widkien nerwowych uktadu wegetatywnego,
majacego wpltyw na wydzielanie §liny. W przeprowadzo-
nych badaniach probowano okresli¢ wptyw cukrzycy oraz
neuropatii cukrzycowej na funkcjonowanie gruczotow
slinowych, objetos¢ i sktad $liny.

W badanej grupie pacjentéw z wegetatywna neuro-
patia cukrzycowa DM-N(+) uzyskano przecigtnie w ciagu
minuty 0,38 £0,07 mL/min $liny mieszanej stymulowane;.
Wartos¢ ta byta istotnie mniejsza (p < 0,001) od $redniej
objetosci $liny, otrzymanej w grupie pacjentow z cukrzyca
i bez wegetatywnej neuropatii cukrzycowej DM-N(-)
— 1,07 £ 0,16 mL oraz od o0séb z grupy kontrolnej K bez
cukrzycy (1,1 £ 0,21 mL). Wynik zgodny z przedstawio-
nymi powyzej uzyskat Newrick po zbadaniu 8 pacjentow
z neuropatig cukrzycowa. Stwierdzit, ze wydzielanie $liny
stymulowanej ze §linianki przyusznej jest istotnie mniej-
sze u pacjentdow z wegetatywna neuropatia cukrzycowa,
W poréwnaniu z pacjentami z cukrzyca i bez neuropatii
oraz z grupa kontrolna. Wedlug niego, spadek wydzielania
$liny jest dowodem na rozlegle odnerwienie parasympa-
tyczne $linianek [14].

Potencjalny wplyw neuropatii cukrzycowej wege-
tatywnej na wydzielanie §liny badata Ben-Aryeh [15].
W przedstawionych wynikach nie stwierdzita statystycz-
nie istotnych réznic w wydzielaniu §liny spoczynkowej
i stymulowanej ze $linianki podzuchwowej w grupie
pacjentdw z neuropatia cukrzycowa, w poroéwnaniu
7z pacjentami z cukrzyca i bez neuropatii. Podobne wyniki
uzyskat Marchettii, badajac objetos¢ wydzielonej §liny
spoczynkowej mieszanej w ciagu 2 minut w grupie pacjen-
tow z wegetatywna neuropatia cukrzycowa [13]. Badania
Ben-Aryeh dotyczyty funkcjonowania tylko pojedynczych
par $linianek, co moze w jakims$ stopniu wptywac na uzy-
skiwane wyniki. Ponadto $linianki podzuchwowe wedtug
niektérych autoréw znajduja si¢ pod wigkszym wptywem
uktadu wspotczulnego, ktorego stymulacja prowadzi do
wydzielania §liny, ale o mniejszej objgtosci 1 wigkszej
zawartos$ci glikoprotein. Z kolei badania Marchettiego
dotyczyty zbyt krotkiego czasu gromadzenia §liny.

Wigkszoé¢ danych dotyczacych wydzielania $liny nie
rozgranicza cukrzycy i wystepujacej w jej przebiegu neu-
ropatii cukrzycowej. W badaniach przeprowadzonych przez
Meurmana, badano wydzielanie §liny w grupie pacjentow
z cukrzyca insulinozalezna, trwajaca dtuzej niz 10 lat. Wy-
dzielanie spoczynkowe i stymulowane bylo takie samo, jak
w grupie kontrolnej. W badanej grupie wegetatywna neu-
ropati¢ cukrzycowa potwierdzono tylko u 15% pacjentow
[16]. Podobne wyniki uzyskali Chavez, Cherry-Peppers,
Dodds, Lamey oraz Streckfus, badajac pacjentow z dtugo
trwajaca cukrzyca [17, 18, 19, 20, 21, 22, 23]. W badaniach
wiasnych autora niniejszej pracy objetos¢ §liny uzyskanej
W ciagu minuty u pacjentdow z cukrzyca i bez neuropatii
DM-N(-) nie réznita si¢ od objetosci uzyskanej u 0séb bez
cukrzycy z grupy kontrolnej K.

Wptyw kontroli metabolicznej na wydzielanie §liny
podkreslany jest przez wielu autorow. W badaniach prze-
prowadzonych przez Meurmana u pacjentow, u ktorych
poziom hemoglobiny glikowanej HbA byt nizszy od
przecigtnej 8,6% uzyskanej w grupie badanej, spoczyn-
kowe i stymulowane wydzielanie $liny byto wigksze niz
u pacjentow, u ktorych poziom HbA byt wyzszy od war-
tosci przecigtnej [16]. W przypadku wyréwnania cukrzycy,
wyrazajacego sig niskim poziomem HbA | 7,22 +2,7%, nie
stwierdzono réznic w wydzielaniu $liny pomigdzy osobami
zdrowymi a chorymi na cukrzyce. Wedtug Chaveza, pa-
cjenci z niewyréwnang cukrzyca insulinoniezalezng oraz
ze stezeniem hemoglobiny glikowanej HbA  powyzej 9%
uzyskali mniej §liny stymulowanej ze $linianki przyusz-
nej niz pacjenci z dobrze kontrolowana cukrzyca i osoby
zdrowe z grupy kontrolnej

W badaniach Marchettiego, w grupie chorych
7 wegetatywna neuropatia cukrzycowa, poziom kontroli
metabolicznej byt gorszy i wynosit przecigtnie 9,9 + 0,7%
W poréwnaniu z pacjentami z cukrzyca i bez neuropatii
7.4 £ 0,4%. Wydzielanie $liny byto porownywalne u 0séb
z grupy kontrolnej 18 = 2 mL/h i pacjentdw z cukrzyca
16 £ 1,9 mL/h oraz nieznacznie nizsze u pacjentow
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z neuropatia cukrzycowa 13 £ 2 mL/h. Réznice te jednak
nie byly statystycznie istotne i nie stwierdzono zaleznos$ci
pomigdzy stezeniem hemoglobiny glikowanej a objgtoscia
wydzielonej $liny [13].

W badaniach wlasnych rowniez nie wykazano istot-
nych zalezno$ci pomigdzy objgtoscia wydzielonej $liny
W grupie pacjentéw z wegetatywna neuropatia cukrzycowa
DM-N(+) a poziomem wyroéwnania cukrzycy, okreslonej
hemoglobing glikowana [HbA ]. Nie stwierdzono ich takze
w grupie pacjentow z cukrzyca i bez neuropatii DM-N(-).
Istotnie ujemna korelacj¢ stwierdzono jedynie pomigdzy
objetoscia wydzielanej $liny a stezeniem fruktozaminy
w grupie pacjentéw z cukrzyca i bez neuropatii DM-N(-)
@r=-0,51, p <0,032).

Wigkszo$¢ obserwacji wskazuje, ze $lina pacjentéw
chorych na cukrzyceg cechuje si¢ wigksza zawartoscia
glukozy w poréwnaniu ze $ling ludzi zdrowych [24, 25].
W warunkach fizjologicznych st¢zenie glukozy wynosi
przecigtnie 0,016 mM/L (0,3 mg/dL). Wartos¢ ta jest
zmienna i uzalezniona od spozywanych positkéw. Mimo
licznych préb ustalenia korelacji migdzy stezeniem gluko-
zy w osoczu 1 w §linie nie stwierdzono takich zaleznoSci.
Wedtug Shoen i Sudhofa, na stezenie glukozy we krwi
wplywa stan psychiczny badanego, rodzaj odzywiania,
szybko$¢ wchtaniania doustnie podanych weglowodandéw
oraz czynno$¢ uktadu wegetatywnego. W efekcie pojawiaja
si¢ duze wahania w wydzielaniu glukozy ze §lina, jednak
pozostajace bez powiazania z warto$ciami stezenia glukozy
w osoczu [14, 25].

W badaniach wlasnych istotnie wigksza zawartos$¢
glukozy odnotowano w $linie pacjentéw chorych na cu-
krzyce bez neuropatii DM-N(-) w poréwnaniu z osobami
bez cukrzycy z grupy kontrolnej K oraz chorymi na cu-
krzyce 1 wegetatywna neuropati¢ DM-N(+). Podwyzszone
stezenie glukozy w osoczu nie zwigkszylo istotnie st¢zenia
glukozy w §linie u 0s6b z cukrzyca i neuropatia DM-N(+).
Mimo dwukrotnie wigkszego stezenia glukozy w osoczu
u chorych na cukrzyce z i bez neuropatii w poréwnaniu
z osobami bez cukrzycy stezenie glukozy w §linie byto po-
rownywalne tylko w grupie chorych na cukrzyce i wegeta-
tywna neuropati¢ cukrzycowsq oraz w grupie kontrolne;.

Marchetti nie stwierdzit istotnych rdéznic w stgzeniu
glukozy w $linie pacjentdw z cukrzyca i neuropatia (330
+ 50 umol/L), cukrzyca bez neuropatii (500 + 40 pmol/L)
oraz pacjentow bez cukrzycy (500 + 50 umol/L). Jednak
gdy powyzsze wyniki zestawil pod wzgledem szybkosci
wydzielania, stwierdzil, Ze u chorych z cukrzyca i neu-
ropatia sekrecja glukozy byta istotnie mniejsza (4,2 + 1,0
umol/h) niz w grupie z cukrzyca bez neuropatii (8,0 + 0,9
umol/h) oraz w grupie kontrolnej (9,0 £ 1,0 pmol/h) [14].
Wedtug Marchettiego, ilos¢ glukozy wydzielanej do $liny
w danym czasie jest znacznie nizsza u chorych na cukrzyce
i neuropati¢ z powodu (chociaz nieistotnej statystycznie)
redukcji szybkosci wydzielania §liny (mL/h) i stgzenia
glukozy $linowej (umol/L) w poréwnaniu z pacjentami
chorymi na cukrzycg bez neuropatii i osobami zdrowymi.

Stopien kontroli metabolicznej wg niego nie ma wptywu
na wydzielanie glukozy przez §linianki [13]. Canepari
w badaniach $liny, uzyskanej od dzieci chorych na cuk-
rzycg insulinozalezna w zaleznoéci od stopnia wyréwnania
cukrzycy, nie odnotowat ré6znic w st¢zeniu glukozy w obu
porownywanych grupach [26].

Uzyskane w badaniach wtasnych wyniki wskazuja
na istotnie mniejsza sekrecje¢ glukozy do $liny w grupie
chorych na cukrzyce i neuropati¢ DM-N(+) w poréwnaniu
z pozostalymi badanymi grupami. Zjawiska tego nie zaob-
serwowano w grupie pacjentdow z cukrzyca bez neuropatii
DM-N(-) oraz w grupie kontrolnej. Zmniejszenie sekrecji
glukozy w grupie chorych na cukrzycg i wegetatywna neu-
ropati¢ cukrzycowa moze wynikac¢ z uszkodzenia wtokien
uktadu wegetatywnego.

W poréwnywanych grupach zbadano zmiany sktadu
chemicznego $liny. Stgzenia jonéw sodu i potasu byty
porownywalne i nie roéznity sig istotnie. Jest to zgodne
z wynikami przedstawionymi w badaniach innych autoréw
[27, 28, 29]. W niektorych publikacjach stwierdzono pod-
wyzszone stezenie jondw potasu oraz jonéw sodu w §linie
pacjentow z cukrzyca insulinozalezna. Wedtug autorow
tych publikacji, réznice w st¢zeniu moga wynikac zaréwno
z hiperaldosteronizmu, jak i z uszkodzenia pompy Na*-K*-
ATPazy, odpowiedzialnej za transport potasu w gruczotach
slinowych [30, 31].

Istotne réznice uzyskano w stgzeniu wapnia w §linie
u pacjentow z DM-N(-) 2,77 £ 0,2 mmol/L i DM-N(+) 2,86
+ 0,18 mmol/L w poréwnaniu z grupa kontrolna, gdzie
stezenie Ca?* wynosito 2,46 £+ 0,2 mmol/L przy poziomie
istotnosci p < 0,001. Analogiczny wzrost st¢zenia jonow
wapnia stwierdzili Streckfus oraz Pawlicki u pacjentow
z cukrzyca insulinozalezna w poréwnaniu ze zdrowymi
[23, 33]. Stezenie jondw wapnia w §linie spoczynkowej wy-
nosi §rednio 1,5 mmol/L a wigc jest nizsze niz w surowicy.
Przy wzmozonym wydzielaniu $liny stezenie wapnia ma-
leje zazwyczaj ponizej 1 mmol/L. Badanie st¢zen elektro-
litow w $linie wydaje si¢ by¢ mato przydatne, poniewaz jej
sktad chemiczny jest uzalezniony od szybkosci wydzielania
i objetosci wydzieliny. W wydzielaniu spoczynkowym
stezenie jonow sodu nie r6zni si¢ od stgzenia w surowicy,
natomiast po pobudzeniu maleje o 53% [33]. Mimo ze ilo$¢
wydzielonych jonéw sodu zwigksza si¢ w czasie stymulacji
na skutek szybszego wypltywu $liny i w efekcie krotszego
kontaktu wydzieliny z komoérkami przewodéw wyprowa-
dzajacych, stezenie spada. Jest to wynikiem zwigkszonego
wydzielania wody w czasie stymulacji. Stezenie jonow
potasu w wydzielaniu podstawowym jest pigciokrotnie
wigksze w $linie niz w osoczu, po stymulacji wydzielania
zawarto$¢ ta maleje o 29%. W trakcie przesuwania wydzie-
liny przez uktad cewek i przewodow wyprowadzajacych
dochodzi do wymiany sodu na potas i zmniejszenia zawar-
tosci sodu w §linie ostatecznej. Zwrotne wchtanianie sodu
moze by¢ niemal catkowite przy zwolnionym przeptywie.
W miarg wzrostu szybkosci przeptywu resorpcja zwrotna
maleje, a wydzielanie jondw sodu wzrasta.



WYBRANE PARAMETRY SLINY MIESZANE] W ROZPOZNAWANIU WEGETATYWNEJ NEUROPATII 55

Korzystniejsze wydaje si¢ by¢ badanie catkowitej se-
krecji jonow lub w jednostce czasu. W badaniach wlasnych
sekrecja jonow sodu, potasu i wapnia do §liny w ciagu
minuty byta w grupie pacjentéw z neuropatia cukrzyco-
wa DM-N(+) statystycznie istotnie mniejsza (p < 0,001)
w poréwnaniu z grupa kontrolna K oraz grupa pacjentow
z cukrzyca i bez neuropatii DM-N(-). Efektem zmniejszo-
nego wydzielania u pacjentow z DM-N(+) jest mniejsza
sekrecja jondw sodu, potasu, wapnia, mimo poréwnywal-
nego z pozostatymi grupami ich stgzenia.

Zastosowanie lekow blokujacych prawidtowo funkcjo-
nujacy uktad autonomiczny powinno wywotywaé zmiany
w sktadzie i objetosci wydzielanej §liny. U os6b z grupy
kontrolnej K-A, ktorym podano atroping, objgto$¢ Sliny
wydzielonej w ciggu minuty istotnie zmalata z 1,08 *
0,21 mL/min do 0,45 £ 0,14 mL/min po podaniu blokera
(p <0,001). Nie stwierdzono takiej réznicy w wydzielaniu
sliny w grupie kontrolnej K-P przed i po zastosowaniu
propranololu — B-blokera. Wynika z tego, ze na objgtos¢
wydzielanej u ludzi $liny wigkszy wptyw moze mie¢ uktad
przywspodlczulny niz uktad wspoélczulny.

Wedlug badan Meurmana, spoczynkowe i stymulowa-
ne wydzielanie §liny u pacjentéow z cukrzyca, przyjmuja-
cych leki z grupy antagonistow receptorow B, nie roznito
si¢ istotnie od objgtosci wydzielonej §liny u chorych na
cukrzyce i nie przyjmujacych B-blokerow [30].

Zardéwno objetos¢, jak isktad wydzielonej $liny
zalezy od wielu czynnikow. Jednak w badaniach porow-
nawczych u chorych na cukrzyce, powiktana wegetaty w-
na neuropatia cukrzycowa mozna stwierdzi¢ znaczacy
spadek wydzielania §liny mieszanej stymulowanej. Proste
i powtarzalne badanie, dotyczace objgtosci, umozliwia
szybka, wstepng diagnostyke bez konieczno$ci prze-
prowadzania testow, potwierdzajacych wystgpowanie
neuropatii wegetatywnej czes$ci uktadu nerwowego.
Dodatkowe badania dotyczace biochemicznego sktadu
sliny ujawniaja zmniejszenie sekrecji glukozy i jonow
Na', K, Ca?" w poréwnaniu z chorymi na cukrzyce bez
neuropatii cukrzycowej. Wykorzystanie powyzszych
wynikow badan mogloby by¢é pomocne w opracowaniu
prostego testu diagnostycznego pozwalajacego okreslic,
czy pacjent z cukrzyca dotknigty jest wegetatywna neu-
ropatia cukrzycowa.

Whioski

1. W cukrzycowej neuropatii wegetatywnej, podobnie
jak po podaniu atropiny, dochodzi do znaczacego zmniej-
szenia wydzielania §liny mieszanej stymulowanej, co
$wiadczytoby o uszkodzeniu uktadu parasympatycznego.

2. Uszkodzenia uktadu parasympatycznego w prze-
biegu neuropatii cukrzycowej prowadza nie tylko do
zmniejszenia wydzielania $liny, lecz rowniez do zmniej-
szenia sekrecji glukozy, jonéw potasu, sodu i wapnia wraz
ze $ling.

3. Stwierdzenie zmniejszenia sekrecji $liny, jak
rowniez sekrecji glukozy, jondéw sodu, potasu i wapnia
pozwala na wstgpne rozpoznanie cukrzycowej neuropatii
wegetatywnej.
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Summary

Introduction: Hemisection is a surgical method for treating
lesions of two- and multi-rooted teeth. This procedure inclu-
des amputation of one or two lesioned roots together with the
attached dental crown, leaving an endodontically treated root
and the remaining dental crown prepared for future prosthetic
restoration. The results of this study demonstrate that HA Biocer
implants create optimal conditions for new bone growth.

Material and methods: The study was done in 51 patients
after hemisection treated with HA Biocer in the form of gra-
nules implanted into the alveolus. The control group consisted
of 45 patients without an alloplastic implant. The following
indices were assessed: radiological index of alveolar bone
atrophy in the maxilla and mandible according to Engelberger,
Marthaler and Rateischak [EMR]; gingival pocket depth with
WHO 621 probe; tooth mobility index according to Entin; root
denudation index according to Cieszynski; bacterial plaque
index (PLL) according to Silness and Loe.

Measurements were done before hemisection and
were repeated after 1.5, 6, 12, 24, 36, 48, and 60 months
thereafter.

It was found that hydroxyapatite implants improved
the condition of the hemisected tooth and arrested the
destruction process in the alveolar bone.

Results: 1. In the study group (HA Biocer), no bone
atrophy was noted in the root region after hemisection,
whereas bone loss in the control group reached 11%.

2. The depth of gingival pockets in the study group
was half of the depth in the control group.

3. Significant tooth stabilization was achieved in the
study group, mainly during the first two years after implan-
tation. Improved tooth stability was noted three times less
often in the control group during the same period.

4. Root denudation diminished in patients treated
with HA Biocer and increased or remained unchanged in
controls.

5. A steady decrease in mean PLI index values was
observed in both groups over the five-year follow-up period.
However, the mean PLI. value in the study group was one-
-third of the value in the control group.

Key words: hydroxyapatite — implant — hemisection.

Streszczenie

Wstep: W niniejszej pracy przeprowadzono dtugoter-
minowe badania leczenia ubytkéw kostnych powstatych
w wyniku zabiegdéw operacyjnych.

* Zwigzla wersja rozprawy doktorskiej przyjetej przez Radg Wydziatu Stomatologii Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie. Promotor:
prof. dr hab. n. med. Wiestawa Szajewska-Jarzynka. Oryginalny maszynopis obejmuje: 77 stron, 118 rycin, 24 tabele, 113 pozycji piSmiennictwa.

* Concise version of doctoral thesis approved by the Council of the Faculty of Dentistry, Pomeranian Medical University in Szczecin. Pro-
motor: Wiestawa Szajewska-Jarzynka M.D., D.M.Sc.Habil. Original typescript comprises: 77 pages, 118 figures, 24 tables, 113 references.



58

MONIKA GORA

Material i metody: W tym celu wykonano zabieg
hemisekcji u 96 pacjentéw (37 mezezyzn i1 59 kobiet),
ktorzy zostali zakwalifikowani z powodu nieprawidtowo
przeleczonych endodontycznie z¢bow, rozlegltych zmian
wywolanych choroba préchnicowa w okolicy furkacji czy
tez zanikéw kostnych przyzebia. U 51 o0séb do leczenia
ubytkdéw kostnych zastosowano hydroksyapatyt HA Biocer
w granulkach. U pozostatych 45 o0sob leczenie odbywato
si¢ sitami natury. Sam zabieg hemisekcji polega na podzie-
leniu korony z¢ba na dwie czg$ci — blizsza 1 dalsza — wraz
z odseparowaniem korzeni i usunigciu korzenia objetego
zmianami patologicznymi a pozostawieniu korzenia wyle-
czonego endodontycznie. Po 6 tygodniach leczenia wszyst-
kim pacjentom wykonano uzupetnienie protetyczne.

Badania kontrolne polegaly na ocenie nast¢pujacych
wskaznikow:

+ radiologiczny wskaznik pomiaru zaniku wyrostka zgbo-
dotowego szczeki i czgsci zgbodotowej zuchwy wedtug
Engelbergera, Marthalera i Rateischaka (EMR),

» pomiar glgbokosci kieszonek przyzebowych,

+ wskaznik ruchomosci zgbow wedtug Entina,

+ wskaznik obnazenia korzenia wedlug Cieszynskiego,

» wskaznik plytki bakteryjnej Pl.I. wedlug Silnessa
i Loego.

Pacjentow poinformowano o koniecznos$ci przestrze-
gania prawidlowej higieny jamy ustnej. Badania te prze-
prowadzone byty w nastgpujacych okresach kontrolnych:
po 6 tygodniach, po 6, 12, 24, 36, 48 oraz po 60 miesiacach
po wykonaniu zabiegu.

Wyniki: W okresie 5 lat kontroli obserwowano konse-
kwentne zmniejszanie si¢ Srednich wartosci wskaznika P1.I.
zardwno w grupie, jak i w grupie 1I. Jednakze w grupie,
w ktorej stosowano HA Biocer, wskaznik PLI. osiagnat
duzo nizsza warto$¢ w krotszym czasie niz w grupie,
w ktorej nie stosowano hydroksyapatytu.

W grupie I, w ktorej zastosowano HA Biocer, nie do-
szto do proceséw zaniku tkanki kostnej w okolicy korzeni
zebow po hemisekcji. W grupie tej zaobserwowano prawie
dwukrotne sptycenie kieszonek dzigstowych. W pierw-
szych 2 latach badan uzyskano znaczna poprawg stabilizacji
z¢bow, ktéra utrzymata si¢ do konca obserwacji. W pierw-
szym roku obserwacji zanotowano roOwniez zmniejszenie
stopnia obnazenia korzeni.

U pacjentéw grupy 11, u ktérych nie stosowano do
gojenia HA Biocer, wskaznik EMR wykazat ubytek ko-
$ci na poziomie 11%. Zaobserwowano takze dwukrotne
poglebienie si¢ kieszonek dziastowych, zas poprawg sta-
bilizacji zgbéw w ciagu calego okresu badan stwierdzono
u trzykrotnie mniejszej liczby pacjentow. Wykazano tez
zwigkszenie stopnia obnazenia korzeni, w niektorych
przypadkach wskaznik obnazenia korzenia pozostat na
niezmienionym poziomie.

Whnioski: Wykazano, ze zabieg hemisekc;ji jest terapia
skuteczna i moze by¢ alternatywa dla usunigcia zgba. Zab
po hemisekcji moze by¢ filarem dla uzupelnienia prote-
tycznego, dajac mozliwo$¢ wykonania stosownego uzu-

petnienia protetycznego. Zastosowanie terapii skojarzonej
(zabieg hemisekcji oraz wszczepienie hydroksyapatytu)
przyniosto znacznie lepsze wyniki w postaci poprawy
badanych parametrow.

Hasta: hydroksyapatyt — wszczep — hemisekcja.

Wstep

Postep wiedzy medycznej i rozwoj techniki konstruk-
cyjnej roznorodnego asortymentu biomateriatéw stwarzaja
mozliwo$ci przeprowadzenia wielu zabiegdw stomato-
logicznych z ich zastosowaniem. Mimo stalego rozwoju
metod i srodkow w zakresie endodoncji, pozostaje wciaz
jeszcze pewien obszar zmian chorobowych nie poddajacych
si¢ leczeniu zachowawczemu, nawet przy zastosowaniu
najnowszych technik. Wowczas moga przyjs¢ z pomoca
sposoby leczenia chirurgicznego takie, jak: hemisekcja,
premolaryzacja, amputacja czy tez resekcja korzenia zgba
[1, 8,9, 23, 36]. Do zabiegdéw chirurgicznych tego typu
kwalifikuje si¢ zgby, ktorych korzenie uprzednio zostaly
z powodzeniem wyleczone endodontycznie. Jednakze
metody te wiaza si¢ z duza utrata tkanek w operacyjnych
okolicach i ograniczong mozliwoscia samoistnego uzu-
petnienia zniszczen, ze wzgledu na specyficzna strukture
kos$ci wyrostkow zgbodotowych [2, 8, 9, 41].

Tak wigc stalym problemem badan nad zdolno$ciami
regeneracyjnymi tkanki kostnej, zwtaszcza w obregbie wy-
rostka zebodotowego, jest poszukiwanie odpowiedniego
materiatu biologicznego, za posrednictwem ktdrego mozna
by przywrdécic nie tylko prawidtowa lub optymalna budowe
utraconej kos$ci, ale rowniez optymalne funkcjonowanie
nowo utworzonej tkanki.

Materiatem wspomagajacym leczenie zachowawcze,
chirurgiczne i protetyczne w prowadzonym badaniu byt
hydroksyapatyt HA Biocer. Hydroksyapatytowy materiat
implantacyjny zastosowany w niniejszych badaniach zostat
wyprodukowany pod kierunkiem dr hab. 4. Slésarczyka
w AGH w Krakowie. Zostal wprowadzony do stosowa-
nia w implantologii w 1994 roku na podstawie zgody
Ministerstwa Zdrowia i Opieki Spotecznej. Materiat ten
zakwalifikowano do Rejestru Srodkéw Farmaceutycz-
nych i Materiatéw Medycznych pod nazwa HA Biocer.
Hydroksyapatyt okreslany jest skrétowo HAp, HAP Iub
HA, a ostatnio czgsto OHAp [31, 47, 48, 49]. W badaniach
klinicznych potwierdzono fakt, ze porowate granulki
HAp wykazywaly wysokie powinowactwo do komorek
linii osteoblastycznej [45, 48]. Osteoblasty wysiane na
porowatym tworzywie hydroksyapatytowym hodowano
przez 4-28 dni. Osteoblasty taczyly si¢ z powierzchnia
tworzywa i przylegaty do niej. W badaniu skaningowym
mikroskopem elektronowym stwierdzono, ze osteoblasty
zakotwiczaty si¢ do tworzywa, proliferowaty, uwydatnia-
ty skrajnie ptaskie konfiguracje oraz kolonizowaty si¢ na
powierzchni tworzywa. Poczatkowo wzory kolonizacji
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przypominaty plaster miodu, gdyz sasiadujace komorki
rozgaleziaty sig itaczyly miedzy soba. Nastepnie roz-
poscieraly si¢ na catej powierzchni HAp, pokrywajac ja
w catoéci. Po 28 dniach osteoblasty przylegaty do tworzywa
1 wnikaty do jego poréw, wypetniajac je. Przez wigkszos¢
badaczy tworzywo HAp uwazane jest za material zdolny
do wywotywania osteogenezy [16, 19, 43]. Fenomenem
ceramiki HAp jest powierzchnia stwarzajaca optymalne
warunki do tworzenia bezposrednio na niej nowej kosci. Sa
to tzw. wlasciwosci osteoindukcyjne [38]. [lo$¢ nowo two-
rzacej si¢ kosci zalezy od wielko$ci makroporow tworzywa,
przy czym za minimalny rozmiar poréw umozliwiajacych
osadzanie si¢ w ich wngtrzu osteocytéw uwaza sig 100
um. Za optymalna $rednia wielko$¢ porow w tworzywie
HAp uwaza sig¢ 200 pm, co odpowiada $rednicy osteonow
kosci ludzkiej. Po uptywie 3—4 miesiecy od chwili im-
plantacji ko§¢ wytworzona na powierzchni granicznej jest
nie do odroznienia od dojrzatej kosci. Czas potrzebny na
catkowite i trwate polaczenia implantu hydroksyapatyto-
wego z koscia zalezy od jego wielkosci i wynosi od 6 do
12 miesigcy. Uwaza sig, ze w ciagu 6 miesigcy porowate
implanty hydroksyapatytu wypelniaja si¢ koscia w 80%.
Po zakonczeniu procesu gojenia i reparacji nie jest mozliwe
oddzielenie materiatu implantacyjnego od ko$ci ze wzgledu
na silne potaczenie. Za mechanizm laczenia si¢ ceramiki
HAp z kos$cia odpowiedzialne sa procesy biologiczne i fi-
zykochemiczne. Ta osteointegracja polega na bezposrednim
funkcjonalnym i strukturalnym przyleganiu wszczepu
HAp do powierzchni kosci [39, 44]. Glowna wlasciwos$cia
tworzywa HAp jest dziatanie osteotropowe powodujace
zapoczatkowanie i stymulowanie procesow odbudowy
kostnej. Struktura porowata HAp powoduje, ze implanty
ulegaja przerastaniu przez kos¢, a nastgpnie dochodzi do re-
modelowania i przebudowy kostnej. Wedtug badaczy tego
problemu [45, 52] porowaty HAp wptywa na intensywny
wzrost koSci do pordéw i1 zapewnia biologiczng stabilno$§é
rekonstruowanych tkanek. Przy czym podnoszone sa tu
wlasciwosci osteokondukcyjne tworzywa hydroksyapatyto-
wego, ktory nie wzbudzajac tworzenia kosci w tradycyjnym
sensie wykazuje wlasnosci ,,kierujace wzrostem kosci”.
Okreslane jest to mianem dziatania osteokondukcyjnego
i osteofilnego. Tworzywo HAp imitujac mikrostrukture
utwardzonej kosci, dostarcza rusztowania, ktére utatwia
wrastanie kosci [3, 4, 17, 18].

Hydroksyapatyt HA Biocer jest od ponad 10 lat efek-
tywnie stosowany w stomatologii w celu wypeiniania
1 odtwarzania ubytkow tkanki kostnej [50, 51, 53]. Najwaz-
niejsze dziatanie preparatu to regeneracja ubytkow tkanki
kostnej wyrostka zgbodotowego szczeki i czgsci zebodo-
lowej zuchwy u pacjentdow ze schorzeniami przyzebia,
wypetnianie ubytkéw kostnych powstatych po ekstrake;i,
hemisekcji, resekcji wierzchotkow korzeni zebow, dla pod-
trzymania wysokosci i szeroko$ci wyrostka zgbodotowego.
Jednym z wazniejszych zagadnien zwiazanych z wytwa-
rzaniem i zastosowaniem materialow implantacyjnych
w medycynie jest ich czysto$¢ chemiczna, pozadany sktad

fazowy oraz odpowiednia mikrostruktura. Czynniki te
wplywaja znaczaco na zachowanie si¢ wykonanych z tych
tworzyw implantow w kontakcie z zywymi tkankami,
a zwlaszcza na ich resorbowalno$é, biodegradacje, cyto-
toksycznos$¢ czy nawet na kancerogennos$¢ [47]. Materialy
implantowane do ko$ci wyrostka zegbodotowego, ktore maja
bezposredni kontakt z ptynami ustrojowymi oraz tkanka
kostna, zwane sa biomateriatlami. Najwazniejsza cecha
biomateriatu jest jego biozgodno$¢ — czyli mechaniczna
i czynnosciowa integracja z tkankami gospodarza, ktora
zachodzi na drodze reakcji chemicznych i biologicznych.
Reakcje te dotycza zarowno powierzchni wszczepu, jak
i tkanek otaczajacych go, tj. kosci i dzigsta [38]. Hemisekcja
dotyczy zgbow trzonowych i polega na podzieleniu korony
na dwie czegsci (blizsza 1 dalsza) wraz z odseparowaniem
korzeni, z czego potowa zgba (czg$¢ korony i korzen) zo-
staje usunigta. Jednakze metody te wiazg si¢ z duza utrata
tkanek w operacyjnych okolicach i z ograniczona mozli-
woscia samoistnego uzupelnienia ubytkow, ze wzgledu
na specyficzna budowe kosci wyrostkéw zgbodotowych
[2, 8,09, 41].

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie skutecznej
alternatywy dla ekstrakcji zgbow poprzez probg leczenia
trudnych przypadkéw, wiaczajac do postgpowania endo-
dontycznego metody chirurgiczne oraz biomateriat HA
Biocer. Z badan klinicznych 0s6b z chorobami przyzgbia
wierzchotkowego 1 brzeznego wynika, iz w licznych przy-
padkach nie ma mozliwoS$ci przeprowadzenia prawidtowe-
go i skutecznego leczenia endodontycznego gwarantujace-
go wyleczenie choroby. Powodem takiego stanu rzeczy sa
najczegsciej nieoperacyjne kanaty korzeni blizszych zgbow
trzonowych dolnych lub kanaly korzeni policzkowych
trzonowcow gornych, a takze rozlegte zmiany patologicz-
ne w zakresie wierzchotkéw korzeni i ich furkacji. Jest to
w dalszym ciggu najczestsza przyczyna sktaniajaca lekarza
do podjgcia decyzji o usunigciu zeba.

W trakcie przytoczonych ponizej badan spodziewano
si¢ uzyskac¢ nastgpujace informacje:

* w jakim stopniu zabieg hemisekcji pozwoli na zacho-
wanie leczonego z¢ba?

* czy uzupehnienie zabiegu hemisekcji wszczepieniem
HA Biocer poprawi stan zachowanego zgba?

* czy i wjakim stopniu wszczepienie hydroksyapatytu
wplynie na odbudowe kosci w obrebie ubytkow kost-
nych szczeki i zuchwy po zabiegu hemisekc;ji?

Material i metody

W zabiegach hemisekcji uczestniczyto 96 pacjen-
tow (65 kobiet i 31 mezczyzn) w wieku od 13 do 65 Iat,
wybranych sposrod osob zglaszajacych si¢ do leczenia
w Przyszpitalnej Poradni Stomatologicznej Panstwowe-
go Szpitala Klinicznego nr 2 w Szczecinie w okresie od
czerwca 1992 roku do czerwca 1997 roku. U wszystkich
pacjentow wykonano zabieg hemisekcji z powodu rozpo-
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znania u nich rozlegtych zmian morfologicznych w wyniku

przewlektych zapalen w obrebie przyzebia wierzchotko-

wego 1 brzeznego, perforacji korony, prochnicy korzenia
zgba oraz ztamania korony lub korzenia zgba. Po zabiegu
hemisekcji pacjenci zostali podzieleni na 2 grupy. W grupie

1 (51 0s6b, w tym 28 mezczyzn oraz 23 kobiety) po zabiegu

zastosowano hydroksyapatyt HA Biocer w celu przyspie-

szenia i polepszenia warunkow gojenia tkanek. W grupie

II (45 os6b, 36 kobiet i 9 mezczyzn) leczenie odbywato sig

bez stosowania wymienionego preparatu.

We wszystkich przypadkach przed zabiegiem hemi-
sekcji wykonano zdjecie rentgenowskie, przeprowadzono
leczenie zachowawczo-endodontyczne tej czgsci zgba, kto-
ra miata by¢ pozostawiona w zgbodole oraz poinstruowano
pacjentdow odnos$nie utrzymania prawidlowej higieny jamy
ustnej.

Zabieg hemisekeji [1, 7, 10, 15, 22, 25, 30, 32, 40,
46] wykonywano po 2 tygodniach od leczenia endodon-
tycznego w znieczuleniu miejscowym nasigkowym lub
przewodowym, stosujac w tym celu $rodek znieczulajacy
odpowiedni do stanu ogdlnego pacjenta. Pole operacyjne
przygotowywano, dezynfekujac tkanki migkkie. Po od-
warstwieniu plata blony §luzowej wykonywano przecigcie
korony leczonego z¢ba w zuchwie w linii strzatkowej,
w szczegce w linii policzkowo-podniebiennej w celu usu-
nigcia odpowiedniego korzenia [7, 8, 11, 13].

W 51 przypadkach do zgbodotéw wprowadzano weze-
$niej przygotowane i odmierzone (100200 mg) granulki
hydroksyapatytu. Hydroksyapatyt byt wysterylizowany
w temperaturze 180°C (1 godz.) i rozprowadzony w 0,9%
roztworze NaCl, a nastgpnie zaaplikowany tyzeczka
chirurgiczng w taki sposob, aby granulki preparatu byly
ufiksowane w bezposrednim kontakcie z tkanka kostna do
poziomu wysokos$ci §cian kostnych z¢bodotu. Zgbodoty
zaszywano lub zaopatrywano opatrunkiem chirurgicznym
Peripack lub Septopack na 5-7 dni. W pozostatych 45
przypadkach nie stosowano hydroksyapatytu, a gojenie
ran odbywato sig¢ sitami natury.

Po 6 tygodniach przystapiono do opracowywania tka-
nek zgba, do uzupetnienia protetycznego w postaci wkta-
dow koronowo-korzeniowych, koron, mostoéw i uzupetnien
ruchomych. Lacznie wykonano 15 wktadéow koronowo-
-korzeniowych, 22 korony protetyczne, 74 uzupetnienia
w postaci mostow 14 szynoprotezy. Badania kontrolne
zaplanowano i przeprowadzono po 6 tygodniach, 6 miesia-
cach oraz po 1 roku, 2, 3, 41 5 latach od zabiegu.

W celu kontroli wynikéw badan zastosowano naste-
pujace kryteria ocen:

1. Wskaznik ptlytki bakteryjnej PL.I. wg Silnessa i Loe-
go.

2. Pomiar glebokosci kieszonek przyzebowych.

Wskaznik ruchomosci zgba wg Entina.

4. Radiologiczny wskaznik pomiaru zaniku wyrostka
zgbodotowego szczeki i czesci zgbodotowej zuchwy
wg Engelbergera, Marthalera, Rateitschaka (EMR).

5. Wskaznik obnazenia korzeni wg Cieszynskiego.

hed

Otrzymane wyniki badan poddano analizie statystycz-
nej. Wszystkie obliczenia wykonano, przyjmujac graniczny
poziom istotnosci p = 0,05. Wystegpowanie réznic pomig-
dzy $rednimi warto$ciami zmiennych w poszczegdlnych
grupach badano testem Manna—Whitneya. W przypadku
porownywania ze soba wigcej niz dwoch grup stosowa-
no ANOVA rang — nazywany testem Kruskala—Wallisa.
Analiz¢ zmiennych jako$ciowych prowadzono metodami
stosowanymi dla tablic wielodzielczych. Wystgpowanie
zalezno$ci miedzy dwoma zmiennymi badano testem >,
stosujac poprawke Yatesa oraz testem doktadnym Fishe-
ra. W celu ustalenia sity zwiazku statystycznego miedzy
zmiennymi uzyto wspétczynnika V_ Cramera.

Dla zmiennych zaleznych wykonano pomiary danego
parametru w réznym czasie. W celu poréwnania ze soba
zmiennych zastosowano test Friedmanna dla zmiennych
ciagtych, test Q Cochrana dla zmiennych binominalnych.
W obu testach wynik istotny (p < 0,05) swiadczyt o wy-
stapieniu co najmniej jednej istotnej réznicy pomigdzy
badanymi okresami. Aby stwierdzi¢, ktore okresy roznia si¢
istotnie, wykonano obliczenie dla wszystkich kombinacji
par, stosujac: dla zmiennych ciaglych —test kolejnosci rang
Wilcoxona, a dlazmiennych binominalnych oraz zmiennych
jako$ciowych —testy niezaleznosci dla tablic dwudzielnych
(x* z Pearsona, doktadny Fishera i Mc Nemara).

Wyniki

Oceny przeprowadzonych badan dokonano w nastg-
pujacych okresach kontrolnych: po 6 tygodniach, 6 mie-
siacach oraz po 1, 2, 3, 4 i 5 latach od wykonania zabiegu
hemisekc;ji.

Analizujac proces zaniku kosci na podstawie wskaz-
nika radiologicznego EMR u pacjentow zglaszajacych
si¢ na badania kontrolne w grupie I, w ktdrej stosowano
hydroksyapatyt, zaobserwowano znacznie mniejsza utratg
tkanki kostnej niz w grupie, w ktorej nie aplikowano HA
Biocer. Pomimo niewielkich wahan tego wskaznika —po 36
miesiacach do $redniej wartosci 64,2%, po 48 miesigcach
do 63,6% ipo 60 miesiacach do 62,7% — w grupie tej na
przestrzeni catego okresu obserwacji nie doszto do istotne-
go zaniku ko$ci wokot korzeni po hemisekcji. Mozna zatem
stwierdzi¢, ze procesy destrukcyjne zostaly zahamowane,
a poziom kosci wyrostka zgbodotowego wg wskaznika
EMR szczeki lub zuchwy nie ulegt zmianie w poréwnaniu
z wartos$cig poczatkowa, tj. 62,8%. Natomiast w grupie
IT w pigcioletnich badaniach sukcesywnie zmniejszata
si¢ $rednia warto$¢ wskaznika EMR — po 36 miesiacach
do wartosci 56,1%, po 48 miesigcach do 54,5% ipo 60
miesigcach do 53,5%. W efekcie zaobserwowano ubytek
kosci rzgdu 11,3%, co w poréwnaniu z grupa pierwsza
jest bardzo istotne, zwlaszcza ze w grupie tej wyjSciowy
poziom kos$ci wyrostka zgbodotowego byl wyzszy o 2%
niz w grupie I. W obu grupach przy poziomie p = 0,0001
ip=0,0013 réznice te byly statystycznie istotne.
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Po 5 latach obserwacji, po podsumowaniu wynikéw
mozna stwierdzi¢, ze w grupie I doszto do prawie dwukrot-
nego zmniejszenia $redniej wartosci gtgbokosci kieszonek
dziastowych od 2,53 mm do 1,48 mm, w przeciwienstwie
do grupy I, w ktorej doszto do dwukrotnego zwigkszenia
sredniej warto$ci glebokosci kieszonek od 1,77 mm do 3,40
mm. ZaleznoS$ci te byty istotne statystycznie w grupach
przy poziomie p = 0,0001.

Na podstawie zebranych danych mozna zatozy¢, ze
w ciagu pierwszych dwoch lat obserwacji w obu grupach
doszto do znacznej poprawy stabilizacji zgbow. W poz-
niejszym okresie nie zaobserwowano juz zmian w rucho-
mosci zebow po hemisekceji. Jest to zwiazane z wlasciwa
odbudowg protetyczng pozwalajaca na unieruchomienie
zgba oraz z brakiem powiklan ze strony tkanek przyzgbia
brzeznego i1 wierzchotkowego. W ciagu catego okresu
obserwacji w grupie I doszto do poprawy stabilizacji
zgbow u 21 (41,18%) sposrod 51 osob. W grupie 11 odno-
towano tylko 7 (6,43%) przypadkéw, w ktorych nastapita
poprawa stabilizacji zgbow, a wigc u trzykrotnie mniejszej
liczby 0séb niz w grupie I. Znacznie korzystniejszy efekt
leczniczy uzyskano w grupie I, w ktorej doszto tylko do
jednego (1,96%) pogorszenia ruchomosci. W grupie 11
nastapito pogorszenie ruchomosci zgbow az u 9 (20%)
osob. Jak wida¢, réznice te byly znamienne statystycznie
w grupach.

Podsumowujac dane zwigzane z obnazeniem ko-
rzeni, zaobserwowano, ze istotne zmiany zachodzity
jedynie do pierwszego roku obserwacji, kiedy to tacznie
u 5 osob w grupie I zmniejszyt si¢ wskaznik obnaze-
nia korzenia z II° do I° i zI° do 0°. Po tym okresie
w tej grupie badanych nie odnotowano juz zmian tego
wskaznika. Nieznaczne réznice wykazano w grupie 11,
w ktorej w badaniach po 36 i 48 miesiacach w poje-
dynczych przypadkach doszto do zwigkszenia stopnia
obnazenia korzenia. U pozostatych pacjentow zachowat
si¢ stan z badania poczatkowego. W ciagu catego okresu
S5-letniej obserwacji pacjentow obu grup zaobserwowa-
no konsekwentne zmniejszanie si¢ $rednich wartosci
wskaznika PLI. do 0,611 w grupie I i do wartosci 0,488
w grupie II. Wskazuje to na znaczna poprawg higieny
jamy ustnej u badanych pacjentéw. Na podstawie $red-
nich warto$ci wskaznika PL.I. stwierdzono, ze wicksza
poprawe¢ higieny uzyskano w grupie i od wartos$ci
wyjsciowej 1,754 do 0,611 niz w grupie 11 od wartosci
wskaznika PI1.I. 1,10 do 0,488.

Po 5 latach skontrolowani pacjenci odczuwali zwigk-
szenie komfortu w jamie ustnej. Byt to efekt braku do-
legliwosci ze strony uzgbienia i przyzgbia wynikajacy
z eliminowania w trakcie badan kontrolnych potencjalnych
zagrozen w postaci prochnicy wtdrnej, nieszczelnego
wypetnienia czy tez ztogéw nazgbnych. Pacjenci zasygna-
lizowali rowniez fakt, iz wszczepienie im po hemisekcji
materiatu bioceramicznego, jakim byt hydroksyapatyt HA
Biocer, oraz kontrola higieny jamy ustnej byla dla nich
bodZcem motywujacym do przestrzegania higieny.

Dyskusja

Materiatem wspomagajacym leczenie zachowawcze,
chirurgiczne i protetyczne w omawianym badaniu byl hy-
droksyapatyt HA Biocer, okreslany w pismiennictwie jako
materiat implantacyjny, tworzywo implantacyjne, implant
hydroksyapatytowy lub ceramika hydroksyapatytowa
[34, 47, 56]. Hydroksyapatyt HA Biocer jest od ponad 10
lat efektywnie stosowany w stomatologii do wypelniania
1 odtwarzania ubytkow tkanki kostnej [50, 51, 53]. W celu
ograniczenia zaniku wyrostka zebodotowego, co sprzyja
zachowaniu podtoza, mozna zastosowac po usunigciu
korzeni z¢bow aplikacje¢ biomateriatow, ktore pelnia rolg
idealnych alloplastycznych wszczepdw chroniac, wyrostek
zgbodotowy przed resorpcja [20, 24, 35, 54]. W porow-
naniu z innymi materiatami implantacyjnymi tworzywo
hydroksyapatytowe wykazuje nie tylko bardzo wysoka
zgodno$¢ biologiczna z tkankami zywego organizmu,
ale rowniez cecheg okreslana jako bioaktywno$é. Porow-
nujac procesy gojenia si¢ zgbodolow bez aplikacji oraz
z aplikacja tychze materiatow, wiclu badaczy sktania si¢
w kierunku uzupetniania ubytkéw kostnych tworzywami
na bazie fosforanow wapniowych [5, 12, 33, 37, 55]. Wielu
autoro6w przypisuje ogromna rol¢ higieny jamy ustnej
w procesach odbudowy i destrukcji kosci wokot zebow
objetych procesem zapalnym. Wrecz uzalezniaja leczenie
tych zmian od odpowiedniej higieny jamy ustnej pacjenta.
Wiaze si¢ to bowiem z niekorzystnym wplywem ptytki
nazebnej na szereg procesow odtworczych, reparacyjnych
i regeneracyjnych tkanki kostnej [21, 38]. Potwierdzeniem
tych wnioskow sa badania wlasne, z ktorych wynika, ze im
lepsza bylta higiena jamy ustnej pacjenta, tym bardziej wi-
doczny byt efekt leczniczy. U pacjentow grupy I, u ktérych
zanotowano wysoki stopien poprawy higieny jamy ustnej,
uzyskano proporcjonalnie wigksza poprawe w odbudowie
tkanki kostnej wokot zeba poddanego zabiegowi hemisek-
cji, a warto$¢ wskaznika EMR utrzymywata si¢ w ciagu 5
lat niemal na niezmienionym poziomie (68,8% w badaniu
wstepnym, 68,7% po 5 latach) [14]. Zgby te dodatkowo
narazone byly na réznego rodzaju ubytki tkanki kostnej
wynikajace z choroéb przyzebia brzeznego wierzchotko-
wego oraz innych jednostek chorobowych. Opierajac si¢
na wartoSciach wskaznika EMR u pacjentow z grupy 11,
u ktorych nie zastosowano hydroksyapatytu, stopien popra-
wy higieny jamy ustnej byt nizszy. Wartos¢ EMR obnizyla
sig w ciagu 5 lat z 64,8% do 53,5%.

W niniejszych badaniach stwierdzono znaczna reduk-
cje glebokosci kieszonek dziastowych w grupie [, w ktorej
stosowano hydroksyapatyt po hemisekcji zgba. Redukcja
ta wynosita §rednio od wartosci wyjsciowej 2,53 mm do
1,48 mm po 5 latach. Zalezno$ci takiej nie zaobserwowano
w grupie II, w ktorej nie byt zastosowany hydroksyapa-
tyt do z¢bodotéw po zabiegu hemisekcji. Przeciwnie,
w grupie tej doszlo w tym samym okresie obserwacji do
prawie dwukrotnego pogtebienia kieszonek dziastowych
z 1,77 mm do 3,40 mm. W dostgpnym pisSmiennictwie
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jest wiele publikacji dotyczacych wptywu hydroksy-
apatytu na proces sptycenia kieszonek dziastowych [14,
26, 27, 29, 51]. Van Hoeve J. P. [22] wykonal 69 zabie-
goéw hemisekcji zebow trzonowych dolnych i goérnych.
W dwuletnich badaniach Knychalska-Karwan Z. [29] po
zaaplikowaniu HA Biocer do kieszonek dziastowych po
zabiegach periodontologicznych uzyskata u pacjentow
redukcje glebokosci kieszonek dziastowych z 8,28 mm do
4,2 mm. W badaniach wtasnych zaobserwowano rowniez
poprawg stabilizacji zgbow wraz ze wzrostem wskaznika
EMR w grupie pacjentdow ze wszczepionym po hemisekeji
hydroksyapatytem HA Biocer. Natomiast u pacjentow,
u ktorych leczenie przebiegato bez wspomagania ma-
teriatem hydroksyapatytowym, nastgpowato stopniowe
zmniejszanie si¢ warto$ci wskaznika EMR i nie byto po-
prawy stabilizacji zgbow. W okresie 2-letnim ruchomos$¢
fizjologiczna w grupie pacjentéw, u ktérych stosowano
hydroksyapatyt, stwierdzi¢ mozna bylo u 86,05% przy-
padkoéw, a ruchomosé patologiczna u 13,95% przypadkow.
Byly to wartosci zblizone do wynikow innych autorow
[6, 12, 20, 24, 28].

Wszystkie uwzglednione dane potwierdzaja stusznosé
stosowania w leczeniu ubytkéw kostnych materiatow
ko$ciozastgpczych, jakim jest m.in. hydroksyapatyt HA
Biocer. Doniesienia wielu autoréw potwierdzaja dobre
rokowania po wykonaniu zabiegdw hemisekcji. Ich wie-
loletnie obserwacje kliniczne wykazuja, ze metody te zo-
staly z pozytywnym skutkiem wyprobowane i sa obecnie
polecane do szerokiego stosowania. Z powodu mozliwo$ci
powiktan periodontologicznych po zabiegach, ktore do-
tycza przede wszystkim zaniku tkanki kostnej w postaci
kieszeni kostnych z nastepowym rozchwianiem z¢ba, obna-
zeniem, wrecz wyeksfoliowaniem korzenia zgba, proponuje
si¢ stosowanie materialdéw bioceramicznych. W efekcie
aplikowanie ich pozwoli unikna¢ tego rodzaju powiktan
i jednoczesnie przywrdci procesy naprawcze kosci, co jest
postgpowaniem godnym uwagi i przezywajacym obecnie
Swoj renesans.

Whioski

Pigcioletnie badania kliniczne poréwnujace dwie grupy
pacjentéw i majace na celu udowodnienie skutecznos$ci
stosowania hydroksyapatytow doprowadzity do sformu-
lowania nastgpujacych wnioskow:

1. Sam zabieg hemisekcji pozwala na utrzymanie
leczonego zgba w jamie ustnej, niwelujac przyczyneg po-
wstawania procesu zapalnego wokoét jednego z korzeni.

2. Zgby po hemisekcji moga petnié rolg filaréw prote-
tycznych, zapewniajac odtworzenie ciagtosci tuku zebo-
wego w sposob oszczedny dla zeboéw sasiednich.

3. Uzupelnienie zabiegu hemisekcji wszczepieniem
biomateriatu, jakim jest hydroksyapatyt HA Biocer,
poprawia stan zachowanego z¢ba poprzez zahamowanie
procesow destrukcji tkanki kostne;j.

4. W grupie, w ktorej wszczepiono HA Biocer, uzy-
skano lepsze oceny dla wszystkich parametrow istotnych
statystycznie.

5. Konieczno$¢ ciaglej kontroli pacjentéw wplywa
korzystnie na utrzymanie przez nich wtasciwej higieny
jamy ustne;.
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Summary

Introduktion: This study was undertaken to determine
the usefulness of transverse spiral tomography with the
Cranex - Tome apparatus in diseases of the temporoman-
dibular joint and in implantology.

Material and methodes: The temporomandibular joint
was studied in 35 patients. Pathologic bony structures,
osteophytes, and abnormalities of the joint space were
found in 34 patients. A malignant tumor was detected in
one patient. In the case of the temporomandibular joint,
spiral pantomography appears to offer superior results to
conventional radiography by filtering out all structures
superimposing on the joint. In addition, 14 patients qua-
lified to receive 60 endosseous implants were studied.
Pantomographs of the maxilla and mandible, as well as
tomographs were used to measure the height and width
of the alveolar process prior to selection of the implant.
The precision of imaging of structures important to the
implantologist was assessed.

Results: Transverse spiral radiographs of the alveolar
process gave a clear view of the mandibular canal, mental
foramen, and fundus of the maxillary sinus. Measurements

of the height and width of the alveolar process appearing
on transverse spiral radiographs created a precise basis
for the selection of an implant with the right length and
diameter.

Key words: temporomandibular joint — implantology
— Cranex-Tome apparatus — transverse
spiral tomography.

Streszczenie

Wstep: Podjeto probe oceny uzytecznosci tomografii
poprzecznej aparatu Cranex—Tome w diagnostyce stawow
skroniowo-zuchwowych i w postegpowaniu przedimplan-
tologicznym.

Materiat i metody: Badania rentgenowskie stawu skro-
niowo-zuchwowego przeprowadzono u 35 chorych. U 34
pacjentéow widoczne byly nieprawidtowe struktury kostne,
osteofity i zmiany szerokosci szpary stawowej, u 1 proces
nowotworowy ztosliwy. W diagnostyce stawu skroniowo-
zuchwowego pantomografia spiralna jest bardziej skuteczna
od konwencjonalnej, poniewaz usuwa wszystkie zbedne

* Zwigzta wersja rozprawy doktorskiej przyjetej przez Radg Wydziatu Lekarskiego Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie. Promotor:
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motor: Prof. Grazyna Wilk M.D., D.M.Sc.Habil. Original typescript comprises: 113 pages, 34 figures, 13 tables, 76 references.
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cienie struktur rzutujacych sig na staw. Zbadano 14 pacjen-
tow zakwalifikowanych do zabiegu osadzenia 60 implantow
korzeniowych. Na pantomogramach szczgki i zuchwy oraz
na zdjgciach warstwowych badanej okolicy mierzono wyso-
kos¢ i szerokosc¢ kosci wyrostka zgbodotowego i dobierano
odpowiedni implant. Oceniano doktadnos¢ odwzorowania
istotnych dla implantologa struktur anatomicznych. Na
zdjeciach spiralnych poprzecznych wyrostka z¢gbodotowego
otrzymano doktadne przekroje kanatu zuchwy, otworu
brodkowego i1 dna zatoki szczekowe;.

Wyniki: Dokonane w oparciu o zdjgcia warstwowe po-
przeczne pomiary wysokosci i szeroko$ci wyrostka zebo-
dotowego szczgki i czgsci zgbodotowej Zuchwy pozwolity
z duza doktadno$cia na wybranie implantu odpowiedniej
dtugosci i $rednicy.

Hasta: staw skroniowo-zuchwowy — implantologia
— aparat Cranex—Tome — pantomografia spiralna
poprzeczna.

Wstep

Rentgenodiagnostyka wykorzystywana jest w kazdej
dyscyplinie stomatologicznej: w protetyce, paradontologii,
chirurgii stomatologicznej, ortodoncji, pedodoncji oraz
w stomatologii zachowawczej wraz z dynamicznie rozwi-
jajaca si¢ endodoncja.

Postep w stomatologii estetycznej, do ktdrej zaliczy¢
mozemy leczenie uzupetnieniami protetycznymi cera-
micznymi na podbudowie implantologicznej, wymaga
bliskiej wspotpracy chirurgéw stomatologow, protetykow
i radiologow. Duze zapotrzebowanie na takie leczenie i jego
wysoki koszt zmusza lekarzy do doktadnej oceny wskazan
i przeciwwskazan do zabiegu.

W ostatnich latach pojawilo si¢ nowe urzadzenie do
badan pantomograficznych spiralnych — aparat Cranex-
—Tome firmy Soredex—Orion. Ma szerokie zastosowanie
w diagnostyce stomatologicznej, umozliwiajac wykonanie
zdjecia pantomograficzne, warstwowe spiralne poprzeczne
wyrostka zgbodotowego i stawu skroniowo-zuchwowego
oraz cefalometryczne [1]. Koszt tych badan jest wzglednie
niski, co w obecnej sytuacji opieki medycznej jest bardzo
istotne. Aparat Cranex—Tome wymaga ponadto znacznie
mniejszych warunkoéw ekspozycji i utatwia diagnostyke
przedzabiegowa [2].

Zaburzenia czynno$ciowe narzadu zucia dotycza 50—
—80% populacji ludzkiej [3, 4, 5, 6, 7, 8, 9]. W diagnostyce
stawu skroniowo-zuchwowego stosuje si¢ z powodzeniem
radiografi¢ konwencjonalng oraz tomografi¢ komputerowa
(TK), rezonans magnetyczny (MR) i techniki ultrasonogra-
ficzne (USG) [10, 11]. Pantomografia spiralna poprzeczna
aparatu Cranex—Tome umozliwia uzyskanie zdje¢ warstwo-
wych stawu. Dzigki ich dobrej jakosci badanie to ma duza
wartos$¢ diagnostyczna i stanowi warto$ciowe uzupetnienie
dotychczas stosowanych metod.

Celem pracy byla:
1. Ocena skutecznosci aparatu Cranex—Tome w diagno-
styce schorzen stawu skroniowo-zuchwowego.
2. Ocena przydatnosci pantomografii spiralnej aparatu Cranex
—Tome w diagnostyce przedimplantologicznej poprzez:
a) okreslenie skutecznos$ci obrazowania istotnych dla
implantologa struktur anatomicznych kosci szczek,
b) poréwnanie pomiardw wysokosci wyrostka zebo-
dotowego szczgki i czgsci zgbodotowej zuchwy na
zdjeciach warstwowych spiralnych poprzecznych
1 pantomograficznych konwencjonalnych,
¢) dokonanie pomiaréw szeroko$ci wyrostka zebodo-
towego szczeki i czgséci zgbodotowej zuchwy w wy-
miarze poprzecznym na zdjgciach warstwowych
spiralnych,
d) ustalenie, czy w oparciu 0 wykonane pomiary mozna
zaplanowac sposob leczenia i dobra¢ odpowiedniej
dtugosci implanty.

Material i metody

Pacjenci z dysfunkcja stawéw skroniowo-
-zuchwowych
Badania stawu skroniowo-zuchwowego wykonano
u 35 chorych w wieku od 17 do 72 lat, w tym u 25 kobiet
1 10 mgzczyzn. Wszyscy pacjenci wykazywali kliniczne
objawy dysfunkcji, stwierdzane na podstawie wywiadu
lekarskiego 1 badania przedmiotowego.

Pacjenci zakwalifikowani do wszczepienia implantow
korzeniowych
Zbadano 14 pacjentow zakwalifikowanych do zabiegu
osadzenia implantéw korzeniowych, w tym 8 kobiet 1 6
mezezyzn, w wieku od 26 do 63 lat. Badanym pacjentom
zatozono ogdtem 60 implantdw. Umiejscowienie wszcze-
pow ukazuje tabela 1.

Tabela 1. Podzial materialu w zaleznosci od plci pacjentow, okolicy
i umiejscowienia wszczepu

Table 1. Patient gender, examined region, and implant location

Kobiety / Females | Mgzczyzni / Males
Parametr / strona strona strona strona | Suma/
Parameter prawa/ | lewa/ | prawa/ | lewa/ | Total
right side | left side | rightside | left side
Szczeka / Maxilla 8 11 3 - 22
Zuchwa / Mandible 7 9 10 12 38
Suma / Total 15 20 13 12 60

Pantomografia spiralna stawow skroniowo-
-zuchwowych
Przed skierowaniem na badania radiologiczne apa-
ratem Cranex—Tome stan pacjentéw oceniano wyliczajac
wskaznik kliniczny dysfunkcji stawéw skroniowo-zuchwo-
wych wg Helkimo [5, 12]. Badanie rozpoczynano od wy-
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boru programu: dorosli — dzieci. Pantomogram umozliwiat
0g6lna oceng uktadu stomatognatycznego pacjenta, zdjecie
p-a stawow pozwalato na okreslenie odlegloéci kazdego ze
stawow od linii srodkowe;j ciata (Inter—Joint—Distance, 1JD)
(ryc. 1). Pomiaru odlegto$ci dokonywano za pomoca orygi-
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Ryc. 1. Ustalenie odlegtosci migdzystawowe;j

Fig. 1. Measurement of the inter-joint distance

nalnego szablonu (ryc. 2). Wartos$ci uzyskane z pomiar6w
odlegtosci miedzystawowej (1JD) umozliwity wybor czte-
rech najistotniejszych warstw do badania tomograficznego
1 wycechowanie urzadzenia do wykonania wybranych zdjeé

"« B 8 Bu O tOnfOvile

Ryc. 2. Ustalenie odleglosci pomigdzy stawami w oparciu o specjalny
szablon

Fig. 2. Inter-joint distance measured with a special ruler

warstwowych spiralnych pod r6znymi katami nachylenia
lampy (ryc. 3). Prawidtowe ustawienie glowy pacjenta
mialo wplyw na uzyskanie zdj¢¢ dobrej jakosci. Glowa
pacjenta byta pochylona ku dotowi pod katem 10—15° z no-
sem opartym o podporke statywu aparatu. Linia taczaca
tuk brwiowy z otworem stuchowym zewngtrznym byta
rownolegta do podtogi. Staw skroniowo-zuchwowy znaj-
dowat si¢ na wysoko$ci potowy kasety. Do badania przy
ustach otwartych ustawienie byto podobne. Po uzyskaniu
zdje¢ pod katem padania promieni wynoszacym 60°, 65°,
70° 1 75° wybierano obraz najostrzejszy np. przy kacie 70°,

programowano aparat i wykonywano zdjgcia warstwowe.
Stosowano warstwy grubosci 2 mm, w odstgpach co 2
mm. Przy podejrzeniach zaburzen ruchomosci w stawie
wykonywano zdjgcia warstwowe lub katowe przy ustach
otwartych albo tez skanogramy czynno$ciowe stawow

60°, 65°, 70°, 75°
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Ryc. 3. Katy padania promieni rentgenowskich na gtowg zuchwy
stosowane w badaniu

Fig. 3. X-ray angles directed to the mandibular head

(zdjgcie grubej warstwy badanego odcinka kosci). Przy
analizie zdje¢ warstwowych zwracano uwage na ostro$é¢
i kontrastowos$¢ obrazu, stan elementow stawu: szpary
stawowej, powierzchni dotka stawowego i1 glowy Zuchwy
oraz utozenie glowy w panewce.

Zdjecia warstwowe poprzeczne wyrostka
zebodolowego szczeki i czeSci z¢gbodolowej Zuchwy
w postepowaniu przedimplantologicznym

W grupie pacjentow przygotowywanych do implan-
tacji — po wywiadzie, doktadnej analizie przeciwwska-
zan ogdlnych do zabiegu osadzenia wszczepu i badaniu
przedmiotowym — uktadano plan leczenia i wykonywano
standardowo zdjecie pantomograficzne szczgki 1 zuchwy
aparatem Cranex—Tome. Do analizy przedimplantolo-
gicznej wykorzystywano badanie tomograficzne spiralne
wyrostka zgbodotowego w okolicach przeznaczonych do
umieszczenia wszczepu. Na zdjeciu pantomograficznym
za pomocg oryginalnego szablonu, podanego przez firmeg
Soredex, oznaczano symbole warstw, ktdre miaty by¢ uwi-
docznione na zdjgciu tomograficznym (ryc. 4). Nastgpnie
wykonywano zdjgcia tomograficzne badanej okolicy — na
jednym filmie 4 warstwy, grubosci 2 mm, w odstgpach co
2 mm. Znajac wspotczynnik powigkszenia aparatu (1,5x),
dokonywano pomiardw i na tej podstawie dopasowywano
odpowiedni implant, ewentualnie rezygnowano z zabiegu.
Wykonywano tez pomiary wysokosci wyrostka zgbodo-
towego szczeki 1 czg$ci zgbodotowej zuchwy na zdjeciach
pantomograficznych przegladowych. Mierzono wysoko$¢
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Ryc. 4. Szablon do badan tomograficznych stawow skroniowo-
-zuchwowych i wyrostka zgbodotowego

Fig. 4. Measurement tool used in tomography of TMJ and alveolar
process

w wymiarze pionowym od brzegu wyrostka do zachytka
zgbodotowego zatoki szczgkowej. W przednim odcinku
szczeki mierzono wysoko$¢ od szczytu wyrostka do pod-
stawy jamy nosowej. W zuchwie mierzono ilo$¢ tkanki
kostnej od brzegu czesci zgbodotowej do kanatu zuchwy
lub otworu brédkowego, a w okolicy brodki od podstawy
trzonu zuchwy do szczytu czesci zgbodotowej. Podobne
zasady wyznaczania punktow pomiarowych zastosowat
w swoich badaniach Abrahams [13]. Nastepnie otrzymane
wyniki poréwnywano z wynikami pomiaréw uzyskanych
na podstawie pomiaréw wysokoSci i szeroko$ci wyrostka
na zdjeciach warstwowych. Pomiaréw dokonywano za po-
moca szablonu z podziatka milimetrowa. Po uwzglednieniu
wspotczynnika powigkszenia (1,5x dla zdje¢ tomo 1 1,3x
dla pantomograméw) porownywano wyniki uzyskane dla
tej samej okolicy na podstawie obydwu zdjec.

Na zdjeciach warstwowych i pantomograficznych prze-
gladowych analizowano istotne dla implantologa struktury
anatomiczne, mianowicie: kanat zuchwy, otwor brodkowy
i zachylek zgbodotowy zatoki szczgkowe;.

Opracowanie statystyczne polegato na poréwnaniu
zestawionych w kolumny wynikéw pomiaréw wysokosci
kosci wyrostka zgbodotowego szczeki i1 czeséci zgbodoto-
wej zuchwy uzyskanych na podstawie zdj¢¢ warstwowych
i pantomograficznych. Badano, czy migedzy kolumnami
istnieje statystycznie istotna réznica. W tym celu obliczo-
no $rednia wynikow uzyskanych na podstawie pantomo-
graméw 1 zdjeé tomograficznych, a nast¢pnie uzyskano
$rednig arytmetyczng réznic migdzy kolumnami. Analizg
statystyczna oparto na tescie t-Studenta dla prob zaleznych
i sprawdzono wg testu kolejnos$ci par Wilcoxona [14].

Wyniki

Zmiany w stawach skroniowo-zuchwowych na

zdjeciach wykonanych aparatem Cranex-Tome

U 34 pacjentéw wykazano dysfunkcje stawow skro-
niowo-zuchwowych, u jednego proces nowotworowy zto-

sliwy (carcinoma planoepitheliale). W tym przypadku guz
wywodzacy si¢ ze skory okolicy skroniowej lewej naciekat
elementy stawu skroniowo-zuchwowego. Wsrod zbadanych
pacjentow u 15 (44,1%) stwierdzono niewielka dysfunkcje,
u 14 (41,2%) srednia, a u 6 pacjentow (17,7%) cigzka. Ogra-
niczona ruchomos¢ w stawie stwierdzono u 28 chorych, u 2
catkowity brak ruchomosci, u 5 ruchy byty prawidlowe.
W przypadku jednego z pacjentéw badanie rentgenowskie
nie doszto do skutku z powodu jego zastabnigcia.

Wyniki analizy dokumentacji rentgenowskiej stawow
skroniowo-zuchwowych zebrano w tabeli 2.

Tabela 2. Zestawienie wynikow analizy zdje¢ rentgenowskich
stawéw skroniowo-zuchwowych

Table 2. Radiographic findings in the temporomandibular joints

Liczba chorych z wystgpujacymi obja-
wami patologicznymi w stawach /
Number of patients with TMJ patho-
Parametr / logi
gies
Parameter - -
obustronnie / | P° stror.ue po strqme
bilateral prawe) / lewe:] /
right side left side
Zwichnigcia / Luxation 2 - -
Nadwichnigcia / Subluxation 1 1 -
Zggszczenie struktury kostnej 10 3 2
glowy zuchwy / Enhanced
opacity of mandibular head
Rozrzedzenie struktury kost- 8 1 1
nej glowy zuchwy / Reduced
opacity of mandibular head
Osteofity (,,dzioby kogucie™) / 7 1 2
Osteophytes
Sptaszczenie glowy zuchwy / 6 2 4
Flattening of mandibular head
Poszerzenie szpary stawu / 1 4 2
Enlargement of joint space
Zwezenie szpary stawu / 10 3 1
Narrowing of joint space
Asymetryczne utozenie gtowy 7 - -
zuchwy w panewce / Asym-
metric position of mandibular
head in acetabulum
Brak ruchomosci / Immobi- 2 - -
lization
Ograniczenie ruchomosci / 25 1 2
Limited mobility
Zwapnienia w szparze stawo- 1 1 1
wej / Calcifications in joint
space

Analiza poréwnawcza pomiaréw wysokosci
i szerokoS$ci wyrostka z¢bodolowego szcze¢ki oraz
czesci zebodolowej zuchwy w oparciu o zdjecia
pantomograficzne i warstwowe poprzeczne
Wyniki pomiaréw wysokos$ci i szerokosci wyrostka
zgbodotowego szczeki oraz czgsci zgbodotowej zuchwy
(w mm) przed rekonstrukcja dna zatoki szczgkowej obra-
zuje tabela 3. W wyzej podany sposéb zebrano wyniki
pomiarow wysoko$ci w wymiarze pionowym i szeroko$ci
w wymiarze poprzecznym wyrostka z¢bodolowego
szczeki oraz czgsci zgbodotowej zuchwy u wszystkich
pacjentow. Pomiarow dokonywano przed i po ewentualnej
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Tabela 3. Wyniki pomiaréw wysokosci i szerokosci wyrostka
zebodolowego szczeki oraz czesci zgbodolowej Zuchwy w mm
uzyskane na podstawie zdjeé pantomograficznych i tomograficznych
u pacjentow bez rekonstrukcji kosci

Table 3. Height and width of the alveolar process measured on
pantomographs and tomographs in patients prior to reconstruction

of the bone
Wyniki pomiaréw kosci przed
rekonstrukcja / Dimensions
Parametr / before reconstruction (mm)
Parameter Pantomogram / Zdjgcie tomogra-
Pantomograph ficzne /
Tomograph
Okolica zgba / Tooth region 24 26 27 24 26 27
Wysokosé odezytze zdjg¢ | 15 3 5 25 4 7
wyrostka RTG / raw data
zgbodofowego | skorygow. o 11,5 2,3 3,8| 16,7 2,7 47
— | W wymiarze wspolczynnik
% pionowym / He- | powigkszenia
g | ight of alveolar | corrected for
# | process (mm) magnification
g Szeroko$é odczyt ze zdjeé *) 12 10 14
.% wyrostka RTG / raw data
£ | zebodotowego | skorygow. o *) 8 6,793
W wymiarze wspotczynnik
poprzecznym/ | powigkszenia
Width of alve- | corrected for
olar process magnification
(mm)

*) — brak mozliwosci wykonania pomiaréw wyrostka w wymiarze po-
przecznym na zdjgciu pantomograficznym ze wzglgdu na jego dwuwy-
miarowo$¢ / measurements not possible due to two-dimensional nature of
pantomograph

chirurgicznej rekonstrukcji. (Wszystkie wyniki do wgladu
w oryginale pracy.)

Z przeprowadzonych badaf umieszczonych w tabelach
wynika, ze wysoko$¢ kosci wyrostka zebodotowego szcze-
kii czesci zgbodotowej zuchwy oceniana tylko na zdjeciach
pantomograficznych w 76,6% przypadkoéw okazywata si¢
by¢ mniejsza niz na zdj¢ciach warstwowych, w 21,9%
poréwnan byta wigksza. W 1,6% pomiary wykonywane
na zdjeciach pantomograficznych pokrywaty si¢ z war-
tosciami okreslonymi na podstawie zdje¢ warstwowych.
Roéznice pomiardw sg istotne statystycznie przy poziomie
istotnosci p < 3:10°°. Srednia wynikéw pomiaréw wysokosci
ko$ci na pantomogramach wyniosta 15,07 mm + 6,15 mm,
a na zdjgciach warstwowych 16,14 mm + 5,89 mm. Srednia
arytmetyczna rdznic pomiar6w wykonanych na pantomo-
gramach i na zdjgciach warstwowych wyniosta 1,08 mm,
przy odchyleniu standardowym 1,69 (d = 1,08 + 1,69).

W 49 poréwnaniach (76,6%) wynikéw otrzymanych
na podstawie dwoch rodzajow zdje¢ wysokos¢ kosci wy-
rostka zgbodotowego szczeki i czgséci zgbodotowej zuchwy
mierzona na podstawie tomogramow wykazywata wartosci
wigksze niz uzyskane na podstawie pomiaréw na panto-
mogramach. W 14 poréwnaniach (21,9%) sytuacja byla
odwrotna. Ze stosunku tych liczb (4914 = 3,5) wynika, ze
korzystajac ze zdj¢¢ warstwowych poprzecznych zamiast
pantomogramoéw, 3,5x czgSciej uzyskano wigksza wyso-
ko$¢ kosci. Moze to mie¢ wptyw na dtugos$¢ dobieranych
wszczepow.

Pantomogram ukazywat przekrdj czotowy dna zachyl-
ka zegbodotowego zatoki szczgkowej w 17 na 22 przypadki,
co stanowi 77,3%. Zdjgcie warstwowe ukazujace przekrdj
poprzeczny dna zatoki byto wartoSciowe w 81,8% przy-
padkow (18 na 22).

Otwor brodkowy na pantomogramach przegladowych
widoczny byt w 76,9% przypadkéw po stronie prawej
iw 69,2% po lewej, a kanat zuchwy odpowiednio w 92,3%
iw 84,6%. Tomogram przedstawial szczegdlowo kanat
zuchwy po stronie lewej na wszystkich zdjeciach, a po
prawej w 92,3% przypadkow.

Opisy przypadkow
Przypadek 1
Pacjent A.F., lat 42. Pantomogram przegladowy uka-
zuje nisko schodzace dno zatoki szczgkowej po stronie
prawej i bezzebny wyrostek zgbodotowy z rozrzedzonym
utkaniem beleczkowym w okolicy zgbow 15, 16, 17
(ryc. 5). Wysokos¢ wyrostka zgbodotowego okolicy zgba

Ryc. 5. Przypadek 1. Pantomogram przegladowy. Niewystarczajaca ilos¢
kosci do osadzenia implantéw korzeniowych w okolicy zgbow 15, 16, 17
(strzatka)

Fig. 5. Case Ne 1. Pantomograph showing insufficient bone volume
(arrow) for implants in the region of teeth 15, 16, and 17

Ryc. 6. Przypadek 1. Zdjgcie warstwowe poprzeczne okolicy zgba
15. Nisko schodzace dno zachytka zgbodotowego zatoki szczgkowej
i niewielka wysoko$¢ wyrostka w wymiarze pionowym (strzatka)

Fig. 6. Case Ne 1. Transverse spiral tomograph of the tooth 15 region
showing reduced height of the alveolar process due to low-lying alveolar
recess of the maxillary sinus (arrow)
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16 oceniana na podstawie pantomogramu wynosita tylko
7 mm (po korekcie powigkszenia — 5,4 mm). Na zdjeciu
warstwowym tej okolicy widoczny jest znaczny zanik
wyrostka z niewielka ilo$cia beleczek kostnych (ryc. 6).
Poniewaz wysoko$¢ wyrostka w okolicy zgba 16 mie-
rzona na zdjeciu warstwowym poprzecznym wynosita
tylko 7 mm (po uwzglgdnieniu powigkszenia — 4,7 mm),
zdecydowano si¢ na podniesienie dna zatoki przy uzyciu
materiatow kosciozastepczych Bio-Oss i Bio-Gide. Na pan-
tomogramie wykonanym po 9 miesigcach widoczne byto
zageszczenie struktury kostnej w zachytku zgbodotowym
prawej zatoki szczgkowej odpowiadajace bliznie kostnej po
dokonanej plastyce (ryc. 7). W okolicy zgba 16 wysokos¢

Ryc. 7. Przypadek 1. Zacienienie w okolicy dna prawej zatoki szczgkowe;.
Blizna kostna po wykonanej plastyce (strzatka)

Fig. 7. Case Ne 1. Opacity near the fundus of maxillary sinus. Bone
growth following osteoplasty (arrow)

wyrostka z¢bodotowego szczeki po rekonstrukeji wyliczo-
na na podstawie zdjgcia pantomograficznego po korekcie
powigkszenia wynosita 10 mm. Wysokos$¢ rzeczywista
wyrostka mierzona na zdj¢ciu warstwowym poprzecznym
wynosita 11,3 mm, a szeroko$¢ 8 mm (ryc. 8). W okolicy
zegba 16 osadzono implant dtugosci 10 mm i $rednicy 4 mm.
Po wypreparowaniu foza implantu na jego dnie zachowana
byta ciagtos¢ tkanki kostnej, co wskazuje na precyzje oceny
na podstawie zdjgcia warstwowego poprzecznego. Zdjecie

.

Ryc. 8. Przypadek 1. Zdjgcie warstwowe. Podniesione dno zatoki
szczgkowej

Fig. 8. Case Ne 1. Tomograph showing elevated fundus of maxillary sinus

to okreslato wysokos¢ wyrostka zegbodotowego na 11,3 mm.
Rycina 9 przedstawia zdjgcie pantomograficzne wykonane
po zabiegu implantologicznym.

Ryc. 9. Przypadek 1. Pantomogram wykonany po osadzeniu wszczepow

Fig. 9. Case Ne 1. Pantomograph following implantation

Przypadek 2

Pacjentka J.G., lat 48. Bole i ograniczenie ruchomosci
prawego stawu skroniowo-zuchwowego, trzaski podczas
rozwierania szcz¢gk spowodowane brakami w uzgbieniu
i nieprawidlowym zuciem. Uzupetnienia protetyczne
poprawity czynno$¢ stawu skroniowo-zuchwowego. Na
przegladowym pantomogramie widoczne sa masywne
zwapnienia w prawej szparze stawowej, znieksztatcenia
glowy zuchwy i jej sklerotyzacja oraz sptaszczenie i skle-
rotyzacja panewki po stronie lewej (ryc. 10). W celu doktad-

.

Ryc. 10. Przypadek 2. Pantomogram przegladowy. W prawym ssz
masywne zwapnienia w szparze stawowej (grot strzatki), znieksztatcenie
glowy zuchwy i jej sklerotyzacja. W lewym ssz sptaszczenie gtowy
zuchwy, sklerotyzacja panewki. Polip w prawej zatoce szczgkowej (ozn.
strzatkq)

Fig. 10. Case Ne 2. Pantomograph showing massive calcifications in
the right TMJ space (arrowhead), deformation and sclerotization of the
mandibular head. Flattening of right madibular head, sclerotization of its
acetabulum, and polyp in the right maxillary sinus (arrow)

nej analizy zmian zaobserwowanych na pantomogramie
wykonano zdjecia warstwowe spiralne, ktore pozwolily
na wyrazna obserwacj¢ sptaszczenia i sklerotyzacji glowy
zuchwy oraz panewki stawu (ryciny 11 i 12). Zastosowanie
pantomografii spiralnej aparatu Cranex—Tome umozliwito
uzyskanie obrazéw stawoéw w wielu przekrojach, co po-
moglo w wykryciu zmian strukturalnych. Zmiany te byly
powodem zjawisk ostuchowych (trzaski), na ktore skarzyla
si¢ pacjentka.
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Ryc. 11. Przypadek 2. Tomogram spiralny lewego stawu skroniowo-

-zuchwowego. Splaszczenie i sklerotyzacja glowy zuchwy oraz panewki

Fig. 11. Case Ne 2. Transverse spiral tomograph of the left TMJ
showing flattening and sclerotization of the mandibular head and
acetabulum

Dyskusja

Metody badan stawu skroniowo-zuchwowego za
pomoca tomografii komputerowej (TK) lub rezonansu
magnetycznego (MR), chociaz maja bardzo duza war-
to$¢ diagnostyczna, nadal sa mniej dostgpne niz metody
konwencjonalne [2, 10, 15, 16, 17, 18]. Tomografia kompu-
terowa dobrze uwidacznia elementy kostne, lecz wysoki
koszt i duza dawka promieniowania moga ograniczac jej
zastosowanie [2, 17, 19]. Laskin 1 Greene [17] twierdza,
ze lokalizacja stawu bezposrednio pod podstawa czaszki
bardzo utrudnia otrzymanie dobrego obrazu struktur stawu
w pojedynczej projekcji.

Na podstawie najczgsciej wykonywanego zdjecia
wg Schiillera nie mozna wyciagnaé istotnych wnioskow
dotyczacych budowy anatomicznej stawu, pochylosci
guzka irzeczywistej szerokos$ci szpary stawowej. Jej
ksztatt i szeroko$¢ wykazuja znaczne réznice osobnicze;
zalezy to przede wszystkim od kata pochylenia promienia
srodkowego.

Pantomografi¢ pomimo wielu zalet nalezy uznaé za
badanie przesiewowe. ,,Odwzorowanie” poszczegoélnych
czesSci stawu jest zalezne od grubosci i syntopii uwidocznio-
nej warstwy oraz typu budowy czesci twarzowej czaszki.
Zastosowanie rentgenografii umozliwia oceng jedynie
bocznej powierzchni wyrostka ktykciowego zuchwy, co
utrudnia dostrzezenie wczesnych zmian patologicznych na
powierzchniach stawowych. Sztuk i wsp. [20] w metodzie
pantomografii spiralnej doceniaja mozliwos$¢ uzyskania
dwuwymiarowych przekrojow oraz czynno$ciowego
obrazowania stawu skroniowo-zuchwowego. Zaznaczaja
przy tym mniejszy niz w przypadku tomografii kompute-
rowej koszt badania. Za wadg metody uznaja konieczno$é
wprowadzania korekty geometrycznej i brak mozliwos$ci
przestrzennego obrazowania elementéw stawu. Jako
kontrpropozycje¢ przedstawiaja wysokiej rozdzielczos$ci
tomografi¢ komputerowa z uzyciem skanu spiralnego
z rekonstrukcja przestrzenna (3D). Technika umozliwia
przestrzenne ukazanie stawu i dokonywanie pomiarow
liniowych zgodnych z warto$ciami rzeczywistymi, obar-
czonymi btgdem ponizej 0,1 mm.

Jdager i wsp. [21] polecaja do oceny struktury kostne;j
elementow stawu, jego zwyrodnien i urazéw badanie za
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Ryc. 12. Przypadek 2. Spiralny tomogram prawego ssz. Sptaszczenie
glowy, zwezenie szpary stawowej i zwapnienia w jej obrgbie

Fig. 12. Case Ne 2. Transverse spiral tomograph of the right TMJ showing
flattening of the mandibular head, narrowing and calcifications in the
joint space

pomoca tomografii komputerowej. Rozylo-Kalinowska
1 Rozyto [22] twierdza, ze wysokie ztamania wyrostka ktyk-
ciowego i ztamania przezgtéwkowe powinny by¢ diagnozo-
wane za pomoca tomografii komputerowej w przekrojach
czotowych. Natomiast Jdger i wsp. [21] uwazaja rezonans
magnetyczny za najlepsza metodg do oceny krazka stawo-
wego 1 tkanek migkkich.

Mato wartosciowa metodg uwidocznienia struktur ana-
tomicznych stawu skroniowo-zuchwowego byly uprzednio
stosowane zdjecia warstwowe konwencjonalne.

Dzigki pantomografii spiralnej poprzecznej mozliwy
jest optymalny wybor badanej warstwy stawu skroniowo-
-zuchwowego, najlepiej uwidaczniajacej zmiany. Zdjgcie
p-a stawow 1 zataczony do aparatu oryginalny szablon
umozliwiaja precyzyjne okreslenie odleglos$ci migdzysta-
wowej (IJD). Znana odleglo$¢ stawu skroniowo-zuchwowe-
go od linii posrodkowej ciata pozwala nastawic urzadzenie
na warstwe dostarczajaca najwigcej szczegdtow. Zdjecia
wykonane aparatem Cranex—Tome sa bardziej czytelne na
skutek wigkszej rozdzielczo$ci lampy rentgenowskiej, za-
stosowania automatycznej wywotywarki, czutych filméw
i kaset z ekranami wzmacniajacymi z ziem rzadkich — co
z kolei zmniejsza dawkg promieniowania do 40%. Niedo-
godnosciami tej metody jest czas badania (od 45 minut do
1 godziny, zalezny od programu i umiejgtnosci personelu
technicznego) oraz konieczno$¢ wykonania kilku projekcji
w celu uzyskania najlepszego obrazu warstwy. Na jako§¢
otrzymanych obrazéw wplywaja tez btedy w ustawieniu
glowy pacjenta. Zmgczenie dtugim czasem badania, de-
koncentracja wywotana dolegliwoéciami, ogélny zly stan
zdrowia lub zaawansowany wiek pacjentow sprzyjaja zmia-
nie pozycji czy poruszeniu si¢ podczas pracy urzadzenia.
Przy wieloetapowosci badania niewykluczone sa tez bledy
osoby wykonujacej badanie. Przy analizie niedogodnosci
pracy z aparatem nalezy wspomnie¢ takze o drobnych
niedociagnigciach w ergonomii. Urzadzenie posiada
zbyt krotkie uchwyty dla pacjenta, co utrudnia zajgcie
przez niego wygodnej pozycji. Podporka stabilizujaca nos
jest niewygodna w uzyciu. Aparat nie jest wyposazony
w fotel ze stabilizacja podparcia plecow pacjenta, a proba
wykonania zdjgcia w pozycji siedzacej jest niemozliwa
z powodu zbyt matych przesuwoéw glowicy lampy. Suge-
sti¢ przekazano producentowi, ktéry rozwazy mozliwos¢
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wydtuzenia przesuwdw ku dotowi, tak aby osoby starsze,
niepetnosprawni (szczegdlnie na wozkach inwalidzkich),
z problemami ortopedycznymi lub dzieci mogly korzy-
sta¢ z urzadzenia. O istocie poruszanego problemu moze
$wiadczy¢ fakt, iz z powodu wymuszonej pozycji ciata
podczas badania stawow (gtowa pochylona ku dotowi, przy-
ciagnigta do klatki piersiowej w pozycji stojacej) doszto
u pacjenta do chwilowego omdlenia. O niedogodno$ciach
spowodowanych dlugim czasem badania i pozycja pacjenta
donosi takze Layng [23], opisujac bardzo zblizony budowa
i funkcjami do Cranex—Tome aparat Scanora.

W badaniach radiologicznych przeprowadzonych
za pomoca aparatu Cranex—Tome patologiczne zmiany
w stawach stwierdzono u wszystkich chorych. Wstepna
weryfikacja i dobdr pacjentow do diagnostyki rentgenow-
skiej przeprowadzony za pomoca wskaznika Helkimo
miaty swoje przetozenie na nieprawidlowos$ci stawowe
uchwycone na zdjeciach. Byly to przede wszystkim
zmiany o charakterze zwyrodnieniowym: zggszczenia
i rozrzedzenia struktury warstwy korowej i gabczastej
gtowy zuchwy, osteofity, sptaszczenie panewek i gtow
zuchwy, zwezenia i poszerzenia szpar stawowych oraz
zwapnienia w jej obrgbie §wiadczace posrednio o zmia-
nach zwyrodnieniowych krazka stawowego. Na podsta-
wie zdje¢ czynnosciowych zaré6wno warstwowych, jak
i skanograficznych mozna byto stwierdzi¢ ograniczenie
ruchomos$ci w stawach u zdecydowanej wigkszosci cho-
rych (28 na 35 pacjentow), a takze nadmierng ruchomos$é
gtow zuchwy dajaca podstawy do rozpoznania dwoch
zwichnigé¢ 1 dwoch podwichnigé stawow. Zaawansowane
zmiany zwyrodnieniowe w stawach zdarzaty si¢ rzadko
i nie sprawiaty probleméw diagnostycznych. Znacznie
czgsciej spotykano si¢ z procesami o nieznacznym stop-
niu zaawansowania. Zgromadzona przez tych pacjentow
dokumentacja radiologiczna (najczg¢$ciej pantomogramy
i zdjgcia wg Schiillera) ze wzglgedu na niedoskonatosé
technik nie ukazywata zmian w stawach. Dopiero zdjgcia
warstwowe uwidacznialy niewielkie, ale kluczowe infor-
macje dla zdiagnozowania pacjentéw. Nie bez znaczenia
jest fakt, ze w tomografii spiralnej poprzeczej aparatu
Cranex—Tome usunigte zostaja wszystkie zbedne cienie
struktur rzutujacych si¢ na staw. Stwarza to mozliwos$¢
precyzyjnej oceny czgsci anatomicznych stawu iich
struktury kostne;.

W radiologicznej diagnostyce przedimplantologicz-
nej wykorzystuje si¢ techniki konwencjonalne — zdjgcia
wewnatrzustne, pantomograficzne, telerentgnenogramy,
zdjecia zgryzowe zuchwy, techniki cyfrowe, rezonans
magnetyczny i tomografi¢ komputerowa. Wprowadzenie
techniki cyfrowej oraz ruchu spiralnego do pantomografii
znacznie poprawilo mozliwos$ci diagnostyczne. Efek-
tem polaczenia waskiego promienia centralnego i ruchu
spiralnego lampy jest uzyskanie obrazéw przekrojow
kostnych o wysokiej kontrastowosci i ostrosci [1]. Zdje-
cia tomograficzne poprzeczne daja mozliwo$¢ znacznie
doktadniejszego zobrazowania tkanki kostnej do celow

implantologicznych. Umozliwiaja one takze oceng wyso-
kosci i szerokosci wyrostka zgbodotowego szczeki i czgsci
zgbodotowej zuchwy. Ma to znaczenie przy planowaniu
$rednicy 1 dtugosci implantu oraz powierzchni jego kon-
taktu z tozem kostnym [24]. Brak mozliwos$ci odczytu
wymiaru policzkowo-jezykowego wyrostka jest wg wielu
autorow podstawowa wadg konwencjonalnych metod radio-
logicznych [13,23, 24, 25, 26]. Srednia arytmetyczna roznic
pomiaréw wykonanych na zdjgciach pantomograficznych
i warstwowych rzedu 1 mm pozwala wyciagna¢ wniosek,
ze w 76,6% przypadkow implant dobierany na podstawie
analizy pantomogramu moglby by¢ w rzeczywistosci o 0,5
mm lub nawet 1 mm dtuzszy.

Na zdjeciach warstwowych poprzecznych bardzo
doktadnie zaznaczone zostaja istotne dla postgpowania
chirurgicznego struktury anatomiczne, takie jak kanat
zuchwy, otwor brodkowy, dno zatoki szczgkowej [26].

Yahia i wsp. [27] potwierdzaja, ze odpowiednie dopa-
sowanie i dobor dtugosci implantu warunkuja prawidtowa
rehabilitacje protetyczna pacjenta i wydtuzaja okres uzyt-
kowania wszczepow. Podkreslaja przydatnos¢ tomografii
konwencjonalnej liniowej do planowania zabiegu implan-
tologicznego. Technike t¢ wykorzystuja do oceny struktur
anatomicznych okolicy planowanego wszczepu, anomalii
i patologii oraz ggstosci kosci.

Juodzbalys i wsp. [19] oraz Okano [24] zwracaja uwage
na konieczno$¢ doktadnej analizy topografii kanatu zuchwy
z uwzglednieniem indywidualnych zmiennosci jego prze-
biegu [13, 28]. Zdjgcia warstwowe poprzeczne umozliwiaja
doktadna ocene utozenia kanalu zaréwno w stosunku do
brzegu czg¢sci zgbodolowej zuchwy, jak i blaszki policz-
kowej oraz jezykowej trzonu zuchwy. Dostarczajac wigcej
informacji niz pantomogramy, zmniejszaja ryzyko urazéw
nerwu zgbodolowego dolnego. Powiktanie to dotyczy
15% wszystkich przypadkéw implantologicznych [19].
Pantomogramy sa przydatne dla implantologa przy ocenie
waznych struktur anatomicznych jak kanat zuchwy i otwor
brédkowy [29]. Arentowicz podaje, ze wymiar zuchwy
na tym zdjgciu jest znacznie powigkszony w stosunku do
wymiaréw rzeczywistych i zalezy on od wspdtczynnika
powigkszenia aparatu rentgenowskiego [30]. Do takiego
samego wniosku doszta w swojej pracy Graf[31]. Z badan
Arentowicza [30] wynika, ze na zdjgciach pantomogra-
ficznych otwory brodkowe byty widoczne w 68%, a kanat
zuchwy — w 90% przypadkéw. Na zdjeciach pantomo-
graficznych wykonanych aparatem Cranex—Tome otwory
broédkowe po stronie prawej byty widoczne w 76,9%, po
lewej w 69,9%, a kanat zuchwy — odpowiednio w 92,3%
1 84,6% przypadkéw. Roznice pomigdzy strong prawa
i lewa wynikaly z subiektywnej oceny badajacego, jego
spostrzegawczos$ci i do§wiadczenia, artefaktow, réznej
jakosci zdje¢ 1 ich kontrastu.

Okano [24] podaje, ze dtugos¢ implantéw oceniana
na przedoperacyjnych tomogramach Scanory — aparatu
bardzo podobnego do badanego w niniejszej pracy Cra-
nex—Tome —w 70% przypadkow pokrywata si¢ z wynikami
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otrzymanymi w post¢gpowaniu chirurgicznym, co dowodzi
znacznej przydatnosci tomografii poprzecznej w poste-
powaniu przedimplantologicznym. Poroéwnujac badania
skanograficzne, pantomograficzne spiralne poprzeczne
i pantomograficzne konwencjonalne najmniej precyzyjne
okazuja si¢ pantomogramy konwencjonalne.

Lenglinger i wsp. [32] podkreslaja duza wartos¢ dia-
gnostyczna tomografii komputerowej Dental — CT, ktora
znacznie doktadniej niz metody konwencjonalne ukazuje
przebieg kanatu zuchwy, wysoko$¢ i1 szeroko$¢ wyrostka
zgbodotowego. Za podstawowa wade zdje¢ pantomogra-
ficznych i konwencjonalnych tomograficznych autor uwaza
niedoktadnosci zwiazane z koniecznoscia stosowania bton
rentgenowskich. Za istotng zalet¢ techniki Dental — CT
autor uwaza generowanie obrazéw w skali 1:1.

Okano [24] 1 Abrahams [33] badajac uzytecznos$¢ no-
wego programu tomografii komputerowej dla stomatologow
DentaScan stwierdzaja, ze pozwala on na precyzyjna loka-
lizacj¢ kanatu zuchwy, dna zatoki szczgkowej, wysokosci,
szeroko$ci i zarysu wyrostka zgbodotowego oraz ukazuje
jego wymiar policzkowo — jezykowy. Autorzy opisuja
szczegblne trudnosci interpretacji obrazu TK w rzucie
czotlowym z powodu metali obecnych w jamie ustnej pa-
cjenta. Wypelnienia amalgamatowe i niektore uzupetnienia
protetyczne niekorzystnie wplywaja na obrazy uzyskane
w tomografii komputerowej [13, 34, 35].

Wedtug Arentowicza, kanat zuchwy na tomogramach
komputerowych w pltaszczyznie pionowej widoczny jest
okoto 70% [30]. Na tomogramach wykonanych aparatem
Cranex-Tome kanat Zuchwy po stronie prawej widoczny
byt w 92,3% przypadkéw, po lewej za§ w 100%. Rdznice
w wynikach migdzy strong lewa i prawa, podobnie jak przy
ocenie na pantomogramach, wynikaty by¢ moze z asy-
metrii w budowie zuchwy pacjenta, z roznej jakosci zdjeé
i ewentualnie z subiektywnej oceny badajacego. Abrahams
twierdzi, ze techniki konwencjonalne w postgpowaniu
przedimplantologicznym sa zbyt mato precyzyjne [13, 33].
Podobny poglad wyraza Lenglinger [32].

Zdjecie wewnatrzustne wykonywane technika kata
prostego umozliwia ocen¢ szerokosci toza wszczepu oraz
optyczng oceng jakosci kosci. Wada tej techniki sa trud-
nosci z uzyskaniem przekroju poprzecznego wyrostka
zgbodotowego, trudnosci w prawidtowym ulozeniu filmu
w jamie ustnej (ze wzgledu na warunki anatomiczne
wykonanie tej projekcji nie zawsze jest mozliwe) oraz
maty obszar obrazowanego pola [25, 34, 36, 37]. Zdjecie
wewnatrzustne w sposob istotny statystycznie zmniejsza
wymiary wyrostka z¢bodotowego szczeki w okolicy sieka-
czy i trzonowcow [31]. Zdjecie cefalometryczne pozwala na
uzyskanie profilowego obrazu czaszki, jednak jego znacze-
nie w implantologii jest ograniczone do oceny stosunkow
przestrzennych mi¢dzy szczgka a zuchwa. Boczne zdjecie
cefalometryczne pozwala uzyska¢ poprzeczny przekrodj
szczeki 1 zuchwy tylko w linii srodkowej. Nie ma mozli-
wosci oceny struktury koscii jej wymiarow w pozostatych
warstwach [24, 31, 38].

Kompromisem migdzy warto$cia diagnostyczna, jako-
$cia 1 dostgpnoscia moga stac si¢ zdjecia spiralne warstwo-
we czesci zgbodotowej zuchwy 1 wyrostka zebodotowego
szczeki. Schemat postepowania diagnostycznego powinien
obejmowaé zdjecie pantomograficzne przegladowe z na-
niesionymi za pomoca oryginalnego szablonu warstwa-
mi do badan tomograficznych. Srodek szablonu nalezy
umiejscowi¢ na pantomogramie w linii posrodkowe;j ciata,
positkujac si¢ przy tym kolcem nosowym, szczeling migdzy
zebami [11, 21 1 31, 41]. Na tym etapie badania mozliwe sa
pewne niedoktadnos$ci zwiazane z przesunigciem siekaczy
i okresleniem linii posrodkowej ciata. Mimo tego zdjecia
warstwowe poprzeczne spiralne wyrostka zgbodotowego
cechujg si¢ dobra rozdzielczoscia i ostro$cia obrazowania
warstwy, co umozliwia ocen¢ uktadu beleczek kostnych,
grubosci warstwy korowej koSci, a takze wizualizacje dna
zatoki szczgkowej lub kanatu zuchwy. Przy spiralnym obro-
cie lampy rentgenowskiej pantomografu najistotniejsze do
oceny szczegoty pozostaja w warstwie badanej. Pozostale,
dodatkowe informacje z otaczajacych tkanek sg przez ta
metodyke usuwane. Niedogodno$cia badania moze okazaé
si¢ czas trwania — nieco dtuzszy niz przy pojedynczym
zdjegciu pantomograficznym lub wewnatrzustnym. Nie bez
znaczenia jest rOwniez unieruchomienie pacjenta w badanej
pozycji na czas dtuzszy niz przy metodach tradycyjnych.
Te wzgledne utrudnienia w badaniu rekompensuje jakosé
obrazu rentgenowskiego i mozliwo$¢ doktadnej oceny
struktury kostnej, co bedzie miato znaczenie przy ocenie
odlegtych wynikéw badan, np. osteointegracji implantu.
Markiewicz i Opalko [26] uwazaja, ze zdjecia poprzeczne
spiralne sa szczegdlnie przydatne w implantologii, a panto-
mografia spiralna poprzeczna otwiera nowa er¢ w radiologii
szczgkowo-twarzowej. Do skomplikowanych przypadkéw
zalecajg jednak tomografi¢ komputerowa DentaScan. Na
korzy$¢ aparatu Cranex—Tome przemawia mala dawka
promieniowania jonizujacego.

Whioski

1. W diagnostyce stawu skroniowo-zuchwowego
pantomografia spiralna jest bardziej skuteczna od konwen-
cjonalnej, umozliwia uzyskanie ostrego, kontrastowego
obrazu tworzacych go struktur anatomicznych i zmian
patologicznych w r6znych przekrojach, zaleznych od kata
padania promieni rentgenowskich. W badaniu tym usunigte
zostaja wszystkie zbgdne cienie struktur rzutujacych si¢
na staw.

2. Aparat Cranex—Tome jest bardzo przydatny w przed-
operacyjnej diagnostyce implantologicznej, gdyz uwidacz-
nia istotne struktury anatomiczne takie jak: dno zatoki
szczekowej, otwor brodkowy, kanat Zzuchwy. Dokonane
w oparciu o zdjgcia warstwowe poprzeczne pomiary wy-
sokosci 1 szeroko$ci wyrostka zgbodotowego szczeki oraz
czesci zebodotowej zuchwy pozwolity z duza doktadno$cia
na wybranie implantu odpowiedniej dtugosci i Srednicy.
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Summary

Introduction: The objective of this study was to deter-
mine the content of fluorides and magnesium in permanent
teeth of children and adolescents with constitutional delay
of growth and development (CDGD) and to correlate the
findings with susceptibility to caries.

Material and methods: Our study group consisting of 20
patients with CDGD, aged 11 to 20 years, was compared with
an age-matched control group of 20 normal subjects. Dentition
status was assessed according to the average DMFs score. Acid
biopsy of enamel on the labial surface of incisors was done to
measure the content of calcium, magnesium, and fluorides.
CDGD patients demonstrated a higher average DFs value and
less permanent teeth than their normal counterparts.

Results: Microanalyses of enamel showed that the
depth of the acid biopsy was similar in all subjects. The
content of fluorides and magnesium in enamel was lower
in patients with CDGD.

Key words: constitutional delay of growth and develop-
ment — fluorides — magnesium — caries.

Streszczenie

Wstep: Celem pracy bylo zbadanie zawartosci fluorkow
1 magnezu w zgbach stalych u dzieci i mtodziezy z konstytu-

cjonalnie wolnym przebiegiem wzrostu i rozwoju (kw.p.w.11.)
oraz poréwnanie wynikow z podatno$cia na prochnice.

Materiatl i metody: Badania przeprowadzono u 20
dziecii mtodziezy w wieku 11-20 roku zycia z k. w.p.w. i 1.
oraz o prawidlowym rozwoju. Badanie kliniczne polegato
na ocenie stanu uzgbienia przy zastosowaniu §redniej liczby
PUW . Oznaczenie zawarto$ci wapnia, magnezu i fluorkow
u wszystkich badanych wykonano biopsja kwasowa szkli-
wa z wargowej powierzchni siekaczy. U dzieciz kw.p.w.ir.
Srednia liczba PW_jest wyzsza przy jednoczesnie nizszej
$redniej liczbie zgbow statych.

Wyniki: Na podstawie analiz mikropréb szkliwa
stwierdzono, ze glgbokosé trawienia szkliwa byta po-
dobna u wszystkich os6b. Natomiast zawarto$¢ fluorkow
i magnezu byla nizsza u badanych zkw.pw. ir.

Hasta: konstytucjonalnie wolny wzrost i rozwoj — fluorki
— magnez — prochnica.

Wstep

Prawidlowy przebieg wzrastania i rozwoju zalezy od
trzech gtdéwnych czynnikoéw warunkujacych osiagnigcie
charakterystycznego dla danej osoby wzrost ostatecz-
nego.

Wspomniane czynniki to genetyczny, hormonalny
i sSrodowiskowy. Indywidualny dla kazdego osobnika tor
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wzrostu ma podioze genetyczne. Istotne znaczenie ma tu
stwierdzenie, ze pewne uwarunkowania proporcji wzrostu
kostnego mieszcza si¢ w chromosomie X, a gen odpowie-
dzialny za wydzielanie hormonu wzrostu miesci si¢ na
ramieniu dtugim chromosomu [6].

Hormonalne czynniki wptywajace na dojrzewanie
szkieletowe 1 wzrost somatyczny to: hormon wzrostu,
hormony tarczycy, hormony ptciowe, insulina, steroidy
nadnerczowe, parahormon i inne.

Potencjal wzrostowy w danym wieku chronologicznym
jest niejako wpisany w wiek kostny. Wiek ten okreslany jest
na podstawie badania radiologicznego nasad kosci dhugich.
Wynik tego badania pozwala prognozowac¢ mozliwosci
dalszego wzrostu badanych pacjentéw. Na podstawie badan
densytometerycznych catego szkieletu lub odcinka ledZzwio-
wego u chtopcow z konstytucjonalnie wolnym przebiegiem
wzrastania i rozwoju (k.w.p.w i r.) udowodniono, ze ggsto§¢
mineralna ko$éca jest nizsza w porownaniu do norm dla
prawidtowo rozwijajacych si¢ rowiesnikow [3].

Czynniki $rodowiskowe, psychosocjalne oraz inten-
sywnos$¢ wykonanych ¢wiczen odgrywaja rowniez wazne
znaczenie w rozwoju fizycznym dzieci. Niedobory jako-
$ciowe i ilosciowe diety moga wplywac na obnizenie toru
wzrastania oceny wzrostu i rozwoju [6].

Oceng wzrostu i rozwoju przeprowadza si¢ za pomoca
siatek centylowych. Im bardziej wyniki pomiaréw wzrostu
sa odlegle od wiasciwego zakresu, tym istnieje wigksze
prawdopodobienstwo, ze wzrost jest nieprawidlowy, siatki
ukazuja aktualny rozktad pomiaréw w danej populacji.

W celu wykrycia ewentualnych nieprawidtowosci do-
tyczacych wzrostu nalezy porownywac warto$ci pomiarow
po petnym roku od ostatniego badania.

Dzieci z k.w.p.w. 1 1. stanowig ok. 1/3 zgtaszajacych si¢
do pediatry endokrynologa z powodu niskiego wzrostu.
Rozpoznanie k.w.p.w. i 1. musi by¢ oparte na doktadnym
wywiadzie osobniczym i rodzinnym oraz na przeprowa-
dzeniu badan laboratoryjnych (morfologii, OB, badaniu
ogoblnego, moczu, jonogramu z oznaczeniem Cai P, mocz-
nika, proteinogramu) w celu wykluczenia choréb mogacych
by¢ przyczyna opdznienia wzrostu.

Dzieci o tym typie wzrastania maja prawidtowa masg
ciata i1 dlugos¢ przy urodzeniu. Rosna prawidtowo przez
kilka pierwszych miesigcy, a czasem do 1-2 roku zycia,
okoto 2-3 roku zycia bez konkretnej przyczyny zmniejsza
si¢ tempo wzrastania. Wowczas wzrost dziecka obniza si¢
do poziomu 3 centyla i ponizej. Wiek kostny jest op6zniony
1 zazwyczaj zgodny z wiekiem wzrostowym. W kolejnych
latach zycia tempo wzrastania jest w dolnych granicach
normy, ok. 5 cm lub nieco wigcej na rok.

Wozrastanie odbywa si¢ do czasu zamknigcia nasad
kosci dtugich. W przypadku k.w.p.w.i r. moze ono trwaé
do 20 roku zycia, a nawet dtuzej. Osoby z rozpoznanym
k.w.p.w.it. osiagaja wigc wzrost w granicach normy w wie-
ku p6zniejszym.

Pacjenci z k.w.p.w.it. z reguty nie wymagaja leczenia,
ale w pewnych przypadkach moga by¢ stosowane przez

kilka miesigcy lecznicze dawki steroidow anabolicznych.
Na podstawie dotychczasowych badan trudno jest okreslic,
czy pacjentéw z k.w.p.w.i r. charakteryzuje tylko inny wa-
riant prawidtowego wzrastania, czy powinien by¢ uznany
za patologiczny.

Badania densytometryczne szkieletu potwierdzaja
nizsza gesto$¢ mineralng koséca w odniesieniu do norm
dla prawidtowo rozwijajacych si¢ roéwiesnikow.

W pracy tej postanowiono oceni¢ stan zdrowotny zg-
bow oraz okresli¢ zawarto§¢ mineralna powierzchniowej
warstwy szkliwa. W poréwnaniu do dzieci rozwijajacych
si¢ prawidlowo.

Celem badan bylo oznaczenie zawartos$ci wapnia,
magnezu i fluorkow w powierzchniowej warstwie szkliwa
zebow statych u dziecii mtodziezy z k.w.p.w.i r oraz poréw-
nanie wynikoéw z podatno$cia na chorobg prochnicowa.

Material i metody

Badania przeprowadzono u 20 dzieci i mlodziezy
w wieku od 11 do 20 roku zycia z konstytucjonalnie wol-
nym przebiegiem wzrastania i rozwoju (k.w.p.w.ir.). Dzieci
te stanowily grupe badang, w ktorej wyodrebniono dwie
podgrupy: dla wieku 11-14 lat i dla wieku 15-20 lat. Badane
osoby to pacjenci Przyklinicznej Poradni Fizjopatologii
Rozwoju Katedry Chordb Dzieci PAM w Szczecinie. Trafi-
ty one do poradni z powodu niskiego wzrostu. Rozpoznania
dokonano na podstawie wywiadu rodzinnego, analizy
charakterystycznego przebiegu krzywych centylowych
wzrastania oraz po wykluczeniu choréb powodujacych
zaburzenia wzrastania i rozwoju, a takze nieprawidtowos$ci
hormonalnych. Zadne z dzieci i mtodziezy nie byto pod-
dawane dlugotrwalej terapii hormonalne;j.

Do grupy kontrolnej wybrano 20 dzieci i mlodziezy
w tym samym wieku metrykalnym jak dzieci w grupie
badanej. Réwniez tutaj wyodrgbniono dwie podgrupy: dla
wieku 11-14 lat i dla wieku 15-20 lat. Osoby wybrano loso-
wo sposrod pacjentéw zglaszajacych sig na badania kontro-
Ine do gabinetu stomatologicznego. Prawidlowos$¢ wzrostu
i rozwoju fizycznego dzieci w grupie kontrolnej oceniono
na podstawie pomiaréw wysoko$ci i masy ciata [6].

Stan kliniczny uzgbienia okreslano na podstawie liczb
PUWpD [5, 8].

Dla oznaczenia zawarto$ci wapnia, magnezu i fluor-
kéw u wszystkich wykonano biopsje kwasowa szkliwa
z wargowej powierzchni siekacza [1]. Zawarto$¢ fluorkow
w probkach oznaczano za pomoca jonoselektywnej elek-
trody fluorkowej firmy Orion. Zawarto$¢ wapnia i magnezu
oznaczano metodg atomowej spektrometrii absorpcyjne;.

Analize chemiczna badanych pierwiastkow wykonano
w Katedrze Biochemii i Chemii Pomorskiej Akademii
Medycznej w Szczecinie.

Prace przeprowadzono po uprzednim otrzymaniu
zgody zaréwno od komisji Bioetycznej PAM jak réwniez
od rodzicéw badanych dzieci.
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Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycz-
nej, stosujac test Shapiro—Wilka.

Wyniki

Badanie kliniczne stanu uzgbienia przeprowadzone
u pacjentow z obu grup ujawnity zdecydowanie wigksza
$rednia liczbe powierzchni zgbow statych objetych proce-
sem prochnicowym u dzieci z k.w.p.w. i 1. (grupa badana)
w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

Oceniajac $rednig liczbg powierzchni zebow z proch-
nica i powierzchni wypekionych w zgbach statych, stwier-
dzono, Ze u pacjentéw z k.w.p.w. i 1. liczba ta wyniosta 9,8,
podczas gdy w grupie kontrolnej 7,5 (tab. 1).

Tabela 1. Srednia liczba powierzchni zebowych z préchnica
i wypelnieniem (PWP) u badanych w grupie I'i IT

Table 1. Mean number of tooth surfaces with decay and filling
(DF) in the study and control groups

Grupa / Group Lo
Poziom istot-
Parametr / I 1 nosci roznicy /
Parameter (kontrolna / (badana / Significance
control) study)
Liczba badanych /
Number of subjects 20 20 B
Srednia liczba powierzch-
ni zebow statych/ 133,04 0,86 | 128,5+0,74 <0,05
Mean number of surfaces
of permanent teeth
Srednia liczba Pp/ 354 0.69 6.0+ 1.09 <0.05
Mean D_value ’ ? ’ ? ?
Srednia liczba Wp/ 414135 384008 ns.
Mean F_value ? ’ ? ?
Srednia liczba P+ W _/
Mean D, +F. vale " 7,5+1,48 9,8 +1,26 n.s.

P - powierzchnie zgbow z préchnica / D_— tooth surface with decay
W, - powierzchnie zgbéw z wypetnieniem / F_ — tooth surface with filling
n.s.— roznica nieistotna statystycznie / not significant

Jak wynika dalej z tabeli 1, najwyzsza wartos¢,
wsrod sk%adovyych liczb PWp, osiagneta liczba Pp u dzieci
z kw.p.w. ir. Srednia liczba P u tych dzieci wynosita 6,0,
podczas gdy u dzieci z grupy kontrolnej wartos¢ ta byla
prawie o potowe nizsza i wynosita 3,5. R6znica pomigdzy
tymi warto$ciami okazata si¢ znamienna statystycznie przy
poziomie istotno$ci p < 0,05.

Druga sktadowa liczb PW_ to liczba W oznaczajaca
ilo$¢ powierzchni zebow wypetnianych. Tutaj roznica nie
byta istotna, a §rednia liczba Wp 3,8 byla nizsza u dzieci
z kw.p.w. 1 1. w porownaniu ze $rednig liczba W 4.1 cha-
rakteryzujaca uzebienie dzieci o prawidlowym przebiegu
wzrastania i rozwoju.

U dzieci z obu grup nie stwierdzono usunigtych zgbow
z powodu préchnicy, w zwiazku z tym nie brano pod uwage
trzeciej sktadowej liczb PUW, czyli U oznaczajacej ilosci
powierzchni zgbow usunigtych z powodu prochnicy.

Znamiennie statystyczna réznica, przy poziomie istot-
nosci p < 0,05, wystapita réwniez miedzy $rednia liczba
zebow statych u dzieci grupy badanej w poréwnaniu do

dzieci z grupy kontrolnej. Z danych dotyczacych $redniej
liczby zgbow statych wynika, ze przecigtne dziecko z grupy
kontrolnej posiadalo 26,6 zgbow statych, natomiast dziecko
z k.w.p.w. i r. miato ich 25,7 (tab. 2).

Tabela 2. Srednia liczba zeb6w stalych oraz §rednia liczba zebow
z préchnicg i wypelnieniem (PW) u badanych w grupie I'i IT

Table 2. Mean number of permanent teeth and mean number of
teeth with decay or filling (DF) in both groups

Grupa / Group Poziom
Parametr / 1 11 istotnosci
Parameter (kontrolna/ | (badana/ | réznicy/
control) study) | Significance
Liczba badanych /
Number of subjects 20 20 o
Srednia liczba zebow statych /
Mean number of permanent 26,6 £0,86 |25,7+0,74 < 0,05
teeth
Srednia liczba P/
Mean D, value 2,9+0,54 | 52+0,87 n.s.
Srednia liczba W, / 3.04£079 3.1£071 s,
Mean F value
Srednia liczba P + W /
z z + +

Mean D, + F. value 59+0,90 | 8,2+0,91 n.s.

P, - zgby z prochnica / D, — tooth with decay
W, - zgby z wypetnieniem / F, — tooth with filling
n.s.- réznica nieistotna statystycznie / not significant

Stwierdzono wigc, ze u dzieci z grupy badanej §rednia
liczba PW_jest wyzsza przy jednocze$nie nizszej sredniej
liczbie zgbow statych wyrznigtych w poréwnaniu z dzie¢mi
grupy kontrolne;j.

Tabela 3 prezentuje wyniki Srednie masy szkliwa i gle-
bokosci pobranych mikroprob. Jak wynika z przedstawio-
nych danych, masa pobranego szkliwa z z¢bow siecznych
obu grup badanych byla prawie taka sama.

Uzyskane zblizone glgbokosci trawienia powierzchnio-
wej warstwy szkliwa, u badanych oséb z obu grup, moga
$wiadczy¢ o podobnej odpornosci szkliwa na dziatanie kwa-
sow. Trudno wyttumaczy¢, dlaczego u 0séb z grupy badanej
stwierdzono wyzsza $rednia liczbe ze¢bow z prochnica.

Zbadano zawarto$¢ fluorkéw oraz magnezu w po-
wierzchniowej warstwie szkliwa. Przedstawiono to w ta-
beli 4. Jak mozna zauwazy¢, najwyzsza Srednia zawarto$§¢
fluorkéw — 36,1 mmol/kg stwierdzono u mtodziezy z grupy
kontrolnej, najnizsza — 22,9 mmol/kg w szkliwie zgbow
u dzieci grupy badanej. Srednia zawarto$¢ magnezu byta
réwniez nizsza w grupie badanej, zaréwno u dzieci, jak
i umlodziezy.

Magnez jako jeden z nielicznych pierwiastkow nie jest
wbudowany w strukture krysztatu hydroksyapatytu, lecz
jest absorbowany na jego powierzchni. [7]

Uzyskana jednak nizsza zawarto$¢ fluorkow i magnezu
(nieistotna statystycznie) w powierzchniowej warstwie
szkliwa w grupie badanej mogtaby wskazywaé na zmniej-
szona odporno$¢ szkliwa na dziatanie kwasow.

Na podstawie przeprowadzonych badan trudno jest
jednoznacznie wyjasni¢, dlaczego przy nizszej zawar-
tosci fluorkow i magnezu w powierzchniowej warstwie
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Tabela 3.Srednia masa szkliwa i §rednia glebokos$¢ trawienia w powierzchniowej warstwie szkliwa zebow statych u badanych w grupie Ii II

Table 3. Mean enamel mass collected and mean depth of acid biopsy of permanent teeth in both groups

Parametr / Grupa / Group
Parameter I I
(kontrolna / control) (badana / study)
Wiek / Age 11-14 15-20 razem / total 11-14 15-20 razem / total
Masa szkliwa / Enamel mass (pug = SD) 16,1 + 3,24 16,7 2,45 16,5+ 1,97 16,0+1,21 16,5+1,55 16,3+1,17
Glebokosé trawienia / Biopsy depth (um + SD ) 2,3+0,46 2,3+0,35 2,3+0,28 2,3+0,17 2,34+0,22 2,3+0,16

Brak roznic istotnych statystycznie / Differences not significant

Tabela 4. Srednia zawarto§¢ fluorkéw i magnezu w powierzchniowej warstwie szkliwa zeb6w stalych u badanych w grupie 1 I

Table 4. Mean content of fluorides and magnesium in the superficial layer of enamel of permanent teeth in both groups

Parametr / Grupa / Group
Parameter ! 1
(kontrolna / control) (badana / study)

Wiek / Age 11-14 15-20 razem / total 11-14 15-20 razem / total
Fluorki mmol/kg szkliwa + SD / 26,7+6,36 36,1+6,03 33,6+4,76 22,9+2,42 24,9+2,55 24,4+1,96
Fluorides (mmol/kg enamel + SD)
Magnez mmol/kg szkliwa + SD / 88,5+11,11 99,8+13,17 96,9+10,18 67,1£3,24 87,3+6,52 82,0£5,26
Magnesium (mmol/kg enamel + SD)

Brak réznic istotnych statystycznie / Differences not significant

szkliwa os6b z grupy badanej podatno$¢ na dzialanie
kwasu jest podobna jak w grupie kontrolnej. Nizsza
zawarto$¢ fluorkéw koresponduje z wigksza podatnoscia
z¢ba na prochnicg. Wiadomo, ze na zawarto$¢ fluorkow,
w powierzchniowej warstwie szkliwa ma wptyw wiele
czynnikow. Kirkegaard nie przypisuje istotnej roli
poziomowi fluorkéw w najbardziej powierzchniowej
warstwie szkliwa do 5 um grubosci. Bardziej miaro-
dajny wydaje si¢ wedtug tego autora przyrost poziomu
fluorkéw w glebszych warstwach szkliwa (15-20 pm)
[cyt. za 2].

Wielu autoréw potwierdza, ze zawarto$¢ fluorkow
w najbardziej zewngtrznej warstwie szkliwa nie korespon-
duje z odpornos$cia na prochnice [2].

Stwierdzona taka sama odporno$¢ szkliwa na dziata-
nie kwasow nie zostala potwierdzona ta sama zawartoscia
fluorkéw w szkliwie u obu grup badanych.

Rola fluorkéw i magnezu w rozwoju procesu prochni-
cowego do dzi$ nie zostata do konca wyjasniona. Badania
potwierdzaja, ze fluorki powinny znalez¢ si¢ w codziennych
zabiegach profilaktycznego oczyszczania zgbow [4].

Zbyt mata liczba zbadanych nie pozwala na wysunig-
cie ostatecznych wnioskow, tym niemniej nalezy zwrocié
uwagg, ze jakiekolwiek zaburzenia mineralizacji ko$éca
u dzieci i mlodziezy maja odzwierciedlenie w zaburzonej
strukturze szkliwa zebow.

Whioski

1. Wykonane badania ujawnity wigksza podatnosé
szkliwa zgbow na prochnicg przy mniejszej sredniej liczbie

zgbow wyrznigtych u oséb z konstytucjonalnie wolnym
przebiegiem wzrastania i rozwoju. Takie osoby powinny
zostac objete specjalng opieka stomatologiczna.

2. U 0s6b w grupie badanej stwierdzono nizsza Srednia
zawartosci fluorkow i magnezu w badanej warstwie szkli-
wa przy zblizonej masie pobranego szkliwa (glebokosci
trawienia).
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Summary

Introduction: The specific structure of enamel fissures
of molar teeth requires pre-treatment before a sealant can
be effectively applied.

Material and methods: The air abrasion technique is gai-
ning acceptance for this purpose. This study was undertaken
to examine the effect of air abrasion on the shape and surface
of fissures at three levels (entry, middle part and fundus).

Results: Compressed air mixed with aluminum oxide
particles resulted in enlargement of the fissure. Microreten-
tion sites in the form of pits and hollows were discovered
at all levels studied.

Key words: scanning electron microscopy — air ab-
rasion technique.
Streszczenie
Wstep: Budowa bruzd ze¢bow trzonowych nie pozwala

na zabezpieczenie ich materialem uszczelniajacym bez
uprzedniego przygotowania.

Materiat i metody: Coraz czgsciej stosuje si¢ w tym celu
metodg abrazji powietrznej. Celem pracy byta ocena ksztattu
bruzdy poddanej abrazji powietrznej oraz ocena struktury
$ciany bruzdy w 3 miejscach (wlot, srodek, dno bruzdy).

Wyniki: Uzywana w tej metodzie mieszanina sprgzone-
go powietrza i tlenku glinu powoduje rozszerzenie bruzdy.
Na wszystkich poziomach bruzdy powstaja mikroretencje
w postaci dotkéw i zaglebien.

Hasta: skaningowy mikroskop elektronowy — abrazja
powietrzna.

Wstep

Budowa bruzd zgbéw trzonowych nie pozwala na za-
bezpieczenie ich materiatlem uszczelniajacym bez uprzed-
niego przygotowania. Dotychczas polegato to na uprzednim
opracowaniu bruzdy cienkim diamentowym wierttem, tzw.
lakowanie inwazyjne (invasive sealing technique) [1, 2, 3].
W ostatnim okresie coraz czgsciej stosuje si¢ w tym celu
metodg abrazji powietrznej (air abrasion technique). Polega
ona na oczyszczeniu powierzchni mieszaning sprezonego
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powietrza i tlenku glinu, wyrzucana z dyszy pod cisnie-
niem okoto 10 atmosfer [4].

Celem pracy byta ocena ksztaltu bruzdy poddane;j
abrazji powietrznej oraz ocena struktury $ciany bruzdy
w 3 miejscach: u wlotu, w §rodku, na dnie bruzdy, po
uwzglednieniu przebiegu padania strumienia §cierniwa
i energii kinetycznej czasteczek tlenku glinu. Badania
prowadzone byly przy uzyciu skaningowego mikroskopu
elektronowego typu Jeol JSM 6100.

Material i metodyka

Badanie przeprowadzono na 4 usuni¢tych z¢bach trzo-
nowych statych. Do badan zakwalifikowano zgby zdrowe,
usunigte z przyczyn chirurgicznych. Swiezo usuniete zgby
umieszczono w roztworze soli fizjologicznej. Po osuszeniu
bruzdy z¢boéw opracowano przy uzyciu abrazji powietrzne;j.
Podczas tej czynnos$ci dysza piaskarki, mikropreparatora
stomatologiczno-protetycznego MSP, utrzymywana byta
w odlegtosci okoto 1-2 mm nad powierzchnia zgba, pod
katem 90° do powierzchni Zujacej. Strumien spr¢zonego
powietrza i tlenku glinu prowadzony byt wzdtuz bruzdy.
Jako $cierniwo stuzyt tlenek glinu o wielko$ci ziaren 50
pm. W ten sposob przygotowane zgby przeci¢to w poprzek
bruzdy. Tarcza przecinajaca miata szeroko$¢ 0,3 mm.

Opracowane powierzchnie napylono w prézni cienka
warstwa stopu Au-Pd. Obrazy ogladano w skaningowym
mikroskopie elektronowym typu Jeol JSM 6100 w powigk-
szeniu x40, x50, x2000, ktore nastegpnie sfotografowano.

Wyniki

Po przecigciu zgboéw uzyskano 8 przekrojow. Powigk-
szenie w SEM x40 oraz x50 pozwolilo dokona¢ oceny
ksztattu bruzdy, jaki uzyskano po zastosowaniu abrazji
powietrznej. Uzywana w tej metodzie mieszanina Sprezo-
nego powietrza i tlenku glinu powoduje rozszerzenie bruz-
dy poprzez zniesienie powierzchownej warstwy szkliwa.
Uzyskane bruzdy zakwalifikowano do typu V (ryc. 1) lub
U (ryc. 2). Typy okreslaja ksztalt bruzd.

Fa
I

Ryc. 1. Widoczne sa dwie bruzdy, opracowano prawa. Bruzda znajdujaca
si¢ po lewej stronie zdjgcia byta niewidoczna w badaniu klinicznym
(gotym okiem)

Fig. 1. Shown are two fissures, the right one after air abrasion, the left one
undisclosed during visual examination by the dentist
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Ryc. 2. Widoczna jest bruzda po opracowaniu MSP, ktora
zakwalifikowano do typu U

Fig. 2. Shown is a U-type fissure after MSP preparation

W powigkszeniu x2000 oceniono strukturg $ciany
bruzdy. Dokonano oceny w 3 miejscach — na dnie bruzdy,
w $srodku, u wlotu (ryciny 3, 4).

Ryc. 3, 4. Oba zdjgcia przedstawiaja strukturg $ciany bruzdy u wlotu.
Powierzchnia w tym miejscu jest delikatnie ,,zniszczona”, najbardziej
przypomina powierzchnig nienaruszong. Mozna zauwazy¢, ze jest
najbardziej oczyszczona (brak ziarnisto$ci materiatu $ciernego)

Figs. 3 & 4. Surface of the fissure at its entry showing fine “destruction”
but retaining its native appearance, apparently free of abrasive material
(effective cleaning)

Na wszystkich poziomach bruzdy powstaja mikro-
retencje w postaci dotkow i zaglebien. Pomimo dziatania
tego samego zwiazku $ciernego struktura bruzdy nie jest
jednakowa w kazdym miejscu §ciany bruzdy.

Narycinie 5 przedstawiono strukturg szkliwa w §rod-
kowej czgsci bruzdy. Mikroretencje w tym miejscu sa bar-
dziej widoczne niz na zdjgciach poprzednich. Zaglgbienia
te moga zwigksza¢ mechaniczng adhezje.

Na rycinach 6 1 7 przedstawiono strukture §ciany
bruzdy na dnie. W tym miejscu powstaje najwigksze
»Spustoszenie”. Na dno bruzdy z najwigksza sita dziata
spr¢zona mieszanina (powietrza i materiatu §ciernego).
Takie zrdznicowanie spowodowane jest r6zna predkoscia
tych czasteczek. Energia kinetyczna czasteczek tlenku gli-
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Ryc. 5. Przedstawia strukturg $ciany w srodkowej czgsci bruzdy. Wyglada
jak ,,szkliwo wytrawione” albo hydroksyapatyt pozbawiony substancji
organicznej

Fig. 5. Surface of the middle part of fissure resembling either “digested
enamel” or hydroxyapatite without organic material

S E R .JHLlll'.

LEFERn

Ryc. 6, 7. Zdjgcia przedstawiaja dno bruzdy. Na obu widoczne sa liczne
ziarnisto$ci prawdopodobnie materiatu §ciernego i ,,startej” tkanki
szkliwa

Figs. 6 & 7. Fundus of fissure revealing numerous adhering particles
(abrasive material or abraded enamel)

nu powodujaca oderwanie pryzmatow szkliwa jest w tym
miejscu najwigksza.

W kazdym miejscu bruzdy widoczne sa ré6znej wielko-
$ci ziarna startego materiatu tkanek zgba i prawdopodobnie
Scierniwa. Badania wyzej opisanych ziarnistosci sg kon-
tynuowane.

Dyskusja

W zadnym z badanych obrazéw nie zaobserwowano
mikropeknieé szkliwa. Mikropeknigcia mozna zaobserwo-
wac po zastosowaniu zaréwno mikrosilnika, jak i turbiny.
Do peknigé szkliwa dochodzi zwtaszcza przy stosowaniu
matych obrotdéw, okoto 3000 obr/min [5, 6]. Ma to znaczenie
zwlaszcza na granicy szkliwo—wypetnienie. W miejscu tym
prowadzi¢ to moze do zmniejszenia utrzymania materiatu
1 wystapienia przecieku brzeznego. W naszym badaniu na

catej dtugosci $ciany bruzdy nie zaobserwowano uszkodzen
szkliwa w postaci mikropgknig¢é. Na catej powierzchni
widoczne sa mikroretencje. Najbardziej uwidocznione
w czesci srodkowej ina dnie. Powstale mikroretencje
zwigkszaja utrzymanie materialu w bruzdzie. Dobra reten-
cja jest zapewniona zwlaszcza w jej srodku i na dnie.

Jak pokazano na zdjgciach, odmienna jest struktu-
ra mikroretencji na 3 poziomach bruzdy (dno, $rodek,
wlot). Najbardziej ,,zniszczone” jest dno. Spowodowane
jest to najwigksza iloScig $cierniwa wyrzucang z dyszy
w strumieniu centralnym. Oddzialywanie w tym miejscu
czastek jest najwicksze. Wigksza predkosc czasteczek
powoduje, ze energia kinetyczna wyzwolona przez cza-
steczke zwigksza si¢ i w zwiazku z tym istnieje wigksza
$cieralno$¢ szkliwa.

Mniejsza ilo$¢ tlenku glinu rozchodzaca si¢ na boki nie
powoduje duzego zniszczenia struktury szkliwa. Rozejscie
strumienia na boki wyzwala mniejsza predkos$é czastki
1w zwiazku z tym energia kinetyczna jest mniejsza, po-
wodujac delikatniejsze zniszczenie struktury.

Niektorzy autorzy podaja, ze obraz taki przypomina
szkliwo wytrawione, nazywane jest to mechanicznym
trawieniem tkanek [7]. Z naszego badania wynika, Ze
takie trawienie nie jest wystarczajace, gdyz u wlotu bruz-
dy retencja w postaci dotkow i rowkdéw jest niewielka.
Struktura $ciany w tym miejscu przypomina prawidtowe
szkliwo. Powodowa¢ to moze nie wystarczajace mecha-
niczne potaczenie materiatu wypetniajacego ze szkliwem
i z czasem doprowadzi¢ do powstania szpary brzeznej
i mikroprzecieku. Mozna si¢ domyslaé, ze istnieje ko-
nieczno$¢ dodatkowego wytrawienia lub stosownego
bondu.

Ksztalt bruzdy ma znaczenie, jesli chodzi o zabez-
pieczenie jej materialem uszczelniajacym. W przypadku
bruzdy waskiej nie ma takiej mozliwoSci.

Badaniem klinicznym nie mozna stwierdzi¢, czy jest
to bruzda typu IK czy dtuga i waska [3, 5].

Opracowanie bruzdy metoda abrazyjna powoduje na-
danie ksztattu lejkowatego o zaokraglonym dnie. Ksztatt
taki umozliwia wptynigcie materiatu.

Przej$cie $ciany pionowej w dno ubytku jest gtadkie.
Nie powoduje powstawania naprezen mogacych doprowa-
dzi¢ do zniszczenia wypetnienia lub zgba. Powstawanie
niekorzystnych naprezen pojawia si¢ w przypadku piono-
wego przejs$cia Sciany pionowej w dno [8]. Dodatkowym
atutem opracowania bruzdy technika abrazji jest usunigcie
niewidocznej (niemozliwej do zbadania klinicznie) demi-
neralizacji. Proces prochnicowy najczgsciej rozpoczyna
si¢ na dnie i $cianach bocznych bruzdy, w miejscach nie-
widocznych w przypadku bruzd dtugich i waskich.

Whioski

1. Bruzdy po oczyszczeniu urzadzeniem MSP nabie-
raja ksztattu lejkowatego o szerszym wlocie. Uzyskany
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ksztatt przypominajacy na przekroju litery U lub V pozwala
na doktadniejsze ich zbadanie i tatwiejsza penetracj¢ ma-
teriatu uszczelniajacego.

2. Struktura $ciany bruzdy r6zni si¢ w zaleznos$ci od
predkosci padania $cierniwa i powstatej energii kinetycznej
czasteczek.

3. Kazda bruzda, jak wynika z badan, powinna by¢
poddana opracowaniu urzadzeniem MSP przed jej uszczel-
nieniem.
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Summary

Introduction: The protective potential of stem cell
factor (SCF) on preimplantation embryo development in
vitro has not been well investigated.

Material and methods: The aim of the study was to de-
termine the effect of SCF on preimplantation development
in vitro of (1) frozen-thawed mouse embryos; (2) mouse
embryos exposed to Fas-L. Female mice were stimulated
intraperitoneally with 5 IU of pregnant mare serum gona-
dotropin. An injection of 5 IU of equine chorionic gonado-
tropin (eCG) was given 48 hours later and the animals were
mated. 40 hours after eCG injection, embryos at the stage of
2 blastomeres were flushed out of the fallopian tubes. Expe-
riment 1: The two-cell embryos were randomly divided into
3 groups: (A) cultured in standard [IVF medium (control);
(B) frozen-thawed and cultured without SCF; (C) frozen-
-thawed and cultured in medium with SCF (100 ng/mL).
Experiment 2: two-blastomere embryos were divided into
3 groups: (A) cultured in standard IVF medium (control);
(B) cultured in standard IVF medium with Fas-L (500
ng/mL); (C) cultured in standard IVF medium with Fas
ligand (500 ng/mL) and SCF (100 ng/mL). Culture was
performed for 96 h in groups of 10 embryos in 50 pl droplets
under mineral oil at 37°C and 5%CO,. In both experiments

the dynamics of embryo development, outgrown blastocyst
rates, total blastocyst cell numbers (TBC) and blastocyst
cell viability were analyzed. In experiment 2, TUNEL
reaction was additionally performed to detect apoptosis of
the blastocyst cells. Statistics was based on ANOVA and
log-linear analysis with significance taken at p < 0.05.

Results: In experiment 1 significantly more hatched
and outgrown blastocysts were noted in the control group
when compared to embryos exposed or not exposed to SCF
after thawing. Control embryos had better cell viability and
higher TBC than in the remaining two groups. Blastocyst
rates, TBC and cell viability in the frozen-thawed embryos
cultured with and without SCF did not differ significantly.
Log-linear analysis revealed that the dynamics of embryo
growth was highest in control group, followed by thawed
embryos cultured with SCF and finally by thawed embryos
cultured without SCF.

In experiment 2, Fas-L decreased embryo growth, but
the effect was not apoptosis-dependent as the TUNEL re-
action in embryos exposed to Fas-L was only sporadically
positive. The growth of embryos exposed to Fas-L was
comparable to that observed in media enriched with both
Fas-L and SCF. However, blastocysts grown in Fas-L enri-
ched media had significantly smaller cell numbers (TBC)
than when cultured in both Fas-L and SCF.

* Zwigzta wersja rozprawy doktorskiej przyjetej przez Radg Wydziatu Lekarskiego Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie. Promotor:
dr hab. n. med. Rafal Kurzawa. Oryginalny maszynopis obejmuje: 68 stron, 18 rycin, 2 tabele, 177 pozycji piSmiennictwa.

* Concise version of doctoral thesis approved by the Council of the Faculty of Medicine, Pomeranian Medical University in Szczecin. Pro-
motor: Rafat Kurzawa M.D., D.M.Sc.Habil. Original typescript comprises: 68 pages, 18 figures, 2 tables, 177 references.
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Conclusions: SCF may improve the dynamics of post-
thaw embryo development in vitro but not embryo quality.
Fas-L deteriorates preimplantation embryo development
in vitro. SCF seems to improve the quality of embryos
exposed to Fas-L.

Key words: mouse embryos — SCF — in vitro culture.

Streszczenie

Wstep: Celem pracy bylto zbadanie potencjalnego
dziatania ochronnego SCF na pozaustrojowy rozwoj
przedimplantacyjnych zarodkow mysich eksponowanych
na dzialanie Fas-L lub poddanych krioprezerwacji.

Material i metody: Material do badan stanowity dwuko-
morkowe zarodki myszy, ktore pobierano z jajowodow samic
szczepu B6C3-F1 stymulowanych wcze$niej przy uzyciu
FSH oraz gonadotropiny kosméwkowej i dopuszczanych
do samcow szczepu DBA. W pierwszym modelu doswiad-
czalnym zarodki dzielono na 3 grupy: 1) grupg kontrolna,
2) grupe zarodkéw poddanych dziataniu Fas-L, 3) grupe
zarodkow poddanych dzialaniu Fas-L oraz SCF. W drugiej
czesei doswiadezen zarodki réwniez dzielono na 3 grupy:
1) grupe kontrolna, 2) grupg zarodkéw poddanych kriopre-
zerwacji i po rozmrozeniu hodowanych w pozywce podsta-
wowej, 3) grupg zarodkéw poddanych krioprezerwacji i po
rozmrozeniu hodowanych w pozywce wzbogaconej o SCF.
W obu modelach do$wiadczalnych zarodki poddawano
przyzyciowej ocenie morfologicznej w mikroskopie kontra-
stowo-fazowym, w odstgpach 24-godzinnych az do chwili
uplynigcia 96 godzin od rozpoczecia hodowli. Na podstawie
tych obserwacji ustalano odsetki zarodkéw w poszczegodl-
nych stadiach rozwojowych, co pozwolito na analiz¢ dyna-
miki wzrostu oraz oceng potencjatu rozwojowego zarodkow
w ocenianych grupach. W mikroskopie fluorescencyjnym
przeprowadzono oceng catkowitej ilosci komorek blastocyst
(TBC) przy uzyciu barwnika DNA Hoechst 33342 oraz
zywotnosci komoérek zarodkéw po wybarwieniu jodkiem
propidyny. W grupie zarodkéw poddanych dziataniu Fas-L
w celu wykrycia apoptozy wykonano reakcje TUNEL. Re-
akcje tg obrazowano przy uzyciu mikroskopu konfokalnego.
W celu oceny ekspresji receptora Fas w obrebie blastocyst
wykonano reakcje¢ immunohistochemiczna.

Wyniki: Za pomoca reakcji immunohistochemicznej
wykazano obecno$¢ receptora Fas w komorkach ocenia-
nych blastocyst. W zarodkach mysich poddanych dziataniu
Fas-L stwierdzono znamiennie nizsze odsetki blasto-
cyst w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Nie wykazano
istotnych réznic w zakresie odsetkow blastocyst, migedzy
grupa zarodkéw hodowanych w obecnosci Fas-L a grupa
hodowana w obecnos$ci Fas-L i SCF. W grupie blastocyst
wyhodowanych w obecnosci Fas-L wykazano znamiennie
nizsze warto$ci TBC niz w kontroli i w grupie zarodkow
hodowanych z Fas-L i SCF. Reakcja TUNEL byta w za-
rodkach narazonych na dziatanie Fas-L stabo zaznaczona,

a jej nasilenie nie réznito si¢ od stwierdzonego w grupie
kontrolnej oraz grupie hodowanej z Fas-L i SCF. Dynamika
wzrostu zarodkéw byla znamiennie wyzsza w grupie kon-
trolnej niz w dwdch pozostatych grupach.

Poréwnanie odsetkow blastocyst w grupie zarodkoéw
hodowanych po krioprezerwacji w obecnosci SCF oraz
w grupie hodowanej bez tego czynnika nie wykazato
istotnych roznic. Dynamika wzrostu zarodkéw byta najlep-
sza w grupie zarodkéw nie mrozonych, stabsza w grupie
zarodkoéw hodowanych po rozmrozeniu w obecno$ci SCF,
a najstabsza w przypadku zarodkéw, ktére po rozmroze-
niu byly hodowane w pozywce standardowej bez dodatku
SCF. Roéznice te byly istotne statystycznie. Wykazano
lepsza zywotno$¢ komorek blastocyst w grupie zarodkoéw
niemrozonych niz w grupie zarodkéw hodowanych po
rozmrozeniu bez SCF i w grupie zarodkéw hodowanych po
rozmrozeniu w obecnosci SCF. Nie stwierdzono istotnych
roznic zywotnosci migdzy dwoma ostatnimi grupami.

Wnioski: Uzyskane wyniki pozwalaja wnioskowac,
ze: ekspozycja zarodkow mysich na Fas-L uposledza ich
rozw0j w okresie przedimplantacyjnym; reakcja TUNEL
nie pozwala wykaza¢, na jakiej drodze dochodzi do za-
hamowania wzrostu zarodkéw narazonych na dzialanie
Fas-L; czynnik SCF wykazuje ochronny wptyw na weczesny
rozwdj zarodkow poddanych dziataniu Fas-L, ktory wyraza
si¢ zwigkszeniem catkowitej iloSci komorek blastocysty;
czynnik SCF zwigksza dynamikg wzrostu zarodkéw pod-
danych krioprezerwacji.

Hasta: zarodki mysie — hodowla in vitro — SCF.

Wstep

W programach zaptodnienia pozaustrojowego dazy si¢
obecnie do przedtuzania hodowli pozaustrojowej zarodkow
w taki sposob, aby do jamy macicy przenosi¢ embriony
w stadium dajacym wigksze prawdopodobienstwo zagniez-
dzenia, tzn. w stadium blastocysty. W osrodkach, ktore
wdrozyly juz takie postgpowanie, odnotowuje si¢ czesto
poprawe wskaznikéw skutecznosci [15, 45]. Od dtuzszego
czasu poszukuje si¢ czynnikow, ktore wywieratyby protek-
cyjny wptyw na rozwdj zarodkoéw przedimplantacyjnych
w warunkach in vitro, a tym samym zwigkszaty odsetek
zarodkow osigajacych stadium blastocysty w tych wa-
runkach. Najlepiej udokumentowano korzystne dziatanie
insuliny i insulinopodobnych czynnikéw wzrostu [18, 19,
30, 37,42, 50]. Istnieja tez liczne doniesienia, ze takie czyn-
niki jak EGF i TGF-a takze wywieraja korzystny wptyw
na rozwdj przedimplantacyjny zarodkéw w warunkach
hodowli pozaustrojowej [14, 32, 43].

Niewiele uwagi pos§wigcono dotychczas wptywowi
czynnika wzrostu komoérek macierzystych (SCF) na
przedimlantacyjny rozwdj zarodkoéw. Biorac pod uwage
potwierdzone w badaniach dziatanie SCF na hematopoezg
oraz komorki praptciowe [3, 9, 12, 23, 40, 46, 48], praw-
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dopodobnym wydaje si¢, ze moze by¢ on ,,czynnikiem
przezycia” takze dla intensywnie dzielacych si¢ komorek
zarodka w okresie poprzedzajacym implantacjg. Taki
efekt mozna potwierdzié, oceniajac wptyw SCF na za-
rodki poddane dziataniu czynnikéw uposledzajacych ich
wzrost. Przyktadem procedury zwiazanej z narazeniem
zarodkow na takie dziatanie jest krioprezerwacja, ktora
w programach IVF jest postgpowaniem z wyboru w przy-
padkach pozyskania wigkszej iloSci embrionéw. Wyniki
przeprowadzanych dotychczas badan wydaja si¢ potwier-
dza¢ mozliwo$¢ polepszenia rozwoju zarodkdw poddanych
wczeséniej krioprezerwacji. Wykazano korzystny wpltyw
takich czynnikow jak IGF-I, IGF 11, EGF, ale rowniez, cho¢
w mniejszym stopniu, LIF, IL-6 czy tez PDGF na dynamike
rozwoju zarodkéw, potencjat proliferacyjny blastomerow
oraz ostateczng jako$¢ blastocyst wyhodowanych z roz-
mrozonych zarodkéw [10, 20].

Oprocz ekspozycji na takie czynniki fizyczne, jak
krioprezerwacja, §wiatto czy drgania, zarodki rozwijajace
si¢ w warunkach hodowli pozaustrojowej sa eksponowane
na réznorodne czynniki chemiczne, a zwlaszcza zwiazki
czynne biologicznie. Jednym z dziatajacych w ten sposob
czynnikow moze by¢ ligand Fas-L (apo-1L). Jest to biatko
podobne do czasteczki TNF majace zdolnos¢ do indu-
kowania apoptozy w komoérkach posiadajacych receptor
Fas [13, 51, 56, 57]. Dotychczasowe doniesienia na temat
wplywu tego uktadu na wezesny rozwoj zarodka w okresie
przedimplantacyjnym sa skape, ale sugeruja mozliwo$é
niekorzystnego dziatania Fas-L w tym okresie [22, 59].

Badacze oceniajacy wplyw SCF na roznego typu
populacje komorek proliferujacych wskazuja na dziatanie
antyapoptotyczne i mitogenne tego czynnika [3, 5, 48].
Taki efekt w odniesieniu do rozwijajacego si¢ zarodka
bytby bardzo pozadany. Stwierdzenie receptoréow dla SCF
w komorkach zarodkow w tym okresie rozwoju pozwala
podejrzewac, ze SCF moze wywiera¢ promujace dziatanie
na ich przedimplantacyjny rozwoj [2, 47]. Weryfikacja
takiej hipotezy moze by¢ przeprowadzona w modelu do-
$wiadczalnym, w ktérym bada si¢ wptyw SCF na wzrost
zarodkow narazonych na dziatanie niekorzystnych warun-
kow $srodowiska.

Celem pracy bylo zbadanie potencjalnego dziatania
ochronnego, czynnika wzrostu komoérek macierzystych
na pozaustrojowy rozwoj przedimplantacyjnych zarodkow
mysich poddanych dziataniu Fas-L Iub krioprezerwacji
w stadium 2 komorek.

Material i metody

Pozyskiwanie zarodkéw

Samice pierwszego pokolenia krzyzoéwki B6C3-F1
(6-9 tyg.) stymulowano, podajac dootrzewnowo 5 IU go-
nadotropiny ci¢zarnych klaczy (PMSG; Foligon, Intervet,
Belgia), po 48 godzinach ta sama droga podawano 5 U
konskiej gonadotropiny kosmoéwkowej (eCG; Chorulon,

Intervet, Belgia), parowano z samcami szczepu DBA 1 48
godz. pozniej z jajowodow pobierano zarodki w stadium 2
blastomer6w. Zarodki wstegpnie inkubowano przez 2 godzi-
ny w atmosferze 95% powietrza, 5% CO,, w temperaturze
37°C oraz 100% wilgotnosci, w pozywce podstawowej,
ktora stanowit buforowany roztwor Earla (EBSS, Sigma,
USA) wzbogacony o pirogronian sodu w stezeniu 0,33
mM, mleczan sodu w stezeniu 21,4 mM i albumine ludzka
w ilosci 0,4 g/L (Sigma, USA). Do$wiadczenia podzielono
na dwie czgéci. Pierwsza miata na celu oceng wptywu SCF
na hodowlg zarodkéw poddanych jednoczesnemu dziataniu
Fas-L, a druga oceng wptywu SCF na hodowlg zarodkow
poddanych krioprezerwacji i rozmrozeniu. Zarodki ho-
dowano po 10 sztuk w kazdej kropli pozywki. Wartos¢
n stanowi liczbg kropli, w ktérych hodowano embriony
w poszczegolnych grupach.

DosSwiadczenie 1
Hodowla zarodkow w obecnos$ci Fas-L i SCF

Po 2 godzinach wstgpnej hodowli w warunkach pod-
stawowych zarodki dzielono na 3 grupy. Grupa 1 —kontrol-
na: hodowla w pozywce podstawowej. Grupa 2 — zarodki
hodowane w podstawowej pozywce z dodatkiem Fas-L
w stezeniu (500 ng/mL). Stezenie Fas-L wyznaczono na
podstawie osobnej serii doswiadczen (dane niezataczone)
jako najnizsze powodujace zatrzymanie wzrostu zarod-
kow w stosunku do grupy kontrolnej. Grupa 3 — zarodki
hodowano w pozywce z dodatkiem Fas-L w tym samym
stezeniu i wzbogaconej dodatkowo o SCF w stgzeniu 100
ng/mL [26, 34].

Doswiadczenie 2
Hodowla w obecnosci SCF zarodkéw po krioprezerwacji

Zarodki podzielono na 3 grupy. Grupa 1 — kontrolna:
hodowla w pozywce podstawowej. Grupa 2 — poddana
procesowi krioprezerwacji (patrz dalej); po rozmrozeniu
zarodki byty hodowane w pozywce podstawowej. Grupa 3
—poddana krioprezerwacji i po rozmrozeniu oraz wstgpnej
inkubacji zarodki przenoszono do pozywki wzbogacone;j
o SCF w stezeniu 100 ng/mL.

Zarodki mrozono w stadium dwoch 1 czterech blasto-
merow w pozywce z dodatkiem 1,5 M prepandiolui 0,1 M
sacharozy (Embryo Freezing Medium, EFM, Medicult).
Mrozenie zarodkéw wykonywano przy uzyciu kontrolera
CL-863 firmy Cryo-logic (Australia). Po rozmrozeniu
1 wstepnej dwugodzinnej inkubacji w pozywce podstawo-
wej zarodki wiaczano do hodowli.

W obu modelach doswiadczalnych zarodki poddawano
przyzyciowej ocenie morfologicznej w mikroskopie kon-
trastowo-fazowym. Dynamikg rozwoju zarodkow analizo-
wano na podstawie ustalanych w odstgpach 24-godzinnych
odsetkow zarodkow znajdujacych si¢ w poszczegdlnych
stadiach rozwojowych uwidocznionych narycinach. 1A, B,
C (zarodka o$miokomorkowego, moruli oraz blastocysty
w rdéznym stopniu dojrzatosci). Oceniano rowniez odsetek
zarodkow, ktore w badanych warunkach, po 96 godzinach
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Ryc. 1. Stadia rozwojowe zarodkoéw. A — zarodki dwukomorkowe
na poczatku dos§wiadczenia, B — zarodki cztero- i o§miokomorkowe
oraz morule po 24 h hodowli, C — blastocysty dojrzate, wylggajace sig
i wylegnigte z ostonki po 96 h hodowli. Mikroskop kontrastowo-fazowy
(Nicon Eclipse TE200), powigkszenie 100x.

Fig. 1. Developmental stages of the embryos. A —2-cell embryos at the
onset of experiment, B — 48 cell embryos and morulas following 24 h of
culture, C — hatching and outgown blastocysts following 96 h of culture.
Phase-contrast microscope (Nicon Eclipse TE200), magnification x100.

od momentu rozpoczgcia doswiadczenia osiagnety stadium
blastocysty wylggnigtej z ostonki przejrzystej (outgrown
blastocyst).

W celu oceny catkowitej ilosci komorek blastocyst
oraz zywotnosci komorek zarodkow zastosowano bar-
wienie z uzyciem dwoch barwnikow fluorescencyjnych
posiadajacych powinowactwo do DNA: barwnik Hoechst
33342 w stezeniu 1 pg/mL oraz jodek propidyny w st¢zeniu
10 pg/mL. Hoechst 33342 ma zdolno$¢ swobodnego prze-
nikania przez bton¢ komoérkowsa. Jego zastosowanie po-
zwolito na wybarwienie, a nastgpnie zliczenie wszystkich

komorek w wyhodowanych blastocystach. Jodek propidyny
przenika jedynie do tych komorek, ktore maja uszkodzona
btong komorkowa, wykorzystanie tego barwnika w tym
samym barwieniu pozwolito na oceng iloci martwych
komérek w obrebie ocenianych blastocyst [25]. Uzyskane
preparaty natychmiast oceniano pod katem catkowitej
liczby komorek blastocysty (total blastocyst cell count,
TBC) w mikroskopie fluorescencyjnym.

W celu wykrycia apoptozy w komorkach zarodka
w grupie zarodkéw poddanych dziataniu Fas-L wyko-
nano reakcj¢ TUNEL (7dT-mediated dUTP Nick-End
Labeling), ktora oceniano w mikroskopie konfokal-
nym. Poniewaz istnieja w piSmiennictwie doniesienia,
w ktorych na podstawie reakcji TUNEL potwierdzano
nasilenie apoptozy w zarodkach po krioprezerwacji,
w czesci doswiadczen dotyczacych zarodkéw mrozo-
nych nie wykonywano tej reakcji, a oceniano jedynie
zywotnos$¢ komorek w mikroskopie fluorescencyjnym
przy uzyciu jodku propidyny [1, 49]. Celem wykrycia
receptora Fas w komorkach blastocyst mysich wyko-
nano reakcj¢ immunohistochemiczng na obecno$¢ tego
receptora. Dla celow statystycznych wszystkie warto$ci
liczbowe (odsetki zarodkéw w poszczegolnych stadiach,
calkowita ilos¢ komoérek zarodkow) ustalano dla grup
zarodkow hodowanych w poszczegolnych kroplach po-
zywki. Liczba n odpowiada ilo$ci kropli. W celu oceny
zgodnosci rozktadu uzyskanych wartos$ci liczbowych
zmiennych z rozktadem normalnym wykorzystano testy
Kotmogorowa—Smirnowa, Lilleforsa, Shapiro—Wilka. Do
oceny istotnos$ci réznic dla wigcej niz 2 zmiennych wy-
korzystano test Kruskala—Wallisa jako nieparametryczny
odpowiednik analizy wariancji ANOVA. Nieparametrycz-
ny test U Manna—W hitneya zastosowano do oceny réznic
migdzy 2 zmiennymi. Test y? i analiz¢ log-liniowa uzyto
do poréwnania zmian ilo$ci zarodkéw w poszczegolnych
stadiach rozwojowych w zalezno$ci od rodzaju pozywki
i czasu trwania hodowli. Istotnos¢ statystyczna przyjeto
dla p < 0,05. Obliczenia wykonano za pomocg programu
Statistica 5.0 PL for Windows (StatSoft, Polska).
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kontrola / control

Ryc. 2. Odsetki blastocyst wylggnigtych z ostonki przejrzystej po 96
godzinach hodowli. A — p < 0,05 dla kontrola vs. Fas-L (p = 0,0026)

Fig. 2. Outgrown blastocyst rate following 96 hours of culture.
A —p <0.05 for control vs. Fas-L
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Wyniki

Ocena wplywu SCF na wzrost zarodkow
eksponowanych na dzialanie Fas-L
Ocena odsetkow blastocyst
Odsetki zarodkow, ktore po 96 godzinach hodowli
osiagnety stadium blastocysty catkowicie wylggnigtej
z ostonki przejrzystej byty istotnie wyzsze w grupie kon-
trolnej niz w grupie zarodkéw hodowanych w obecnosci
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Ryc. 3. Odsetki zarodkéw w poszczegolnych stadiach rozwojowych po
48, 72196 h hodowli. Fas-L vs. kontrola p < 0,05; Fas-L+SCF vs. kontrola
p <0,05; Fas-L vs. Fas-L+SCF p > 0,05

Fig. 3. Frequency distribution of different developmental stages of
embryos following 48. 72 and 96 h of culture. Fas-L vs. control p < 0.05;
Fas-L+SCF vs. control p < 0.05; Fas-L vs. Fas-L+SCF p > 0.05

Fas-L. Réznice w zakresie tego parametru migdzy grupa
kontrolna a grupa zarodkow hodowanych w pozywce z Fas-
L i SCF nie byty znamienne (ryc. 1).

Ocena dynamiki wzrostu zarodkow

Przeprowadzone przy uzyciu analizy log-liniowe;j
jednoczesne poréwnanie wszystkich trzech badanych grup,
uwzgledniajace zmiany odsetkdw wszystkich poszcze-
gblnych stadiow rozwojowych w czasie i w zaleznosci
od warunkow hodowli wykazato, ze dynamika wzrostu
zarodkéw byta znamiennie wyzsza w grupie kontrolnej
nizw dwodch pozostatych grupach. Nie wykazano istotnych
réznic w dynamice wzrostu mi¢dzy zarodkami hodowa-
nymi z Fas-L a grupa hodowana w obecnosci Fas-L i SCF

(ryc. 2).

Ocena calkowitej iloSci komérek blastocyst (TBC)

Poréwnanie catkowitej ilosci komorek blastocyst
z poszczegblnych grup, oparte na danych uzyskanych
w wyniku analiz przeprowadzonych przy uzyciu mikro-
skopu fluorescencyjnego, wykazato znamiennie wyzsze
wartoS$ci tego parametru w grupie kontrolnej niz w grupie
zarodkow eksponowanych na Fas-L. Wykazano rowniez
istotnie wyzsze warto$ci TBC w zarodkach hodowanych
w obecnosci Fas-L i SCF w poréwnaniu do zarodkoéw ho-
dowanych z samym Fas-L (ryc. 3).

Reakcja TUNEL
W grupach zarodkéw narazonych na dziatanie Fas-L
reakcja TUNEL byta stabo zaznaczona, ograniczona do
pojedynczych komorek (kolor z6tto-zielony), a jej nasilenie
nie réznito sig istotnie w porownaniu z grupa kontrolna

[ kontrola / control
A [ Fas-L
60 [ Fas-L+ SCF
R c
=
50 A, C
n=15 n=16 n=19
ME = 59,5 ME =49,1 ME =51,6
Q, =463 Q,=43,0 Q, =508
Q;=172,0 Q;=553 Q; =585
40
kontrola / control Fas-L Fas-L+SCF

Ryc. 4. Catkowite ilo$ci komorek blastocyst (TBC) po 96 h hodowli.
A —p <0,05 dla kontrola vs. Fas-L (p = 0,0299);
C —p <0,05 dla Fas-L vs. Fas-L+SCF (p = 0,0487)

Fig. 4. Total blastocyst cell count (TBC). 96 hours of culture.
A —p <0.05 for control vs. Fas-L (p = 0.0299);
C —p <0.05 for Fas-L vs. Fas-L+SCF(p = 0.0487)

oraz grupa hodowana z Fas-L i SCF. Dodatkowe wybar-
wienie sonda molekularng DNA — EthD-1 pozwolilo na
uwidocznienie jader wszystkich komorek blastocyst — kolor
czerwony (ryc. 4).



88

WOJCIECH GEABOWSKI

Immunohistochemiczna ocena ekspresji receptora Fas

Wykonana reakcja immunohistochemiczna potwier-
dzita obecnos¢ (ekspresj¢) receptora Fas w ocenianych bla-
stocystach. Barwny sygnat bedacy wyrazem pozytywnej
reakcji obserwowano w obrgbie trofoblastu oraz w wezle
zarodkowym (ryc. 5A). Potwierdzeniem swoisto$ci reakcji
byt wynik barwien kontrolnych, w ktérych nie obserwowa-
no dodatniej reakcji immunohistochemicznej (ryc. SB).

Ryc. 5. Reakcja TUNEL. Zdjgcia z mikroskopu konfokalnego,
powiekszenie 200x. Dodatnia reakcja na apoptozg — kolor z6tto-zielony
(fluoresceina). Dodatkowo wybarwiono jadra komorkowe sonda EthD-

1 —kolor czerwony. Zdjgcia sa trojwymiarowa rekonstrukcja kilku
przekrojow ocenianej blastocysty. A — blastocysta grupy kontrolne;j.
B — blastocysta wyhodowana w obecnosci Fas-L i SCF. C — blastocysta
wyhodowana w obecnosci Fas-L

Fig. 5. TUNEL. Fluorescein: green or yellow — apoptotosis; EthD-1: red —
cell nuclei. Images show the blastocysts after 3-dimesional reconstruction
of several scans. A — control. B — blastocyst cultured in the presence of
Fas-L and SCF. C — blastocyst cultured in the presence of Fas-L only.
Confocal microscope, magnification x200

Ocena odsetkéw blastocyst

Odsetki blastocyst wylggnigtych z ostonki przejrzystej
po 96 godzinach hodowli byty w grupie kontrolnej istotnie
wigksze niz w dwoch pozostatych grupach (ryc. 6).
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Ryc. 6. Reakcja immunohistochemiczna. Mikroskop $wietlny,

powigkszenie 100x. A — dodatnia reakcja na obecnos¢ receptora Fas.
B — kontrola — brak reakcji

Fig. 6. Immunoreactivity for Fas receptor. Light microscope,
magnification x100. A — positive reaction. B — control

Ocena dynamiki wzrostu zarodkéw
Jednoczesne poréwnanie trzech badanych grup przy uzy-
ciu analizy log-liniowej, z uwzglednieniem zmian wszystkich
stadiow rozwojowych zarodkéw w czasie i w zalezno$ci od
warunkow hodowli wykazalo istotno$¢ statystyczna. Dyna-
mika wzrostu zarodkéw byla najlepsza w grupie zarodkow

nie mrozonych, stabsza w grupie zarodkéw hodowanych po
rozmrozeniu w obecnosci SCF, a najstabsza w przypadku
zarodkow, ktore po rozmrozeniu byly hodowane w pozywce
standardowej bez dodatku SCF. Roznice pomigdzy poszcze-
go6lnymi grupami byty znamienne (ryc. 7).
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Ryc. 7. Odsetki blastocyst wylegnigtych z ostonki przejrzystej po 96
godzinach hodowli. A — p < 0,05 dla kontrola vs. krio (p = 0,0064);
B — p < 0,05 dla kontrola vs. krio+SCF (p = 0,0056)

Fig. 7. Outgrown blastocyst rate following 96 hours of culture.
A —p <0.05 for control vs. krio (p = 0.0064); B —p < 0.05 for control vs.
krio+SCF (p = 0.0056)

Ocena zywotnos$ci komérek blastocyst

Wykazano lepsza zywotno$¢ komoérek blastocyst
w grupie zarodkoéw nie mrozonych niz w grupie zarodkow
hodowanych po rozmrozeniu bez SCF i w grupie zarod-
kéw hodowanych po rozmrozeniu w obecnosci SCF. Nie
stwierdzono istotnych réznic Zywotnosci migdzy dwoma
ostatnimi grupami (ryc. 8). Barwienie fluorochromami,
ktorego przyktad przedstawiono na rycinie 9, postuzyto
rowniez do oceny TBC. Wyniki oceny TBC przedstawiono
na rycinie 10.

Ocena calkowitej iloSci komérek blastocyst (TBC)

Poréwnanie blastocyst poszczegolnych grup, oparte na
danych uzyskanych w wyniku analiz przeprowadzonych
przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego, wykazato, ze
catkowita ilo§¢ komorek blastocyst byta w grupie zarodkow
nie mrozonych znamiennie wyzsza niz w obu grupach
zarodkow poddanych krioprezerwacji. Roznice w zakresie
tego parametru pomi¢dzy grupa zarodkow hodowanych po
rozmrozeniu bez SCF i w grupie zarodkow hodowanych
w obecnosci SCF nie byly znamienne (ryc. 10).

Dyskusja

Istnieje niewiele doniesien dotyczacych wptywu SCF
na rozwoj zarodkow w okresie przedimplantacyjnym.
Istotnym odkryciem byto stwierdzenie ekspresji mRNA
dla receptora c-kit w komoérkach zarodkéw mysich po-
czawszy od stadium dwoch blastomerdéw az do dojrzatej
oraz opuszczajacej ostonke przejrzysta blastocysty, a takze
obecno$¢ samego receptora c-kit w blastocystach mysich
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Ryc. 8. Odsetki zarodkéw w poszczegodlnych stadiach rozwojowych po 48,
72196 h hodowli. (krio — krioprezerwacja). Krio vs. kontrola — p < 0,05;
krio +SCF vs. kontrola — p < 0,05; krio vs. krio+SCF — p < 0,05

Fig. 8. Frequency distribution of different developmental stages of
embryos following 48, 72 and 96 h of culture. Krio vs. control — p < 0.05;
krio +SCF vs. control — p < 0.05; krio vs. krio+SCF — p < 0.05

[2, 26]. Takze badania przeprowadzane na zarodkach
ludzkich potwierdzity obecno§¢ mRNA dla receptora
c-kit w komorkach tych zarodkéw w okresie rozwoju
przedimplantacyjnego. Co wigcej, w embrionach ludzkich,
w odroznieniu od zarodkéw myszy, w niektorych stadiach
rozwojowych, stwierdzono ekspresj¢ mRNA dla samego
czynnika SCF. Dane te sugeruja mozliwo$¢ dziatania
czynnika SCF na tym etapie rozwoju, ito nie tylko na
drodze parakrynnej, ale takze autokrynnej [47]. Interakcja

Ryc. 9. Barwienie przy uzyciu Hoechst 33342 (komorki zywe — kolor
niebieski) i jodku propidyny (komorki martwe — kolor czerwony). A i C
— blastocysty grupy kontrolnej. B — blastocysta z grupy hodowanej po
rozmrozeniu z SCF. D — blastocysta z grupy hodowanej po rozmrozeniu
bez SCF. Mikroskop fluorescencyjny, powigkszenie 200x

Fig. 9. Staining with Hoechst 33342 (blue — living cells) and propidium
iodide (red — dead cells). A and C — control group blastocyst. B
— blastocyst cultured in a presence of SCF after thawing. D — blastocyst
cultured without SCF after thawing. Fluorescent microscope,
magnification x200

czynnika SCF ireceptora c-kit moze mie¢ takze bardzo
istotny wptyw na autokrynna i/lub parakrynna regulacje
samego procesu implantacji [2, 34].

W obliczu dotychczasowych doniesieni nasuwa si¢ py-
tanie, czy pobudzenie receptora c-kit obecnego w zarod-
kach jego naturalnym ligandem, jakim jest SCF, zwlaszcza
w sytuacji, gdy embriony wzrastaja w niesprzyjajacych
warunkach, moze zadziata¢ ochronnie i poprawic¢ ich
rozwoj. W pracy podjgto probg zbadania, czy SCF moze
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Ryc. 10. Catkowite ilosci komorek blastocyst (TBC). A —p < 0,05 dla
kontrola vs. krio (p = 0,0005); B — p < 0,05 dla kontrola vs. krio+SCF
(p=0,0004)

Fig. 10. Total blastocyst cell count (TBC). 96 hours of culture. A
—p < 0.05 for control vs. krio (p = 0.0005); B — p < 0.05 for control vs.
krio+SCF (p = 0.0004)
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dziata¢ protekcyjnie na rozwdj zarodkow wzrastajacych
w wywolanych doswiadczalnie warunkach niekorzyst-
nych, a wigc powstrzymac progresj¢ negatywnych zmian,
ktore juz zaistniaty. Zbadano dziatanie SCF w dwoch
modelach do$wiadczalnych. Pierwszy model polegal na
ekspozycji zarodkoéw na dziatanie Fas-L — biologicznego
czynnika indukujacego apoptozg w pewnych populacjach
komorek [11, 21, 51, 56, 57]. W drugim modelu do§wiad-
czalnym zarodki poddawano krioprezerwacji, ktora jest
procedura powszechnie stosowana w laboratoriach IVF
i ktorej potencjalny niekorzystny wplyw na pozniejszy
rozwoj zarodkow jest dobrze udokumentowany [1, 27, 31,
49, 54, 55]. Pierwsza czg$¢ przeprowadzonych do§wiad-
czen miala na celu stwierdzenie ewentualnego negatyw-
nego wptywu Fas-L na wzrost zarodkéw w warunkach in
vitro oraz zbadanie czy czynnik SCF mogltby niwelowaé
efekt takiego dziatania Fas-L. W pismiennictwie istnieja
doniesienia §wiadczace o tym, ze Fas-L. moze indukowaé
proces apoptozy w komorkach uktadu odpornosciowego,
ale takze na terenie jadra, nerki, jelita cienkiego, ptuc
ijajnika[13, 52, 53]. Zalozono wigc, ze czynnik ten moze
wywiera¢ podobny efekt na komorki rozwijajacego si¢
zarodka. W do$wiadczeniach przeprowadzonych na za-
rodkach poddanych dziataniu liganda Fas stwierdzono
pogorszenie ocenianych parametréw morfologicznych.
Wyrazem tego byly znamiennie zmniejszone odsetki
blastocyst w grupie zarodkéw hodowanych w obecnosci
Fas-L w stosunku do grupy kontrolnej. W piSmiennictwie
sa doniesienia potwierdzajace ekspresje mRNA dla recep-
tora Fas oraz dla Fas-L, a takze obecno$¢ samego biatka
receptora Fas w dwu- i czterokomoérkowych zarodkach
przedimplantacyjnych myszy, szczurow oraz cztowieka.
Dodatkowo, takie fakty jak stwierdzenie ekspresji mRNA
dla Fas i Fas-L w zarodkach ludzkich ulegajacych frag-
mentacji oraz negatywny wplyw pobudzenia receptora
Fas na rozwdj zarodkéw w warunkach in vitro moga
sugerowac zaangazowanie tego uktadu w aktywacji pro-
cesu apoptozy w trakcie wczesnego rozwoju zarodkow
[22, 59]. Rowniez w wykonanej dla potrzeb niniejszej
pracy reakcji immunohistochemicznej udato si¢ wyka-
za¢ ekspresje receptora Fas w komorkach ocenianych
blastocyst. W przeprowadzonych eksperymentach, nie-
korzystny wpltyw dodania Fas-L ujawnit si¢ najwcze$-
niej dopiero po 72 godzinach hodowli, a wczesdniejsze
obserwacje dokonywane po 24 i 48 godzinach hodowli
nie wykazywaly jeszcze istotnych réznic we wzroscie
zarodkow migdzy trzema poréwnywanymi grupami.
Wspomniane powyzej dane z piSmiennictwa mowia
z kolei o ekspresji Fas w zarodkach na bardzo wczesnych
etapach rozwoju. Zestawienie tych dwoch faktow moze
sugerowac, ze efekt dziatania Fas-L zaczyna ujawniaé
si¢ dopiero po pewnym czasie od pobudzenia receptora.
Juz wczesniej pojawialy si¢ w pisSmiennictwie sugestie
o istnieniu w komorkach rozwijajacego si¢ zarodka swego
rodzaju ,,pamigci” dotyczacej czynnikow, jakie zadzia-
faty na te komorki na wezesniejszych etapach rozwoju

[4]. Uzyskane wyniki moga mie¢ znaczenie praktyczne,
poniewaz wykazuja, ze niekorzystne dziatanie Fas-L
ujawnia si¢ dopiero w zarodkach bedacych na bardziej
zaawansowanych etapach rozwoju, na ktorych nie sa one
juz kontrolowane przez embriologéw zajmujacych si¢
technikami wspomaganego rozrodu. Swiadczy to o tym,
ze w niektorych przypadkach, przenoszac do jamy macicy
zarodki o wzglednie dobrej morfologii, w rzeczywistos$ci
przenosimy embriony, ktére maja gorsza jako$¢, ale nie ma
to jeszcze odzwierciedlenia w ich budowie w momencie
przeniesienia.

Dodatkowa suplementacja pozywki zawierajacej
Fas-L o czynnik SCF spowodowata pewna tendencje do
poprawy wynikow hodowli. Gdy analizie statystycznej
poddano odsetek blastocyst catkowicie wylggnigtych
z ostonki przejrzystej, a wigc tych najlepiej przygotowa-
nych do rozpoczg¢cia implantacji, to okazalo sig, ze pod
koniec kazdego doswiadczenia byt on nizszy w grupie
zarodkow hodowanych z Fas-L niz w grupie, w ktorej za-
rodki hodowano w obecnos$ci Fas-L i czynnika SCF. Nie
byta to jednak réznica znamienna statystycznie. Rdznice
w zakresie tego parametru pomig¢dzy kontrola a grupa ho-
dowana z Fas-L i SCF takze nie byty znamienne. Zaznaczyt
si¢ tu wige korzystny wptyw SCF na potencjal rozwojowy
zarodkéw hodowanych w obecnosci Fas-L. Interesujace
wyniki uzyskano na podstawie analizy catkowitej iloSci
komérek blastocyst. W grupie blastocyst wyhodowanych
w obecnosci Fas-L warto$ci TBC byly znamiennie nizsze
niz w grupie zarodkéw hodowanych z Fas-L i SCF.

Wyniki uzyskane w tej czesSci doswiadczen sugeruja
zatem ochronny wptyw SCF na rozwoj zarodkéw hodowa-
nych in vitro w obecnos$ci niekorzystnie dziatajacego Fas-L.
Takie dziatanie czynnika SCF wydaje si¢ mozliwe, ponie-
waz juz wezesniej donoszono, ze SCF moze zapobiegaé
apoptozie wywolywanej przez Fas, najprawdopodobniej
poprzez zaburzenie wptywu pobudzonego receptora Fas
na aktywacje kaspazy 3 1 8 [28, 38, 39].

Jak wspomniano wczeéniej, negatywny wptyw Fas-L
na wyniki hodowli mozna bylo zaobserwowac najwczesniej
po 72 godzinach hodowli. Logicznym wydaje si¢ wigc by¢
fakt, ze korzystny wptyw SCF mozna bylo zaobserwowac
dopiero po ujawnieniu si¢ uszkadzajacego efektu dzia-
tania Fas-L, a wigc w tych parametrach, ktore oceniano
w koncowym okresie doswiadczen. Poniewaz nie zaob-
serwowano istotnych roéznic w nasileniu reakcji TUNEL
pomiegdzy trzema porownywanymi grupami, nasuwa si¢
pytanie, dlaczego reakcja ta nie potwierdzita wzmozonej
apoptozy w zarodkach wyhodowanych w obecnos$ci Fas-L.
W przeprowadzonych doswiadczeniach niekorzystny efekt
liganda Fas na hodowane zarodki ujawniat si¢ w hodowli
stosunkowo p6zno, w postaci zmniejszenia odsetka bla-
stocyst oraz catkowitej ilosci ich komorek. Jest mozliwe,
ze jesli byt on spowodowany apoptoza zainicjowana przez
Fas-L to w momencie wykonania reakcji TUNEL byta ona
na wezesnym, niewykrywalnym jeszcze ta metoda etapie,
kiedy nie doszto jeszcze do charakterystycznej dla apop-
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tozy fragmentacji DNA. Juz wcze$niej donoszono o tym,
ze fragmentacja DNA jest wykrywalna w pdzniejszych
etapach procesu apoptozy [6, 7].

Kolejnym poruszanym w niniejszej pracy problemem
byt ewentualny wptyw czynnika SCF na rozwdj zarodkow
poddanych krioprezerwacji. W pismiennictwie duzo uwagi
poswigca sig roznicom wynikajacym ze stosowania réznych
metod zamrazania, jak rowniez tym zwiazanym ze stadium
rozwojowym, w ktérym dokonuje si¢ krioprezerwacji.
NajczeSciej stosowana w pracowniach wspomaganego
rozrodu metoda jest powolne, wieloetapowe schladzanie
zarodkow w obecnosci odpowiednich krioprotektorow,
dobieranych w zaleznos$ci od stadium, w jakim mrozone
sa embriony [54]. W niniejszym badaniu zastosowano taki
wlasnie protokot mrozenia. Uzyto mediow, ktore jako czyn-
niki krioprotekcyjne zawieraty propandiol (PROH) oraz
sacharoz¢. W pracy tej zastosowano mrozenie zarodkoéw
mysich bedacych w stadium 2 blastomerow, bezposrednio
po ich pobraniu. O doborze takiego modelu do§wiadczenia
zadecydowata ostatecznie mozliwo$¢ duzo precyzyjniejszej
oceny morfologicznej, ktora byla podstawa wiaczenia po-
szczegblnych zarodkow do doswiadczen.

Doniesienia dotyczace wptywu czynnikow wzrostu
czy tez cytokin na efekty hodowli pozaustrojowej za-
rodkéw rozmrozonych sg bardzo skape. Stwierdzono, ze
w przypadku zarodkéw zamrozonych w stadium moruli,
kokultury w obecnos$ci komorek linii Vero (Vero monkey
kidney epithelial cells) pozwolily na szybkie i znaczace
odwrocenie uszkodzen spowodowanych przez proces mro-
zenia i rozmrazania [10]. Zaden z pojedynczo stosowanych
czynnikow wzrostu nie pozwolit na uzyskanie tak dobrych
efektow, chociaz takie czynniki jak IGF-I, IGF-11, LIF czy
EGF, a w mniejszym stopniu IL-6 i PDGF, réwniez wywie-
raty wyrazny korzystny efekt zaréwno na dynamike wzro-
stu rozmrozonych zarodkow, jak i ich jako§¢ okres$lang na
podstawie ilo$ci komorek. Donoszono réwniez o lepszych
wynikach krioprezerwacji zarodkow hodowanych w ko-
kulturach przed zamrozeniem [10, 20].

W pracy niniejszej, w celu ocenienia wptywu czynnika
wzrostu komoérek macierzystych na rozwdj zarodkéw my-
sich poddanych krioprezerwacji, stosowano suplementacje
pozywek hodowlanych o SCF. Wyniki wyraznie potwier-
dzaja niekorzystny wptyw krioprezerwacji na rozwoj za-
rodkéw i sa zgodne z uzyskiwanymi przez innych autorow
[1, 16, 54]. Poréwnanie grup zarodkow hodowanych po
rozmrozeniu w obecnosci SCF oraz bez tego czynnika
w wigkszosci przypadkow nie wykazywalo istotnych
roznic. Stwierdzono niewielki ochronny wpltyw SCF na
przedimplantacyjny wzrost zarodkéw mrozonych, ktory
ujawnit si¢ w postaci znamiennie lepszej dynamiki wzrostu
(zmienno$¢ odsetkow wszystkich stadiow rozwojowych
w funkcji czasu) zarodkéw hodowanych po rozmrozeniu
w obecnos$ci SCF w poréwnaniu do grupy rozwijajacej si¢
bez tego czynnika. Moze to sugerowac korzystne dziatanie
czynnika wzrostu komoérek macierzystych na potencjat
rozwojowy zarodkéw mrozonych.

W pi$miennictwie brak jest danych, z ktéorymi moz-
na by porownaé uzyskane w pracy wyniki. Dotychczas,
przeprowadzano jedynie badania, ktére wykazaty brak
poprawy wzrostu zarodkéw hodowanych w obecnosci
czynnika SCF w poréwnaniu do embriondéw wzrastajacych
w standardowych warunkach hodowli pozaustrojowej, bez
narazenia na dodatkowe niekorzystne warunki [26]. Ni-
niejsza praca miala natomiast na celu oceng wptywu SCF
na rozwoj zarodkow w dwoch modelach do§wiadczalnych
symulujacych warunki niesprzyjajace ich wzrostowi. W
badaniu udalo si¢ wykaza¢ niewielkie promujace dziatanie
SCF na rozwijajace si¢ w tych warunkach zarodki. Istnieja
dane sugerujace antyapoptotyczne dziatanie czynnika SCF
[12, 17,23, 33, 36]. Szczegoblnie cickawe jest doniesienie mo-
wiace o hamujacym wptywie SCF w stosunku do apoptozy
indukowanej poprzez aktywacjg receptora Fas w ludzkich
komérek prekursorowych erytropoezy [39]. Teoretycznie,
nasilona apoptoza powinna dotyczy¢ zarodkéw w obu za-
stosowanych modelach doswiadczalnych. Przeprowadzona
reakcja TUNEL nie potwierdzita jednak nasilenia procesu
apoptozy w zarodkach poddanych dziataniu liganda Fas.
Prawdopodobna przyczyng takich rezultatow przedstawio-
no powyzej. Wykonana w do$wiadczeniach z zarodkami
mrozonymi ocena zywotno$ci komoérek blastocyst wyka-
zata wigksza ilo$¢ komorek martwych (z uszkodzong inte-
gralnoscia btony komoérkowej) w zarodkach hodowanych
po rozmrozeniu w poréwnaniu do zarodkdw niemrozonych
(,,$wiezych”). By¢ moze byto to spowodowane nasileniem
procesu apoptozy w zarodkach mrozonych. Wskazywatyby
na to wezeséniejsze doniesienia moéwiace o nasileniu apop-
tozy w zarodkach po krioprezerwacji [85, 86]. Nie mozna
jednak wykluczy¢ innego charakteru $mierci komorek
w tych zarodkach. Donoszono na przyklad o uszkadzaja-
cym wptywie procesu krioprezerwacji na funkcje istotnych
biatek komoérkowych, jakim jest migdzy innymi noénik
glukozy tzw. GLUTI1. Okazuje sig, ze wykorzystanie
glukozy przez zarodki rozwijajace si¢ po rozmrozeniu
w warunkach in vitro (ustalone w oparciu o wychwyt
3H-2-deoksyglukozy) jest znacznie nizsze w poréwnaniu
do zarodkdéw niemrozonych i jest to zwiazane ze zmniej-
szeniem ilo$ci nosnika GLUT1 w embrionach poddanych
krioprezerwacji. Uwaza sig, ze taki efekt krioprezerwacji
moze by¢ przyczyna gorszych wskaznikéw implantacji
zarodkow rozmrozonych [54, 55]. Niewykluczone, ze taki
mechanizm stanowit podtoze zwigkszonej ilosci martwych
komorek obserwowanych w blastocystach powstatych
z zarodkoéw rozmrozonych. Przyczyna $mierci komorek
mogly by¢ zmiany struktury blony komorkowej, ktorych
przejawem sa uszkodzenia biatek blonowych takich jak na
przyktad GLUT1. W takim wypadku nie jest zaskoczeniem
to, ze czynnik SCF nie zahamowat obumierania komorek,
poniewaz bylo ono prawdopodobnie skutkiem powstania
nieodwracalnych juz uszkodzen. Z drugiej jednak strony
w zarodkach rozmrozonych, ktore nie zatrzymaty si¢
w rozwoju na wezesnych etapach, SCF zwigkszat dynamike
ich wzrostu powodujac, ze mimo zwigkszonej ilosci komo-
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rek obumartych, osiagaty one stadium blastocysty szybciej
niz zarodki hodowane po rozmrozeniu bez obecnosci tego
czynnika. W tym aspekcie mozna mowi¢ o zaznaczonym
ochronnym efekcie badanego czynnika.

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze w obu modelach
doswiadczalnych wykorzystanych w pracy stwierdzono
wprawdzie pewien korzystny wpltyw badanego czynni-
ka, ale byt on ograniczony do wybranych parametrow.
Szczegdlnie wyrazny wplyw na catkowita ilo$¢ komorek
w zarodkach hodowanych w obecnosci Fas-L i SCF przy
jednoczesnym braku nasilenia apoptozy w zarodkach
hodowanych z samym Fas-L moze sugerowac, ze SCF
wywiera w obrebie zarodka dziatanie promitotyczne. Jest
réwniez rzecza prawdopodobna, ze w tym uktadzie SCF
moze dziata¢ synergistycznie, wspomagajac dziatanie
innych czynnikow, lub tez efekt jego dziatania moze by¢
uzalezniony od ich obecnos$ci. Zaleznos¢ taka stwierdzono
w szpiku kostnym, gdzie czynnik pobudzajacy kolonie-1
(CSF-1) oraz czynnik SCF wywieraja synergistyczny
wplyw pobudzajacy proliferacje i réznicowanie si¢ komo-
rek macierzystych w kolonie makrofagow [2, 47]. Innymi
przyktadami takiej kooperacji moze by¢ indukcja tworzenia
kolonii erytropoetycznych przez SCF oraz erytropoetyng,
czy tez synergiczne, promujace dziatanie SCF iIL-6 na
rozw0j mastocytow [44, 58]. Dla wzrastajacych zarodkow
czynnikiem takim méglby by¢ na przyktad czynnik hamu-
jacy biataczke (LIF), ktéry podobnie jak SCF wptywa na
przezycie komorek prapiciowych (PGC) poprzez hamowa-
nie procesu apoptozy [8, 12, 40], a jednoczesnie znany jest
jego promujacy wplyw na wczesny rozwoj embrionalny
[24]. Majac na wzgledzie te fakty oraz wyniki niniejszej
pracy (prawdopodobny efekt promitotyczny w pierwszej
1 zwigkszona dynamike rozwoju w drugiej czesci doswiad-
czen) mozna powiedzie¢, ze praca ta pozwolita na wyty-
czenie kierunkéw dla dalszych badan. Nalezatoby w nich
zbada¢ ewentualny synergistyczny wptyw SCF z innymi
czynnikami wzrostu czy cytokinami na wzrost zarodkéw
w warunkach pozaustrojowych.

Whioski

Uzyskane wyniki pozwalaja na wyciagnigcie naste-
pujacych wniskow:

1. Ekspozycja zarodkéw mysich na Fas-L uposledza
ich rozw0j w okresie przedimplantacyjnym.

2. Reakcja TUNEL nie pozwala wykaza¢, na jakiej
drodze dochodzi do zahamowania wzrostu zarodkow na-
razonych na dziatanie Fas-L.

3. Czynnik SCF wykazuje ochronny wptyw na
wcezesny rozwoj zarodkéw poddanych dziataniu Fas-L.
Wyraza si¢ on zwigkszeniem catkowitej ilosci komorek
blastocysty.

4. Czynnik SCF wykazuje ochronny wptyw na wcze-
sny rozwoj zarodkow poddanych krioprezerwacji. Wyraza
si¢ on zwiekszeniem dynamiki wzrostu tych zarodkow.
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Summary

Introduction: Many studies indicate that hypertension-
related high shear stress and activation of renin-angioten-
sin-aldosterone (RA A) system lead to endothelium damage
and imbalance among haemostatic factors secreted by this
tissue. Tissue plasminogen activator (t-PA) and its inhibitor
(PAI-1), von Willebrand factor (vVWF), and soluble throm-
bomodulin (sTM) are haemostatic markers of endothelial
injury related to hypertension. Hypertensive status is also
accompanied by high fibrinogen (Fb) levels and blood
platelet activation. The influence of RAA system on hae-
mostatic disorders is mainly due to the action of angiotensin
II (Ang II) on PAI-1 synthesis by endothelial cells. Ang II
is generated by angiotensin converting enzyme (ACE). It is
believed that genes encoding PAI-1 and ACE may interact
and regulate the delicate balance in the haemostatic system.
The aim of this study was to: (1) compare hypertensive
and normotensive subjects with regard to haemostatic
factors; (2) assess the effect of ACE I/D and PAI-1 4G/5G

polymorphisms on haemostatic parameters in patients with
essential hypertension as compared with normotensive
subjects; (3) determine whether lipid disturbances modify
the influence of ACE and PAI-1 gene polymorphisms on
haemostatic factors; (4) investigate if there is an interaction
of ACE and PAI-1 gene polymorphisms with haemostatic
parameters in patients with essential hypertension.
Material and methods: 147 patients were enrolled
in this study. They underwent a clinical and laboratory
examination and were also interviewed. The patients were
divided into two groups: hypertensive (HT — 104 patients
with untreated essential hypertension and without clinical
signs of ischaemic heart disease); and normotensive (NT
—43 healthy subjects). A subgroup of 45 patients diagnosed
with mixed dyslipidemia was formed from the HT group.
Haemostatic parameters (t-PA, PAI-1, B-thromboglobulin
(B-TG), vWF, Fb) and ACE activity were determined using
ELISA, ELFA, chronometric and spectrophotometric me-
thods. Genotypes for ACE 1/D and PAI-1 4G/5G polymor-
phisms were determined with the polymerase chain reaction

* Zwigzta wersja rozprawy doktorskiej przyjetej przez Radg Wydziatu Lekarskiego Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie. Promotor:
dr hab. n. med. Maria Jastrzebska. Oryginalny maszynopis obejmuje: 106 stron, 5 rycin, 23 tabele, 226 pozycji piSmiennictwa.

* Concise version of doctoral thesis approved by the Council of the Faculty of Medicine, Pomeranian Medical University in Szczecin. Pro-
motor: Maria Jastrzebska M.D., D.M.Sc.Habil. Original typescript comprises: 106 pages, 5 figures, 23 tables, 226 references.
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amplification followed by electrophoresis of the product on
an agarose gel and detection with ethidium bromide.

Conclusion: The results led to the following conclu-
sions: (1) Untreated essential hypertension is associated
with the prothrombotic state reflected by increased levels
of fibrinogen and tissue plasminogen activator and its
inhibitor; (2) Deletion alleles (D or 4G) potentiate the pro-
thrombotic state manifested by fibrinolytic disturbances
in hypertensive patients as compared with normotensive
subjects; (3) Lipid disorders enhance the prothrombotic
effect of deletion alleles (D or 4G) in untreated essential
hypertension; (4) There is no interaction between ACE I/D
and PAI-1 4G/5G polymorphisms in the regulation of levels
of haemostatic factors.

Key words: gene polymorphism — haemostasis — es-
sential hypertension.

Streszczenie

Wstep: Celem pracy byly: (1) ocena charakteru za-
burzen uktadu hemostazy u pacjentéw z nieleczonym,
samoistnym nadci$nieniem t¢tniczym w porownaniu do
0s6b normotensyjnych, (2) ocena wplywu polimorfizmu
I/D genu ACE oraz polimorfizmu 4G/5G regionu promoto-
rowego genu PAI-1 na stopien nasilenia zmian w uktadzie
hemostazy u chorych z samoistnym nadci$nieniem tetni-
czym, (3) ocena powiazan pomigdzy wptywem badanych
polimorfizméw na uktad hemostazy a zaburzeniami
lipidowymi, (4) poszukiwanie interakcji pomigdzy poli-
morfizmem I/D genu ACE oraz polimorfizmem 4G/5G
regionu promotorowego genu PA/-1 a uktadem hemostazy
u pacjentdow z samoistnym nadci$nieniem tgtniczym.

Material i metody: 147 pacjentéw poddano badaniom
klinicznym (monitorowanie ci$nienia tetniczego krwi, testy
wysitkowe), laboratoryjnym i przeprowadzono u nich wy-
wiad lekarski. Pacjentow podzielono na dwie grupy — hiper-
tensyjna (HT) i normotensyjna (NT). Grupg HT stanowitly
104 osoby (88 mezczyzn i 16 kobiet, srednia wieku 29,4 +
8,3 lat) z nieleczonym samoistnym nadci$nieniem tetni-
czym (eHT) bez cech klinicznych choroby niedokrwiennej
serca. Grupe NT tworzyty 43 zdrowe osoby (24 mgzczyzn
i 19 kobiet, srednia wieku 26,9 + 5,3 lat) z prawidlowym
ci$nieniem tetniczym. Nastgpnie pacjentow z eHT podzie-
lono na dwie podgrupy: z dyslipidemia mieszang (DL) —45
pacjentow i bez zaburzen lipidowych (NLP) — 59 pacjentow.
Oznaczen parametrow hemostatycznych (PAI-1, t-PA,
B-TG, Fb) i aktywnosci ACE dokonano stosujac metody:
immunoenzymatyczna i immunofluorescencyjna (ELISA,
ELFA), chronometryczng oraz spektrofotometryczng. W
celu uwidocznienia polimorficznych regionéw genow ACE
i PAI-1 wykorzystano reakcje tancuchowa polimerazy
(PCR).

Whnioski: Na podstawie otrzymanych wynikoéw sfor-
mutowano nast¢pujace wnioski: (1) nieleczone samoistne

nadci$nienie tg¢tnicze usposabia chorych do stanu proza-
krzepowego, ktory charakteryzuje si¢ wzrostem stgzenia
fibrynogenu, tkankowego aktywatora plazminogenu i jego
inhibitora typu 1; (2) nosicielstwo allelu D polimorfizmu
I/D genu ACE lub allelu 4G polimorfizmu 4G/5G genu
PAI-1u pacjentow hipertensyjnych wiaze si¢ z nasileniem
stanu prozakrzepowego, objawiajacego si¢ uposledzeniem
fibrynolizy w porownaniu do oséb normotensyjnych; (3)
wspotwystgpowanie dyslipidemii nasila wptyw alleli
delecyjnych (D lub 4G) na wystgpowanie stanu proza-
krzepowego u pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym; (4)
oba badane polimorfizmy moduluja uktad hemostazy
niezaleznie od siebie.

Hasta: polimorfizm genetyczny — hemostaza — nadcis$-
nienie tetnicze.

Wstep

Ciénienie tgtnicze jest dodatnio skorelowane z ry-
zykiem miazdzycy oraz $miertelnoscia z powodu jej
powiktan, nawet w zakresie wartosci prawidlowych re-
komendowanych przez WHO (ci$nienie skurczowe < 140
mm Hg i/lub rozkurczowe < 90 mmHg) [1]. Pomimo zZe
nadci$nienie t¢tnicze uznano za niezalezny czynnik ryzy-
ka rozwoju choréb sercowo-naczyniowych, fizjologiczny
i molekularny mechanizm jego wplywu na tworzenie si¢
blaszki miazdzycowej nie zostat w pelni wyjasniony. Waz-
narol¢ w tym procesie odgrywaja migdzy innymi czynniki
hemostatyczne. Wiele badan wskazuje, ze towarzyszace
nadci$nieniu tetniczemu zwigkszone sity §cinania (shear
stress) 1 nadmierna aktywacja uktadu renina-angiotensyna-
-aldosteron (RAA) prowadza do uszkodzenia $rodbtonka,
a w konsekwencji, m.in. do stanu prozakrzepowego, zwia-
zanego z zaburzeniem rownowagi pomi¢dzy czynnikami
pro- i antykoagulacyjnymi wydzielanymi przez te komorki
[2]. Za hemostatyczne markery uszkodzenia Srodblonka
towarzyszace nadcis$nieniu t¢tniczemu uznaje si¢ po-
wszechnie podwyzszenie st¢zenia tkankowego aktywatora
plazminogenu (t-PA) i jego inhibitora typu 1 (PAI-1), czyn-
nika von Willebranda (vWF) oraz wolnej trombomoduliny
(STM). Z wystgpowaniem nadci$nienia tgtniczego Scisle
zwigzany jest rowniez wzrost ste¢zenia fibrynogenu (Fb)
oraz aktywacja ptytek krwi [3, 4].

7 przegladu pismiennictwa wynika, ze towarzyszacy
nadcié$nieniu tgtniczemu stan prozakrzepowy jest skutkiem
zwigkszonej aktywnos$ci uktadu RAA. Najlepiej udoku-
mentowano wptyw aktywnosci tego systemu na czynniki
uktadu fibrynolizy. Konwertaza angiotensyny I (ACE) jest
odpowiedzialna za degradacjg bradykininy (BK) — peptydu,
ktory migdzy innymi peini wazna role¢ mediatora wydzie-
lania t-PA przez komorki $rodbtonka [5]. Z tego powodu
nasilona dziatalno$¢ uktadu RA A wiaze si¢ z obnizeniem
aktywnosci t-PA. Z kolei stymulacja wydzielania PAI-1
w nadci$nieniu tetniczym zalezy przede wszystkim od
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peptydow angiotensynowych — Angll, AnglIl i AnglV
[6, 7, 8].

Fizjologiczna zalezno$¢ migdzy ukladami RAA oraz
fibrynolitycznym moze by¢ konsekwencja interakcji genow
kodujacych ich sktadniki. Ostatnio wiele uwagi poswigca
si¢ zagadnieniu wspotdziatania dwoch genow kodujacych
czynniki kontrolujace poziom aktywnosci tych uktadéw
—ACE i PAI-1.

Zlokalizowany na chromosomie 17 gen dla ACE,
liczy 22 tysigcy pz i zbudowany jest z 26 eksondéw oraz
25 intronéw. Znane sa dwa warianty polimorficzne genu
ACE: allel I (insercyjny), ktory w obszarze intronu 16 za-
wiera sekwencje repetytywna Alu o dtugosci 287 pz oraz
allel D (delecyjny), w ktorym nie stwierdza si¢ obecnosci
tego fragmentu. Polimorfizm ten odpowiada za okoto
47% catkowitej zmiennoSci stgzenia ACE w osoczu. W
populacji ludzkiej wyrdzniono trzy rodzaje genotypow:
heterozygoty ID oraz homozygoty I i DD. Nosicielstwo
allelu D wiaze si¢ ze zwigkszong aktywnoscia ACE [9].
Wydaje sig, ze najbardziej prawdopodobny jest zwiazek
allelu D ze stanami patologicznymi, ktore na dlugo wy-
przedzaja miazdzycg objawowa, dysfunkcja srodbtonka
oraz zaburzeniami hemostatycznymi o charakterze
prozakrzepowym. Natomiast wystapienie cigzszych ob-
jawow sercowo-naczyniowych i mézgowych uzaleznione
jest od dziatania wielu innych wspoétdziatajacych ze soba
czynnikéw genetycznych i Srodowiskowych [10]. Zaob-
serwowano, ze nawet u os6b mtodych, z prawidtowymi
warto$ciami ci§nienia tetniczego, genotyp DD predys-
ponuje do stabszej odpowiedzi naczyniorozszerzajacej
tetnic na acetylocholing (a wigc réwniez obnizonego
wydzielania NO), co wskazuje na uposledzenie funkcji
srodbtonka [11]. Homozygoty DD charakteryzuje réw-
niez znacznie nasilony katabolizm bradykininy, co jest
zwiazane z wyzsza aktywnos$cia ACE, w porownaniu do
0s0b z genotypem II [12], a jak wiadomo, stan ten ma
istotny wptyw na réwnowage w uktadzie fibrynolizy.
Wedtug Makrisa i wsp., osoby z genotypem DD maja
istotnie wyzsze osoczowe stgzenie PAI-1, t-PA, Fb, D-
-dimerow i vVWE, w odniesieniu do os6b z genotypem
ID badz I1 [13].

Gen kodujacy PAI-I lezy na dtugim ramieniu chro-
mosomu 7 i liczy okoto 12,2 tys. pz, zawiera 9 eksonow
i 8 intronow. Ekspresja genu PAI-1 jest regulowana przez
wiele czynnikéw zewngtrznych (przede wszystkim przez
parametry lipidowe), a takze przez polimorfizmy zlokali-
zowane w jego obszarze [14]. Do tej pory opisano okoto 9
polimorfizmoéow genu PAI-1 wplywajacych w réoznym stop-
niu na st¢zenie PA/-1 w osoczu [15], jednakze najwigksze
znaczenie funkcjonalne przypisuje si¢ jednonukleotydo-
wemu polimorfizmowi 4G/5G regionu promotorowego.
Jest on zlokalizowany w pozycji -675 pz od miejsca startu
transkrypcji i polega na obecnos$ci sekwencji 4 lub 5 nukle-
otydow guaninowych (allel 4G Iub 5G). Na tej podstawie
mozna okresli¢ genotyp PAI-1 jako 4G/4G, 4G/5G lub
5G/5G. Dowiedziono, ze allel 5G w przeciwienstwie do

allelu 4G dodatkowo posiada zdolno$¢ wigzania biatka
represorowego, ktore prawdopodobnie hamuje transkrypcje
genu PAI-1[16]. Towarzyszace allelom 4G wyZsze stezenie
osoczowego PAI-1 jest zwiazane ze zwigkszeniem czgstosci
wystepowania choroby wiencowej serca oraz zawatu mig-
$nia sercowego [17, 18, 19]. Polimorfizm 4G/5G moduluje
réwniez wptyw aktywacji uktadu RA A na ekspresj¢ PAI-1.
Zauwazono, ze homozygoty 4G/4G znacznie silniej niz
nosiciele allelu 5G reaguja na wywolany niskim spozyciem
soli wzrost stezenia Ang 11, co przejawia si¢ najwyzszym
stezeniem PAI-1 [20]. Polimorfizm ten wplywa takze na
mierzone spadkiem PAI-1 efekty leczenia inhibitorami
ACE. Zahamowanie uktadu RAA daje najlepsze wyniki
w grupie 0sob z genotypem 4G/4G, ktore wyjsciowo pre-
zentuja najmniej korzystny fenotyp (najwyzsze stgzenie
PAI-1 wywotane najwigksza aktywnoscia uktadu RAA)
[21].

Badania Margaglione i wsp. podkre$laja istnienie
trendu do wystgpowania wyzszego stezenia PAI-1 w oso-
czu u pacjentdOw z zaawansowana miazdzyca bedacych
homozygotami pod wzglgedem alleli delecyjnych genow dla
PAI-11ACE (4G/AG + DD) [22]. Ta sama analiza przepro-
wadzona na duzej grupie oséb bez klinicznych objawow
miazdzycy pokazata, ze oba polimorfizmy sa niezaleznymi
predyktorami stezenia osoczowego PAI-1 [23]. Zagadnieniu
interakcji migdzy polimorfizmami 4G/5G genu PAI-111/D
genu ACE po$wigcono wiele uwagi. Badano ich wplyw na
$miertelno$¢ z powodu choréb naczyniowych, na wystepo-
wanie choroby wiencowej i zawatu serca oraz makroangio-
patii towarzyszacej cukrzycy [24, 25, 26, 27]. Wyniki tych
prac nie sa jednoznaczne z wnioskami ptynacymi z badan
Margaglione i wsp.

Opublikowane wcze$niej wyniki badan przeprowadzo-
nych na grupie pacjentéw z eHT, ktora bedzie przedmiotem
analiz w niniejszej pracy, wskazuja, ze nosicielstwo alleli
delecyjnych polimorfizmu 4G/5G genu PAI-1 zwiazane jest
ze stanem prozakrzepowym przejawiajacym si¢ wzrostem
stezenia Fb, PAI-1 i t-PA [28]. By¢ moze allele delecyjne
polimorfizmu I/D genu ACE réwniez odgrywaja znaczaca
rolg w modulowaniu uktadu hemostazy u tych pacjentow.
Wydaje sig, ze sa oni dogodnym materiatem do weryfikacji
wynikéw badan Margaglione i wsp. Wynika to z tego, ze
u pacjentdw z samoistnym nadci§nieniem t¢tniczym moz-
na si¢ spodziewac zwigkszonej aktywacji uktadu RAA.
Z uwagi na fakt, ze na rozwoj choréb ukladu sercowo-na-
czyniowego, poza czynnikami genetycznymi, niewatpliwie
duzy wptyw maja tez czynniki §rodowiskowe, analiza
powinna by¢ poszerzona takze o ich udziat.

W oparciu o przedstawione dane w niniejszej pracy
sformutowano nastgpujace cele: (1) ocena charakteru
zaburzen uktadu hemostazy u pacjentéw z nieleczonym
samoistnym nadci§nieniem tetniczym w poréwnaniu
do oséb normotensyjnych; (2) ocena wplywu polimor-
fizmu I/D genu ACE oraz polimorfizmu 4G/5G regionu
promotorowego genu PA/-1 na stopien nasilenia zmian
w uktadzie hemostazy u chorych z samoistnym nad-
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ci$nieniem tetniczym; (3) ocena powiazan pomigdzy
wplywem badanych polimorfizméw na uktad hemo-
stazy a zaburzeniami lipidowymi; (4) poszukiwanie
interakcji pomigdzy polimorfizmem I/D genu ACE oraz
polimorfizmem 4G/5G regionu promotorowego genu
PAI-1 a uktadem hemostazy u pacjentéw z samoistnym
nadci$nieniem t¢tniczym.

Material i metody

Protokét badan uzyskat aprobate Komisji Bioe-
tycznej Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie.
Wszyscy pacjenci zostali poinformowani o charakterze
badan i wyrazili pisemna zgodg na ich przeprowadzenie.
Badanych rekrutowano sposrod pacjentéw hospitalizowa-
nych w Klinice Endokrynologii, Nadci$nienia Tgtniczego
i Chorob Przemiany Materii PAM, a takze spos$rod osob
zglaszajacych si¢ do Przychodni Przykliniczne;.

147 pacjentéw poddano badaniom klinicznym (mo-
nitorowanie ci$nienia tgtniczego krwi, testy wysitkowe),
laboratoryjnym i przeprowadzono u nich wywiad lekar-
ski. Pacjentow podzielono na dwie grupy — hipertensyjna
(HT) i normotensyjng (NT). Grupg HT stanowily 104
osoby (88 mgzczyzn i 16 kobiet, Srednia wieku 29,4 + 8,3
lat), z nieleczonym do chwili rozpoznania, samoistnym
nadcis$nieniem tg¢tniczym (eHT) bez cech klinicznych
IHD. Grupe NT stanowity 43 zdrowe osoby (24 m¢zczyzn
i 19 kobiet, srednia wieku 26,9 + 5,3 lat) z prawidtowym
ci$nieniem tgtniczym. Cidnienie tgtnicze krwi mierzono
za pomoca sfigmomanometru rtgciowego, a nastgpnie
monitorowano przez 24h metoda ABPM (Ambulatory
Blood Pressure Monitoring) aparatem Spacelabs. Kryte-
rium rozpoznania eHT bylo SBP>140 mmHg oraz DBP
> 90 mmHg (wg WHO). W oparciu o wywiad i badania
biochemiczne wykluczono pacjentéw z cukrzyca, choro-
bami nerek, otyto$cia i chorobami wywotujacymi wtoérna
hiperlipoproteinemig. Zaburzenia lipidowe w grupie hi-
pertensyjnej rozpoznano na podstawie kryteriow (i/lub):
TC > 5,17 mmol/L, LDL-C > 3,49 mmol/L, HDL-C < 1,03

Tabela 1. Charakterystyka biochemiczna grupy hipertensyjnej
(HT) i normotensyjnej (NT) (X + SD)

Table 1. Biochemical characteristics of hypertensive (HT) and
normotensive (NT) groups (X + SD)

Parametr / HT NT

Parameter n=104 n=43 p
Wiek / Age (lata / years) 29,4+8,3 26,9+53 NS
Glukoza / Glucose (mmol/L) 5,03+0,60 | 4,80+0,45| 0,03
Kwas moczowy / Uric acid (mmol/L) | 0,38 +0,07 | 0,33 +0,07 [ 0,0003
AspAT (U/L) 252+9,1 24,5+ 6,4 NS
AlaAT (U/L) 30,4+ 15,5| 24,7+10,9| 0,03
BMI (body mass index) (kg/m?) 25,6 +3,6 23,0+3,3 [0,0001
TC (mmol/L) 5,35+ 1,09 | 4,73+0,90 | 0,001
LDL-C (mmol/L) 3,01 £0,82| 2,42+0,6 |0,0001
HDL-C (mmol/L) 1,21+0,22 | 1,35+0,27 | 0,0009
Triglicerydy / Triglycerides (mmol/L) | 1,76 £ 1,59 | 1,08 + 0,55 | 0,006

mmol/L, TG >2,06 mmol/L. Na tej podstawie podzielono
pacjentéw z nadci$nieniem tgtniczym na dwie podgrupy:
z dyslipidemia mieszang (DL) i bez zaburzen lipidowych
(NLP). Do podgrupy DL zakwalifikowano 45 pacjentow
z eHT. Cechowalo ich podwyzszone st¢zenie TG i obni-
zone HDL-C (hiperlipoproteinemia pierwotna typu IV)
lub podwyzszone stgzenia TC, LDL-C i TG (hiperlipopro-
teinemia pierwotna typu IIb). Podgrupa NLP zawierata
pozostatych 59 pacjentéw z eHT. Charakterystyke ogolna
i biochemiczna grupy hipertensyjnej i normotensyjnej
zawiera tabela 1.

Metodyka oznaczen parametréw hemostatycznych,
lipidowych i aktywnos$ci ACE

Oznaczenia PAI-1, t-PA i1 B-TG wykonano z uzyciem
gotowych zestawow testowych ASSERACHROM firmy
Diagnostica Stago (ELISA — enzyme linked immunosorbent
assay). Stezenie Fb zostalo okreslone metoda chronome-
tryczna wg Claussa (test Hemolab Fibrinomat; bioMerieux).
Stezenie VWF zostato oznaczone metoda immunofluore-
scencyjna (ELFA mini Vidas — enzyme linked fluorescent
assay). Aktywno$¢ ACE mierzono metoda spektrofoto-
metryczna, z uzyciem zestawow diagnostycznych firmy
Sigma — UV Test ACE.

Sposrod parametrow lipidowych oznaczano stgzenie
cholesterolu catkowitego (TC), triglicerydow (TG) oraz
cholesterolu lipoprotein o niskiej (LDL-C) i wysokiej
gestosci (HDL-C) przy uzyciu zestawow testowych firmy
Boehringer Mannheim z aplikacja na analizator Clinilab
(bioMerieux).

Pomocnicze badania laboratoryjne

Badania pomocnicze wykonano w celu oceny stanu
zdrowia badanych oséb. Badania biochemiczne (aktywno$¢
aminotransferaz, st¢zenie kwasu moczowego i glukozy)
wykonano metodami przyjetymi za rutynowe w Labora-
torium Centralnym Samodzielnego Publicznego Szpitala
Klinicznego nr 2 PAM w Szczecinie. Laboratorium pra-
cuje pod kontrola krajowa (AM L.6dZ) i migdzynarodowa
(Randox, Irlandia).

Izolacja DNA

Genomowy DNA izolowano metoda nieenzymatycz-
na-nieorganiczna z uzyciem 2% roztworu Tritonu X-100
[29]. Uzyskany DNA zawieszano w buforze (Tris-EDTA)
TE pH 5,5. Pomiary stgzenia DNA wykonane byly za
pomoca spektrofotometru (UV/VIS spectrometr Lambda
40, Perkin-Elmer, Niemcy) przy analitycznej dlugosci
fali 260 nm. Materiat przechowywano do dalszych badan
w temperaturze -20°C.

Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR) genu ACE
Do PCR uzywano DNA po rozcienczeniu go do ste-
zenia 40 ng/uL. Dla oceny polimorfizmu I/D genu ACE
przy amplifikacji DNA w PCR zostaty zastosowane pary
oligonukleotydow: 5-GCCCTGCAGGTGTCTGCAG-
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CATGT-3" jako primer sensowy (ACE-1) i 5-GGATG-
GCTCTCCCCGCCTTGTCTC-3" jako primer antysen-
sowy (ACE-2). Produktami PCR z tymi primerami byty
fragmenty cDNA: dla allelu D fragment o dtugosci 319 par
zasad (pz), a dla allelu I fragment o dtugosci 597 par zasad.
7 uwagi na zjawisko preferencyjnej amplifikacji krotszych
fragmentéw DNA (w tym przypadku allelu D) i stad
ryzyko ,,niedoszacowania” czgsto$ci wystgpowania geno-
typu ID, probki DNA od os6b, wstepnie okreslonych jako
homozygoty DD, byty weryfikowane poprzez wykonanie
drugiej tancuchowej reakcji polimerazowej (PCR) z para
primeréw 5-TGGGACCACAGCGCCCGCCACTAC-3
jako primerem sensowym (ACE-3) i 5-TCGCCAGCC-
CTCCCATGCCCATAA-3' jako primerem antysensowym
(ACE-4). Primery ACE-3 i ACE-4 sa swoiste dla allelu I
[30]. Produkt PCR o dtugosci 395 pz jest dowodem obec-
nos$ci genotypu ID, brak powyzszego produktu potwierdza
obecnos¢ genotypu DD.

Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR) genu PAI-1

Dla oceny polimorfizmu 4G/5G genu PAI-1 przy
amplifikacji DNA w PCR zostala zastosowana para
oligonukleotydow: 5°-CACAGAGAGAGTCTGGC-
CACGT-3" jako primer sensowy (PAI-se) i 5'-CCAACA-
GAGGACTCTTGGTCT-3" jako primer antysensowy
(PAI-as) [31]. Produktem PCR z tymi primerami jest
fragment DNA o dlugosci 98 par zasad dla allelu 4G
199 par zasad dla allelu 5G. Przy kostrukcji primera
PAI-se w miejsce szostej od konca 3° adeniny obecnej
w prawidtowej sekwencji genu wprowadzona zostata cy-
tozyna (podkreslone C). Spowodowato to pojawienie sig
,»Sztucznego” miejsca restrykcyjnego dla enzymu BseL
I (Boehringer Mannheim) (CCN5|N2GG) w przypadku
allelu 5G i strawienie produktu PCR na fragmenty 77
i1 22 par zasad. Przy obecnosci allelu 4G produkt PCR
(98 par zasad) po inkubacji z enzymem BseL I pozostaje
niestrawiony.

Protokél PCR

Probki DNA (40 ng) byty amplifikowane w roztworze
o koncowej objetosci 20 uL, zawierajacym 4 pM kazdego
primera, 2,5 mM kazdego z trifosforanéw dezoksyrybonu-
kleotydow (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Promega), bufor
do PCR (koficowe stgzenie magnezu: 1,5 mM MgC, )
(Boehringer Mannheim) 10,5 jednostki polimerazy Taq
(Boehringer Mannheim). Amplifikacje zostaly przeprowa-
dzone w termocyklerze Mastercycler gradient (Eppendorf)
w nast¢pujacych warunkach: wstgpna denaturacja w temp.
94°C przez 5 min, a nastgpnie 35 cykli: denaturacja w temp.
94°C przez 15 s, wiazanie primerow (tzw. annealing) przez
30 s wtemp. 64°C i wydtuzanie tancucha w temp. 72°C
przez 30 s; PCR konczylo 8 minutowe wydtuzanie tancucha
w temp. 72°C. Otrzymane w wyniku trawienia fragmenty
cDNA oraz kontrole negatywne (produkty PCR bez tra-
wienia enzymem restrykcyjnym) i marker wielkosci DNA
byty rozdzielane elektroforetycznie w 3% zelu agarozowym

wybarwianym bromkiem etydyny. W celu dokumentacji
wynikow wykonano zdjgcia zeli w $wietle UV.

Analiza statystyczna

Obliczenia statystyczne wykonano przy uzyciu pakietu
Statistica (StatSoft, USA). Dla oceny normalno$ci rozkta-
doéw wykorzystano test Kotmogorowa—Smirnowa; w razie
koniecznosci zastosowano transformacj¢ logarytmiczna.
Poréwnania migdzy podgrupami przeprowadzono, stosujac
testy parametryczne: test t-Studenta oraz dwuczynnikowa
ANOVA wraz z testami poréwnan wielokrotnych (test
Tukeya, test NIR). Wyliczono wspodlczynniki korelacji
r Pearsona. Za istotne statystycznie przyjeto rdéznice na
poziomie p < 0,05.

Wyniki

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono
w tabelach 2—6. Tabela 2 zawiera pordwnanie $rednich
wartosci ci$nienia tetniczego, aktywnosci ACE i1 badanych
parametrow hemostazy w grupie hipertensyjnej i normo-
tensyjnej.

Rezultaty analiz dotyczacych zaleznosci migdzy
polimorfizmem I/D genu ACE a badanymi parametrami
w grupie nadci$nieniowej i 0s6b zdrowych zawieraja
tabele 3 14. Tabela 3 przedstawia analiz¢ dwuczynni-
kowa w ukladzie przynalezno$¢ grupowa (grupa HT
lub NT) x polimorfizm I/D w odniesieniu do wartosci
ci$nienia tetniczego, aktywno$ci ACE oraz parametrow
hemostatycznych, natomiast tabela 4 w uktadzie dyslipi-
demia x polimorfizm I/D u pacjentdéw nadci$nieniowych.
Analiza zwiazkow korelacyjnych pokazata, ze wytacznie
u pacjentéw z eHT z genotypem DD wystapita znamienna
korelacja ACE z BMI (r = 0,49; p = 0,01), a takze PAI-1
z ACE (r=0,48; p=0,05), zBMI (r=0,61; p=10,01)
oraz z HDL-C (r =-0,55; p = 0,01). Zaleznosci takich nie
stwierdzono w grupie normotensyjnej. Uwzglednienie
w analizie dodatkowego czynnika, jakim jest wyste-
powanie zaburzen lipidowych, spowodowato nasilenie
obserwowanych zalezno$ci. Swiadcza o tym silniejsze
korelacje ACE z BMI (r = 0,62; p = 0,05), PAI-1 z BMI

Tabela 2. WartoSci ciSnienia tetniczego krwi, aktywno$é ACE
i badane parametry hemostazy w grupie hipertensyjnej (HT)
i normotensyjnej (NT) (X £ SD)

Table 2. Blood pressure, ACE activity, and haemostatic parameter
levels in hypertensive (HT) and normotensive (NT) groups (X + SD)

Parametr / HT NT

Parameter n=104 n=43 p
SBP (mm Hg) 153,4+10,8 119,7 £ 15,2 0,0000
DBP (mm Hg) 99,5+6,9 75,1 +£10,9 0,0000
ACE (U/L) 48,1 +£26,0 44,7 +30,3 NS
t-PA (ng/mL) 73+3,8 57+28 0,0131
PAI-1 (ng/mL) 31,2+22,8 18,0+ 15,5 0,0006
Fb (g/L) 2,88 £0,62 2,64 £0,48 0,0199
vWF (%) 76,3 +30,3 70,4 + 31,3 NS
B-TG (IU/L) 128,4 + 52,0 148,8 + 40,6 0,0210
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Tabela 3. Interakcja polimorfizmu I/D genu ACE oraz przynaleznosci grupowej (grupa hipertensyjna — HT lub normotensyjna — NT)
a wartoSci ciSnienia tetniczego krwi, aktywnos$é ACE oraz badane parametry hemostazy (X = SD)

Table 3. Interaction between ACE gene 1/D polymorphism and hypertensive status (hypertensive — HT or normotensive — NT group) in the
regulation of blood pressure, ACE activity and haemostatic parameter levels (X £ SD)

i D DD p
Parametr / HT (n = 30) HT (n = 50) HT (n=24) (ANOVA)
Parameter NT (n=15) NT (n=21) NT (n=7) 1 2 1x2
SBP (mm Hg) HT 1550 £9,7 150,7 + 10,3 157,0+ 11,9 0,0000 NS 0,02
NT 14,1 + 12,8 123,1 £ 16,6 119,7 + 8,9
DBP (mm Hg) HT 101,3 £ 6,1 98,8+ 6,7 98,4 + 8,0 0,0000 NS NS
NT 743 +122 75,7+ 10,6 743+ 6,7
ACE (U/L) HT 33,4+19,9 53,3+27,0+ 55242391 NS 0,0000 0,008
NT 37,5+23,6 40,0+ 22,7 81,0 £40,9 *
t-PA (ng/mL) HT 84+£49# 6,7+3,2 73+33 0,011 NS NS (0,13)
NT 49+22 6,1+3,1 59430
PAI-1 (ng/mL) HT 28,6+ 20,1 31,1 +23,4 34,7 4£252§ 0,001 NS NS
NT 16,0 = 14,9 20,7 £ 17,6 151497
Fb (g/L) HT 3,03 +0,739 2,80 + 0,60 2,88+ 0,49 NS (0,06) NS NS
NT 2,68 0,48 2,50 + 0,45 2,78 £0,58
VvWF (%) HT 84,8+ 44,0 & 72,9+227 72,9+ 21,6 NS NS NS (0,1)
NT 61,6+ 16,6 76,2 + 40,5 73,8 £25,8
B-TG (IU/L) HT 130,6 + 50,2 127,9 52,3 126,9 + 55,6 0,05 NS NS
NT 1537+ 427 148,5+ 44,4 142,0 + 25,4

1 —wplyw przynaleznosci grupowe;j / effect of group, 2 — wplyw polimorfizmu I/D / effect of I/D polymorphism, 1x2 —interakcja: przynaleznos$¢ grupowa

x polimorfizm I/D / interaction: group x I/D polymorphism

T vs. HT I, p= 0,02; I vs. HT II, p= 0,009; * vs. NT II, p=0,002; oraz vs. NT ID, p=0,003; oraz vs. HT II, p=0,0001; # vs. NT II p=0,022; § vs. NT DD,
p=0,03; vs. NT II, p=0,009; vs. NT ID, p=0,03; § vs. NT ID, p=0,009; & vs. NT II, p=0,02; (test Tukeya / Tukey’s test)

(r=0,78; p=0,01) oraz PAI-1 zHDL-C (r =-0,64;
p =0,05) zanotowane u pacjentéw nadci$nieniowych
z genotypem DD i dyslipidemia. U homozygot 11 zano-
towano takze istnienie silnej korelacji st¢zenia t-PA ze
stezeniem TG (r = 0,58). Zwiazki takie nie wystepowaty
w grupie pacjentow z eHT bez zaburzen lipidowych.
Ocena danych testem y* nie wykazata istotnych staty-
stycznie roznic pomigdzy grupa HT i NT, jesli chodzi
0 czestosci wystepowania genotypow i alleli badanego
polimorfizmu. Rozktad czgsto$ci genotypow w grupie
HT i NT byl zgodny z czgstoScia spodziewana, wyliczona

z robwnania Hardy’ego—Weinberga (grupa HT: y*= 0,125,
p = 0,94; grupa NT: > = 0,004, p = 0,99).

Rezultaty analiz dotyczacych zalezno$ci migdzy poli-
morfizmem 4G/5G a badanymi parametrami przedstawiaja
tabele 5 1 6. Tabela 5 zawiera dwuczynnikowa analize wa-
riancji, w uktadzie przynaleznos¢ grupowa (grupa HT lub
NT) x polimorfizm 4G/5G, w odniesieniu do wartosci cis-
nienia tetniczego, aktywno$ci ACE i badanych parametrow
hemostazy, natomiast tabela 6 w ukladzie dyslipidemia x
polimorfizm 4G/5G w grupie HT. Populacja nadci$nieniowa
1 0s6b normotensyjnych nie rdznity si¢ istotnie statystycznie

Tabela 4. Interakcja polimorfizmu I/D genu ACE i zaburzen lipidowych (dyslipidemia) a wartosci ci$nienia tetniczego, aktywnosé¢ ACE
i parametry hemostazy u pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym (X = SD)

Table 4. Interaction between ACE gene I/D polymorphism and dyslipidemia in the regulation of blood pressure, ACE activity and
haemostatic parameter levels (X £ SD)

D) | pow
Parameter 11 1D DD 1 D DD 1 2 1x2
n=12 n=22 n=11 n=18 n=28 n=13

SBP (mm Hg) 155,5+ 13,3 150,1 £ 11,4 160,0 £ 13,8 154,6 £ 6,7 151,2+9,5 154,5+9,9 NS 0,03 | NS
DBP (mm Hg) 101,8 £ 5,1 99,5+8.,5 99,0+74 101,0 £ 6,8 98,3+5,1 97,8 + 8,7 NS NS NS
ACE (U/L) 44,8 +£23,6 62,6 £294 58,1+26,1 1 254+122 46,1 £22,9 52,8 £22,7% | 0,006 | 0,001 | NS
t-PA (ng/mL) 11,6 £ 2,8 # 7,3+9,7 94+29 6,2+2,5 6,1 £3,6 55+2,5 0,0000 [ 0,03 | 0,03
PAI-1 (ng/mL) 31,2+19,2 38,9+273§ 43,1 +£29,3§ 26,8 +21,0 25,0+ 18,2 27,0 + 18,9 0,02 NS NS
Fb (g/L) 3,22+0,92 2,82 +0,58 3,04 £0,57 2,91 +0,56 2,78 + 0,62 2,74 + 0,38 NS NS NS
vWF (%) 76,3 £25,9 75,5+22,2 69,1 19,5 90,8 + 53,2 70,8 £23,3 76,0 £23,5 NS NS NS
B-TG (IU/L) 113,2 £ 40,0 124,8 £ 47,0 137,3 £ 54,8 142,9 + 54,1 134,0 £ 57,1 118,2 + 56,9 NS NS NS

1 — wpltyw dyslipidemii / effect of dyslipidemia, 2 — wptyw polimorfizmu I/D / effect of I/D polymorphism, 1x2 — interakcja: dyslipidemia x polimorfizm

1/D / interaction: dyslipidemia x I/D polymorphism

1 vs. IINLP, p=0,0001; { vs. I NLP, p=0,01; * vs. IINLP p=0,02; # vs. DL , p=0,01 oraz vs. NLP  , p=0,0004; oraz vs. NLP,, p=0,0002; oraz vs. NLP ,

p=0,001(test Tukeya / Tukey’s test); § vs. NLP._, p=0,03 (test NIR / NIR test)

1D
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Tabela 5. Interakcja polimorfizmu 4G/5G genu PAI-1 oraz przynaleznoSci grupowej (grupa hipertensyjna — HT lub normotensyjna — NT)

a wartoSci ciSnienia tetniczego krwi, aktywno$é ACE oraz badane parametry hemostazy (X = SD)

Table 5. Interaction between PAI-1 gene 4G/5G polymorphism and hypertensive status (hypertensive — HT or normotensive — NT group) in
the regulation of blood pressure, ACE activity and haemostatic parameter levels (X + SD)

5G/5G 4G/5G 4G/AG p
Parametr / Parameter HT (n=17) HT (n=50) HT (n=37) (ANOVA)
NT n=4) NT (n=21) NT (n= 18) 1 2 1x2

SBP (mm Hg) HT 1558 + 12,6 152,9 +£10,7 152,9 + 10,0 0,000 NS NS
NT 114,3+43 124,6 £ 15,4 115,1 £14,0

DBP (mm Hg) HT 95,9+79 99,3+6,7 101,3 £6,2§ 0,000 0,22 0,0005
NT 74,5+6,2 79,7 + 10,5 69,9 +£9,0

ACE (U/L) HT 49,4 +£22.6 48,9 +28,1 432 +27,0 NS NS NS
NT 49,3 +£26,5 43,3 +33,4 43,8 £ 36,0

t-PA (ng/mL) HT 6,6 2,8 73+43F 7,6 +3,7 % NS (0,07) NS NS
NT 6,024 6,3+29 4,8+27

PAI-1 (ng/mL) HT 254 +175 31,3+244* 339+229# 0,019 NS NS
NT 20,8 +16,3 18,6 £ 16,6 17,1 £15,0

Fb (g/L) HT 2,84 +£0,63 2,88 £0,46 2,91+0,79 NS NS NS
NT 2,87 +0,49 2,69 £ 0,45 2,56 + 0,46

vWF (%) HT 81,1 £34,7 77,5 £ 34,7 72,3 £20,2 NS NS NS
NT 105,1 £55,0 67,5+ 17,5 66,8 + 36,2

B-TG (IU/L) HT 119,0 £ 51,1 128,7+52,2 132,6 + 53,0 0,028 NS NS
NT 158,3 +146,2 148,2 + 40,9 148,4 £ 41,6

1 — wplyw przynaleznosci grupowej / effect of group, 2 — wptyw polimorfizmu 4G/5G / effect of 4G/5G polymorphism, 1x2 — interakcja: przynaleznos$¢
grupowa X polimorfizm 4G/5G / interaction: group x 4G/5G polymorphism
§ vs. NT 4G/4G, vs. NT 4G/5G, vs. NT 5G/5G p=0,0000; (test Tukeya / Tukey’s test); T vs. NT 4G/4G, p=0,01; I vs. NT 4G/4G, p=0,007; * vs. NT 4G/4G
ivs. NT 4G/5G, p=0,02; # vs. NT 4G/4G, p=0,068; vs. NT 4G/5G, p=0,09; (test NIR / NIR test)

rozktadem genotypdw i czgstoscia alleli 4G 1 5G. Obie grupy
znajdowaly si¢ w stanie rownowagi Hardy’ego—Weinberga
pod wzgledem polimorfizmu 4G/5G genu PAI-1 (grupa HT:
¥ =0,0005, p=0,99; grupa NT: > = 0,3769, p = 0,83).

W grupie pacjentéw z nadci$nieniem t¢tniczym prze-
prowadzono réwniez dwuczynnikowa analiz¢ wariancji
w uktadzie polimorfizm I/D genu ACE x polimorfizm
4G/5G regionu promotorowego genu PA/-1. Nie wykazano
wspolnego oddziatywania badanych polimorfizmoéow na
warto$ci wybranych parametrow hemostazy, aktywno$é
ACE 1 warto$ci ci$nienia tetniczego.

Dyskusja

Wyniki badan wlasnych wskazuja, ze pacjentow
z nieleczonym, samoistnym nadci$nieniem tg¢tniczym
charakteryzuje wystepowanie zaburzen w uktadzie hemo-
stazy o charakterze prozakrzepowym przejawiajacych si¢
podwyzszonym stezeniem czynnikoéw fibrynolitycznych
(t-PA 1 PAI-1) oraz fibrynogenu. Ich obecnos¢ jest nieko-
rzystnym czynnikiem prognozujacym rozwdj i pogiebienie
patologicznych zmian w uktadzie sercowo-naczyniowym
(miazdzyca tgtnic, widknienie §ciany naczyn). Stan ten

Tabela 6. Interakcja polimorfizmu 4G/5G genu PAI-1 i zaburzen lipidowych (dyslipidemia) a wartosci ciSnienia tetniczego, aktywnos¢ ACE
i parametry hemostazy u pacjentow z nadcisnieniem tetniczym (X = SD)

Table 6. Interaction between PAI-1 gene 4G/5G polymorphism and dyslipidemia in the regulation of blood pressure, ACE activity and
haemostatic parameter levels (X £ SD)

parametr psliidonia (Dl e ormaliguia 8y P (ANOVA)
Parameter 5G/5G 4G/5G 4G/AG 5G/5G 4G/5G 4G/AG | 2 1x2
n=9 n=22 n=14 n=_8 n=28 n=23

SBP (mm Hg) 159,6 + 15,3 152,4 £ 13,8 152,8 £9,22 151,6 £ 7,6 153,4+78 152,9 +10,7 NS NS NS
DBP (mm Hg) 99,2 + 6,53 989 +87 102,1 £5.2 92,3+ 8,1 99,5 +4,6 100,8 £ 6,8 1 NS 0,02 | NS
ACE (U/L) 55,1 £20,9 63,3 £27,8 43,1+ 33,6 458 +233 37,6 £23,1 43,2+19,5 0,03 NS NS
t-PA (ng/mL) 83+2,8 9,1 +4,6* 9,1+44# 77+1,2 6,0+3,5 6,6 +2,8 0,0002 | NS NS
PAI-1 (ng/mL) 34,0+ 18,3 37,5+£28,2§ 41,0 £26,9 15,7+ 10,6 26,4 +20,1 29,1 £ 19,1 0,006 NS NS
Fb (g/L) 3,03+0,73 3,04 +0,47 2,8+0,94 2,63 +0,44 2,75+0,43 2,95+0,70 NS NS NS
vWF (%) 66,0 + 18,5 77,4 +£26,3 74,2 £ 17,3 98,0 +41,7 77,6 +40,8 71,1 £223 NS NS NS
B-TG (IU/L) 109,0 + 56,8 128,9 +42.5 128,4 + 48,6 133,0 £44,9 128,5 + 59,8 135,2 £ 56,6 NS NS NS

1 — wptyw dyslipidemii / effect of dyslipidemia, 2 — wptyw polimorfizmu 4G/5G / effect of 4G/5G polymorphism, 1x2 — interakcja: dyslipidemia x poli-
morfizm 4G/5G / interaction: dyslipidemia x 4G/5G polymorphism
T vs. NLP 5G/5G, p=0,01; I vs. NLP 5G/5G, p=0,03; * vs. NLP 4G/5G, p=0,03; vs. NLP 5G/5G, p=0,04; # vs. NLP 4G/5G, p=0,08; vs. NLP 5G/5G,
p=0,07 (zacytowano mimo braku istotnosci stat.) (test Tukeya/ Tukey’s test); § vs. NLP 5G/5G, p=0,02; § vs. NLP 4G/5G, p=0,05; vs. NLP 5G/5G, p=0,01

(test NIR / NIR test)
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zwykle prowadzi do wystapienia ostrych epizodéw ser-
cowo-naczyniowych. Wyniki te wydaja si¢ dobrze po-
twierdza¢ wczesniejsze badania nad uktadem hemostazy
u pacjentdw z pierwotnym nadci$nieniem te¢tniczym [32,
33, 34, 35].

Z przegladu piSmiennictwa wynika, ze allele delecyjne
polimorfizméw 1/D genu ACE oraz 4G/5G genu PAI-1 moga
wiazacé si¢ z predyspozycja do stanu prozakrzepowego [13,
28]. Analizujac interakcje migdzy przynaleznoscia osob
badanych do grupy nadci$nieniowej lub normotensyjnej
a polimorfizmami genéw ACE i PAI-1, wyodrgbniono
sposrod pacjentow z eHT grupy o niekorzystnych fenoty-
pach zwiazanych z wigkszym ryzykiem wystapienia stanu
prozakrzepowego. Osobami, u ktérych wystapit przejawia-
jacy si¢ wzrostem st¢zenia PAI-1 defekt fibrynolizy, byli
pacjenci z nadcis$nieniem te¢tniczym z genotypem DD lub
bedacy nosicielami allelu 4G. Z kolei wzrost t-PA byt cha-
rakterystyczny dla pochodzacych z grupy nadci$nieniowej
homozygot II lub nosicieli allelu 4G.

Zalezno$¢ migdzy polimorfizmem genu ACE a hemo-
staza jest tematem budzacym wiele kontrowersji. Czgs$¢
prac potwierdza zwiazek allelu delecyjnego ze stanem
prozakrzepowym. Na przyktad, w przeprowadzonych
u 0s6b zdrowych badaniach Kima i Matsubary genotyp
DD lub nosicielstwo allelu D wigzalo si¢ z podwyzszonym
stezeniem PAI-1 w osoczu badanych [36, 37]. Réwniez
u rekrutowanych z populacji greckiej 104 pacjentdw, z nie-
leczonym do chwili rozpoznania eHT, homozygotycznos$¢
DD predysponowata do wysokiego stgzenia PAI-1 [13].
U pacjentéw po zawale mig$nia sercowego, u ktérych
wykonano zabieg przezskornej angioplastyki wiencowe;j,
wzrost stezenia PAI-1, wywolany uszkodzeniem §rodbton-
kanaczyn podczas zabiegu, byt silniejszy u osdb z genoty-
pem DD. Zdaniem autoréw pracy, stan taki moze wiazac si¢
w przysztosci ze zwigkszonym ryzykiem restenozy w tej
grupie chorych [38]. Z drugiej strony amerykanskie badania
NHLBI Family Heart, w ktorych uczestniczyto 1005 oséb
bez klinicznych objawow choroby niedokrwiennej serca,
(ischaemic heart disease — IHD) wykazaly brak zwiazku
migdzy stgzeniem PAI-1 a polimorfizmem genu ACE
[39]. Takze wyniki pracy Jenga i wsp., przeprowadzonej
u pacjentéw z nadci$nieniem, nie potwierdzity istnienia
zalezno$ci migdzy allelem D a defektem fibrynolizy [40].

Obserwowane w badaniach wlasnych podwyzszone
stezenie PAI-1 u nosicieli allelu 4G z grupy nadci$nieniowej
jest zgodne z wynikami wielu prac [17, 18]. Wyodrgbnio-
na, na podstawie oznaczania polimorfizmu 4G/5G genu
PAI-1, grupa zwigkszonego ryzyka stanu prozakrzepowego
moze by¢ narazona na wystapienie w przysztosci ostrych
epizodéw wiencowych [17, 18, 19] lub nagtej $mierci ser-
cowej [41]. Jednakze autorzy niektorych badan przypisuja
allelowi 4G raczej rolg protekcyjna. Wedtug Roesta i wsp.,
homozygotyczno$¢ 4G/4G wiaze si¢ z obnizonym ryzy-
kiem $miertelnosci z powodu udaru moézgu. Zalezno$é
te thumaczono ochronna rolg PAI-1 w stabilizacji blaszek
miazdzycowych [42]. Wyzsza czgstoS¢ wystgpowania

allelu 4G zanotowano rowniez u wloskich stulatkoéw [43]
oraz u stynacych z niskiej zapadalnosci na choroby uktadu
sercowo-naczyniowego Indian Inuit z Grenlandii [44].

Jednymi z gtéwnych czynnikéw zaktocajacych rowno-
wage w uktadzie fibrynolizy u pacjentéw z nadci$nieniem
tetniczym sa parametry zwiazane z gospodarka lipidowa
[45,46]. Mimo ze badania wtasne zostaty przeprowadzone
u 0s6b miodych, w celu ograniczenia czynnikoéw ryzyka
chordb sercowo-naczyniowych zwiazanych z wiekiem, to
nie udato si¢ unikna¢ wystgpowania zaburzen lipidowych
u badanych pacjentéw. Niemal u polowy z nich zdiagnozo-
wano dyslipidemi¢ mieszana. Cata grupa nadci$nieniowa
charakteryzowata si¢ takze podwyzszonym BMI, steze-
niem glukozy i mniej korzystnym profilem lipidowym —
w poréwnaniu do grupy normotensyjnej (tab. 1). Wspot-
wystepowanie dyslipidemii u pacjentow z eHT wptywato
szczegoblnie na objawiajace si¢ wzrostem stezenia PAI-1
zaburzenia fibrynolizy, jezeli byli oni dodatkowo nosiciela-
mi allelu 4G polimorfizmu 4G/5G genu PAI-1 lub allelu D
polimorfizmu I/D genu ACE. Z kolei niekorzystny wzrost
stezenia t-PA charakteryzowat albo nosicieli allelu 4G albo
homozygoty II (tabele 4 i 6). Wynika z tego, ze zaburzenia
lipidowe nasilaja defekt fibrynolizy u pacjentéow z eHT —
gtéwnie u nosicieli alleli delecyjnych obu badanych poli-
morfizméw. O modyfikujacym wptywie zaburzen lipido-
wych §wiadcza rowniez silniejsze korelacje PAI-1 z BMI
1 HDL u homozygot DD z dyslipidemia.

Zaobserwowany w badanej grupie pacjentow z eHT
wplyw zaburzen lipidowych i czynnikdéw genetycznych na
podwyzszone st¢zenie PAI-1 potwierdzaja wyniki wcze-
$niej przeprowadzonych badan klinicznych. Ossei-Gerning
obserwowat w przebadanej przez siebie populacji istotna
interakcj¢ migdzy czynnikami genetycznymi i zwiazkami
lipidowymi, przejawiajaca si¢ dodatnia korelacja stezenia
PAI-1 ze stezeniem TG u pacjentéw z genotypem 4G/4G
[17]. Podobne wyniki daty badania przeprowadzone u pa-
cjentéow z cukrzyca [47] i chorobami uktadu sercowo
-naczyniowego [22]. Z drugiej strony wyniki badan /wai
i wsp. wskazuja, ze podwyzszone stezenie PAI-1 jest
zwiazane z nosicielstwem allelu 4G 1 wysokoscia st¢zenia
insuliny. Autor nie oceniat jednak wptywu parametrow
zwiazanych z gospodarka lipidowa na wysoko$¢ stezenia
PAI-1[19]. Badania Gardemanna i wsp. wykazaly zwiazek
wspotwystgpowania podwyzszonego BMI i nadcisnienia
tetniczego ze stopniem zaawansowania zmian miazdzyco-
wych u pacjentéw z genotypem 4G/4G [18]. Inne donie-
sienia wskazuja, ze homozygotyczno$¢ 4G/4G wiaze si¢
z podwyzszonym stezeniem PAI-1 tylko u 0sdb z otyloscia
brzuszna [48].

Z kolei obserwowany w badaniach wiasnych udziat
polimorfizmu I/D genu ACE i zaburzen lipidowych w re-
gulacji stezenia PAI-1 u pacjentéw z eHT potwierdzaja
wyniki wielu badan. Kim i wsp., badajac pacjentow bez cech
choroby niedokrwiennej serca, wykazali, ze na st¢zenie
PAI-1 wptywa polimorfizm I/D oraz wartosci BMI [33].
Takze Matsubara i wsp. po przebadaniu 110 zdrowych mez-
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czyzn zauwazyli, ze za wzrost st¢zenia PAI-1 odpowiada
polimorfizm genu ACE (allele D), jak rowniez stezenie TG
[34]. Z drugiej strony wyniki badan Jenga i wsp. sugeruja,
ze jedynymi znamiennymi wyznacznikami st¢zenia PAI-1
sq triglicerydy [37].

Wzrost st¢zenia t-PA u badanych przeze mnie nosicieli
allelu 4G z dyslipidemia i eHT jest najprawdopodobniej
skutkiem odpowiedzi homeostatycznej na wzrost stezenia
PAI-1. Natomiast w przypadku polimorfizmu I/D genu
ACE, wbrew oczekiwaniom najwyzsze stezenie t-PA, wérod
pacjentow nadci$nieniowych z dyslipidemia, zaobserwowa-
nou homozygot I1. W grupie tej zanotowano takze istnienie
silnej korelacji stgzenia t-PA ze st¢zeniem TG (r = 0,58), co
moze thumaczy¢ zaistniata sytuacje, jezeli wezmie si¢ pod
uwage wpltyw zaburzen lipidowych na st¢zenie t-PA [43,
49, 50]. Z drugiej strony wzrost stezenia t-PA u homozygot
II nie jest skorelowany ze wzrostem st¢zenia PAI-1 (ho-
mozygoty Il z dyslipidemig cechuje nizsze stezenie PAI-1
niz nosicieli allelu D z dyslipidemia — tabela 5), co moze
sugerowac, ze jest to t-PA niezwiazany w kompleks z PAI-1,
a wigc aktywny biologicznie. Z tego powodu wzrost steze-
nia t-PA powinno sig¢, by¢ moze, traktowac jako zjawisko
korzystne, bedace wtorna odpowiedzia na towarzyszacy
nadci$nieniu t¢tniczemu stan prozakrzepowy [51]. Pewnym
ograniczeniem w interpretacji wystgpowania tendencji
prozakrzepowej u homozygot II jest fakt, iz w badaniach
wlasnych pomiarom st¢zenia t-PA nie towarzyszyt pomiar
jego aktywnosci. W zwiazku z tym trudno jest okresli¢,
jaki procent mierzonego t-PA byt rzeczywiscie aktywny
biologicznie.

Potwierdzony na poziomie fizjologicznym zwiazek
Ang Il ze wzrostem wydzielania PAI-1 przez komorki
srodblonka sktania do poszukiwan podobnej zalezno$ci
na poziomie molekularnym. Zatozono, ze moze by¢ ona
W pewien sposob opisana przez interakcje polimorfizmow
I/D genu ACE oraz 4G/5G genu PAI-1. Jako pierwszy
probg zbadania wptywu tych polimorfizméw na stgze-
nie PAI-1 podjat Margaglione i wsp. Najpierw, badajac
pacjentéw z zaawansowang miazdzyca, zauwazyl ten-
dencjg do wystepowania wyzszego stezenia PAI-1 u 0s6b
bedacych jednoczes$nie homozygotami DD i4G/4G.
Powtorzenie analizy na liczacej 1032 grupie pacjentow,
bez klinicznych objawoéw miazdzycy, zaowocowalo
wykryciem niezaleznego wptywu obu polimorfizméow
na wysokos$¢ stezenia PAI-1 [22, 23]. Opublikowane rok
pozniej badania Kimury i wsp. wykazaly, ze interakcja
genotypow DD genu ACE i 4G/4G genu PAI-1 jest nieza-
leznym czynnikiem ryzyka wystapienia makroangiopatii
u pacjentdow z cukrzyca typu 2. lloraz szans wystapienia
makroangiopatii u cukrzykow, bedacych jednocze$nie
homozygotami DD i 4G/4G, wynosit 9,83, podczas gdy
u homozygot DD — tylko 2,79 [27].

W badaniach wtasnych nie zaobserwowano jed-
nak interakcji migdzy polimorfizmem I/D genu ACE
i polimorfizmem 4G/5G genu PAI-1. Zadna z kombinacji
genotypowych nie miata tez wptywu na badane parametry

hemostazy u pacjentéw z nieleczonym, do chwili rozpo-
znania, pierwotnym nadci$nieniem te¢tniczym. Badani
pacjenci, podobnie jak pacjenci Margaglione i wsp., nie
wykazywali klinicznych objawow choroby niedokrwiennej
serca. Nosiciele allelu D cechowali si¢ wyzszg aktywnoscia
ACE w poréwnaniu do homozygot II, jednakze nosiciel-
stwo allelu 4G wiazato si¢ z wyzszym stgzeniem PAI-1
tylko wowczas, gdy porownywano grupe hipertensyjna
do normotensyjne;j.

Molekularny zwiazek migdzy genami dla ACE i PAI-1
zostat zakwestionowany takze przez autoréw innych
prac. Analiza sprzgzen przeprowadzona w 118 rodzinach
z potwierdzona angiograficznie przedwczesna choroba
niedokrwienna serca i 110 zdrowych nie wykazata zadne-
go zwiazku migdzy loci gendéw kodujacych PAI-1 i ACE
a zachorowalno$cia [25]. Z kolei Heijmans i wsp. nie zaob-
serwowali wzrostu ryzyka $miertelno$ci u starszych osob
z genotypem 4G/4G lub DD ani tez nie wykryli interakcji
migdzy tymi genotypami [24]. Nie wykazali istnienia ta-
kiej zaleznosci rowniez Aucella i wsp., badajac pacjentow
dializowanych [26].

Przyczyna rozbieznosci migdzy wynikami badan
wiasnych a badaniami Margaglione i wsp. jest, by¢ moze,
ekspozycja pacjentow na odmienne warunki srodowisko-
we. Populacje polska charakteryzuja niewtasciwe nawyki
zywieniowe, w poréwnaniu do badanej przez Margaglione
i wsp. populacji wloskiej, stosujacej zapobiegajaca miaz-
dzycy dietg¢ $rodziemnomorska. Jak wiadomo, wptyw
srodowiska sprawia, ze nawet osobniki o identycznych
genotypach moga rézni¢ si¢ fenotypowo. W badaniach
wlasnych wptyw polimorfizmu I/D genu ACE lub 4G/5G
genu PAI-1 na hemostazg silnie zalezal od modyfikujace-
go oddzialywania parametrow zwiazanych z gospodarka
lipidowa. Czynniki te potegowaty wptyw alleli D, I oraz
4G na stgzenie PAI-1 i t-PA. By¢ moze w celu okre$lenia
genetycznej predyspozycji do ,,prozakrzepowego” fenotypu
powinno si¢ bra¢ pod uwage rowniez szerszy kontekst ge-
netyczny. Do tej pory wykryto ok. 9 funkcjonalnych poli-
morfizmdéw genetycznych w samym tylko genie kodujacym
PAI-1. Co wigcej, polimorfizmy te pozostaja w sprz¢zeniu
wzgledem siebie, wspolnie wptywajac na stezenie PAI-1
w osoczu [15]. Poza tym przyjmuje si¢, ze nadci$nienie
tetnicze i bedaca jego pozniejsza konsekwencja miazdzyca
sa schorzeniami uwarunkowanymi przez wspotdziatanie
wielu genéw uaktywniajacych si¢ w r6znych warunkach
srodowiska. Nawet osoby z genotypami ,,niskiego ryzyka”
moga zachorowa¢ z powodu dziatania niekorzystnych
czynnikow srodowiskowych.

Mimo to informacja o zmienno$ci genotypowej moze
by¢ bardzo uzytecznym narzedziem przy identyfikacji grup
wysokiego ryzyka, narazonych na choroby o wieloczyn-
nikowej etiologii, takie jak miazdzyca tg¢tnic. W grupach
takich mozna stara¢ si¢ eliminowac szkodliwe czynniki
srodowiskowe, przewidywac progresj¢ i stopien nasilenia
choroby, jak réwniez indywidualizowaé¢ metody leczenia
pacjentow.
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Whioski

1. Nieleczone samoistne nadci$nienie t¢tnicze uspo-

sabia chorych do stanu prozakrzepowego, ktory charak-
teryzuje si¢ wzrostem stezenia fibrynogenu, tkankowego
aktywatora plazminogenu i jego inhibitora typu 1.

2. Nosicielstwo allelu D polimorfizmu I/D genu ACE

lub allelu 4G polimorfizmu 4G/5G genu PAI-1 u pacjentow
hipertensyjnych wiaze si¢ z nasileniem stanu prozakrze-
powego, objawiajacego si¢ uposledzeniem fibrynolizy
w poréwnaniu do 0s6b normotensyjnych.

3. Wspolwystepowanie dyslipidemii nasila wplyw

alleli delecyjnych (D Iub 4G) na wystgpowanie stanu pro-
zakrzepowego.

4. Oba badane polimorfizmy moduluja uktad hemo-

stazy niezaleznie od siebie.
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Summary

Introduction: The gene coding for the angiotensin I-con-
verting enzyme is known for its polymorphism revealed by
the presence or absence of a 287-base pair fragment. The
question arises whether ACE gene polymorphism in the re-
cipient and donor has any effect on renal graft function.

Material and methods: This prospective study enrolled
94 renal graft recipients. 27 ACE donor genotypes were
ascertained. Creatinine clearance after cimetidine, labo-
ratory tests, and episodes of acute and chronic rejection
were analyzed.

None of the recipient genotype subgroups differed
significantly as to creatinine clearance. Only in the group
of patients not on ACE inhibitors were there significantly hi-
gher creatinine concentrations in recipients with II genoty-
pe as compared with ID and DD genotypes pooled together.
No differences were found between the genotype subgroups
as to the frequency of rejection episodes. Ultimately, donor
ACE genotype had no effect on graft function.

Results: In conclusion, the I/D genotype is not an in-
dependent prognostic factor for renal graft survival during

the first four years after transplantation. The use of ACE
inhibitors may modify the effect of the genotype on some
parameters of renal function.

Key words: gene polymorphism — angiotensin I-con-
verting enzyme — kidney transplantation
— creatinine clearance — cimetidine.

Streszczenie

Wstep: Celem pracy byta ocena wptywu polimorfizmu
I/D genu enzymu konwertujacego angiotensyne I biorcy
i dawcy na czynnos¢ nerki przeszczepione;.

Materiat i metody: Badaniami prospektywnymi objgto
94 biorcow przeszczepu nerki; uzyskano 27 genotypoéw
ACE od dawcow. Wykonano oznaczenia klirensu kreatyni-
ny po podaniu cymetydyny, przeanalizowano podstawowe
badania laboratoryjne, ilo$¢ epizoddéw ostrego i przewle-
ktego odrzucania.

Zmiany klirensu kreatyniny nie byly istotnie roz-
ne w podgrupach zaleznie od genotypu. Stwierdzono

* Zwigzla wersja rozprawy doktorskiej przyjetej przez Radg Wydzialu Lekarskiego Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie. Promotor:
dr hab. n. med. Bogustaw Machalinski. Oryginalny maszynopis obejmuje: 54 stron, 4 ryciny, 11 tabel, 77 pozycje piSmiennictwa.

* Concise version of doctoral thesis approved by the Council of the Faculty of Medicine, Pomeranian Medical University in Szczecin. Pro-
motor: Bogustaw Machaliriski M.D., D.M.Sc.Habil. Original typescript comprises: 54 pages, 4 figures, 11 tables, 77 references.
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wyzsze stgzenia kreatyniny u biorcdw z genotypem II
W poréwnaniu z potaczonymi grupami ID+DD u pacjentow
nie leczonych inhibitorami konwertazy angiotensyny I.
Nie stwierdzono réznic czgstoSci wystgpowania ostrego
i przewleklego odrzucania zaleznie od genotypu ani istot-
nego wptywu genotypu ACE dawcy na czynnos$¢ nerki
przeszczepione;.

Wyniki: Genotyp I/D nie stanowi samodzielnego
czynnika prognostycznego co do dalszych losow funkcjo-
nowania nerki przeszczepionej w ciagu pierwszych 4 lat
po transplantacji nerki. Stosowanie ACEI w terapii nadcis-
nienia tgtniczego u biorcéw przeszczepu nerki by¢é moze
zmienia wpltyw genotypu na niektére parametry.

Hasta: polimorfizm genetyczny — enzym konwertujacy
angiotensyn¢ I — przeszczep nerki — klirens
kreatyniny — cymetydyna.

Wstep

W terminalnym stadium przewlektej niewydolnosci
nerek (ESRD) uznana metoda leczenia jest przeszczepienie
nerki od dawcy zmartego Iub zywego. Trwato$¢ poprawy
jakosci zycia pacjentow z ESRD jest uzalezniona od wiasci-
wego i jak najdtuzszego funkcjonowania nerki przeszcze-
pionej. Poznanie czynnikéw wptywajacych na czynno$é
przeszczepu, ich sity 1 wzajemnej interakcji warunkuje
postepowanie lecznicze po dokonanej transplantacji. Wciaz
poszukuje si¢ nowych drog i srodkdéw zapobiegawczych,
aby powstrzymac¢ nie do konca poznany proces zwany
przewlektym odrzucaniem. Proces ten jest w przewazajacej
czesci przypadkow odpowiedzialny za utratg przeszczepu
po uptywie kilku badz kilkunastu lat po dokonaniu udanej
transplantacji nerki. Obok wptywu czynnikéw §rodowi-
skowych w centrum zainteresowan badaczy znajduja si¢
czynniki genetyczne. Moga one indukowa¢ wystapienie
choroby, wptywac¢ na jej naturalny przebieg oraz warun-
kowa¢ odpowiedz na leczenie [24].

W obrebie uktadu renina-angiotensyna-aldosteron
(RAA) istnieje kilkaset poznanych polimorfizméw gene-
tycznych oznaczajacych wystgpowanie dwoch lub wigkszej
liczby alleli zajmujacych to samo miejsce w chromosomie
[32]. Sa to m.in. geny kodujace rening, angiotensynogen
i receptory dla angiotensyny II. Jednym z genéw o postu-
lowanym wplywie na przebieg przewlektych nefropatii
oraz choréb ukladu krazenia jest gen kodujacy enzym
konwertujacy angiotensyng I (ACE). Gen dla ACE jest zlo-
kalizowany na 17 chromosomie i zawiera 26 egzondw oraz
25 intronéw. Polimorfizm Xba zlokalizowany w intronie 16
zostal po raz pierwszy opisany przez Rigat i wsp. w 1990 r.
Odpowiada on za okoto 47% zmiennoS$ci stgzenia ACE
w surowicy [25]. W obrgbie 16 intronu wykryto obecno$é
lub brak fragmentu zawierajacego 287 par zasad. Allel I to
allel insercyjny, allel D to allel delecyjny. Istnieja trzy moz-
liwe genotypy: DD, DI oraz II. Genotyp posiada dziatanie

modulujace aktywnos¢ ACE w osoczu i w tkankach — jest
ona najwyzsza u homozygot DD, posrednia u heterozygot
DI oraz najnizsza u homozygot II.

Enzym konwertujacy angiotensyne II (ACE, kininaza
II) jest egzopeptydaza. Enzym ten posiada dwa miejsca
aktywne. Istnieje pula tkankowa i osoczowa enzymu. ACE
przeksztatca angiotensyng I w angiotensyne Il poprzez
odszczepienie karboksydipeptydu. Angiotensyna II jako
hormon efektorowy wywiera dziatanie wazokonstruktyw-
ne i stymuluje uwolnienie aldosteronu z nadnerczy. Hamuje
réwniez dziatanie biologiczne bradykininy poprzez jej roz-
ktad, uczestniczy w metabolizmie neurotensyny i substan-
cji P. W obrgbie nerek kininy uczestnicza prawdopodobnie
w kontroli krazenia wewnatrznerkowego [8]. Angioten-
syna Il wptywa réwniez na komoérki cewek nerkowych,
powodujac retencje¢ ptyndéw. Przyczynia si¢ do wzrostu
poziomu czynnikéw wzrostu, takich jak TGF i PDGF-B,
aktywuje niektore geny (c-fos) [32]. Pobudza uwalnianie
noradrenaliny w zakonczeniach nerwéw wspotczulnych
w mig$niu sercowym [16]. Stymuluje ponadto produkcje
kolagenu przez fibroblasty, zwigksza stgzenie inhibitora
aktywatora plazminogenu (PAI-I) [31]. Efektem dziatania
angiotensyny Il na $ciang naczyn jest powstanie zmian
o charakterze zarostowym [32]. Aktywnos¢ angiotensyny
IT w tkance nerkowej jest zwykle wyzsza niz w surowicy, co
sugeruje, iz lokalna produkcja angiotensyny Il nie pozostaje
bez znaczenia dla funkcjonowania nerek [1, 21].

Czynno$¢ nerki przeszczepionej u biorcow monitoruje
si¢ na przestrzeni czasu za pomoca danych z badania pod-
miotowego, przedmiotowego oraz podstawowych badan
dodatkowych. Bardziej doktadnym, ale czgsto nie wyko-
nywanym rutynowo badaniem, jest ocena wielkosci filtracji
ktebuszkowej (GFR). ,,Ztotym standardem” oceny GFR jest
klirens inuliny. Metoda ta prawie zostata wyeliminowana
z praktyki klinicznej ze wzglgdu na wysoki koszt, praco-
chtonno$c¢ oraz ograniczong przydatno$¢ w grupie chorych
na cukrzycg (inulina jest wielofruktozanem). Na co dzien
stosowany jest klirens kreatyniny. Nalezy pamigtac¢ o tym,
iz u 0s6b zdrowych okoto 15% kreatyniny wydzielane;j jest
do moczu na drodze aktywnej sekrecji cewkowej. W miarg
postepu niewydolnosci nerek wzrasta sekrecja cewkowa
kreatyniny, co powoduje uzyskanie wynikow klirensu
kreatyniny znacznie odbiegajacych od rzeczywistej wiel-
kos$ci przesaczania klgbuszkowego i zawyzenie wartosci
GFR [18]. Lekiem hamujacym wydzielanie cewkowe
kreatyniny jest cymetydyna [19]. Klirens kreatyniny po
podaniu cymetydyny znacznie bardziej odpowiada rze-
czywistej wartosci GFR niz klirens bez podania leku czy
klirens szacowany na podstawie wzoru Cockrofta i Gaulta
[15]. Klirens kreatyniny po podaniu cymetydyny jest wigc
precyzyjna, prosta i niedroga metoda oceny GFR oraz
umozliwia monitorowanie funkcji nerki przeszczepionej
na przestrzeni czasu.

Uktad RAA odgrywa rolg w regulacji mikrokrazenia
w obrebie nerek oraz w procesie przebudowy naczyniowe;j,
moze modulowaé¢ odpowiedZ immunologiczna poprzez
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wptyw na uklad kinin. Powstaje zatem pytanie, czy i w jaki
sposob polimorfizm genu dla ACE zaréwno biorcy, jak
i dawcy warunkujacy aktywno$¢ ACE w surowicy i tkan-
kach wptywa na losy nerki przeszczepione;.

Material i metody

Material genetyczny do oznaczenia polimorfizmu
I/D pobrano od 94 biorcéw przeszczepu nerki (pacjenci
pozostajacy pod opieka Poradni Transplantacyjnej Klini-
ki Nefrologii, Transplantologii i Chorob Wewngtrznych
PAM). Wérod nich byto 91 biorcéw nerek pochodzacych
od heparynizowanych dawcoéw narzadow i 3 biorcow
nerek pochodzacych od dawcoéw zywych spokrewnio-
nych, ktorym przeszczepiono nerki zgodne w ukladzie
ABO, przy ujemnej krzyzowej probie limfocytotoksycz-
nej. Przeszczepien nerek dokonano w latach 1999-2001
w Klinice Chirurgii Ogdlnej i Transplantacyjnej PAM.
Zgodno$¢ antygendéw uktadu HLA ksztaltowata si¢ sred-
nio na 1242 punktéw. Grupa biorcéw sktadata si¢ z 31
kobiet 1 63 mezczyzn w wieku od 16 do 69 lat, srednio
42,24 + 12,53 lat. Wszyscy pacjenci wyrazili pisemna
zgode na udzial w badaniu. Badania uzyskaty akceptacje
Komisji Bioetycznej Pomorskiej Akademii Medycznej (nr
BN - 001/251/02).

W leczeniu immunosupresyjnym stosowano terapi¢
trojlekowa: inhibitory kalcyneuryny doustnie w potaczeniu
z azatiopryna lub mykofenolanem mofetylu oraz prednizo-
nem. W leczeniu nadci$nienia tetniczego stosowano leki
z grupy ACEI u 40—45% chorych (enalapril lub trandola-
pril). Ostre odrzucanie diagnozowano na podstawie obrazu
klinicznego i biopsji narzadu przeszczepionego (w przypad-
kach o nasilonych objawach klinicznych i typowym obrazie
w badaniu ultrasonograficznym biopsji nie wykonywano)
i leczono pulsami metyloprednizolonu.

Grupa dawcow, w ktorej wykonano oznaczenia mate-
riatu genetycznego (genotyp ACE), sktadata si¢ z 18 oséb:
5 kobiet i 13 megzczyzn w wieku od 17 do 71 lat, $rednio
43,76 = 12,19 lat. Pozwolito to na dobranie 27 genotypow
ACE dawcow dla 94-osobowej grupy biorcow (9 dawcow
oddato 2 nerki dla analizowanej grupy biorcow 19 tylko
1 nerkg). Czgs$¢ probek DNA dawcow zawierala materiat
nie nadajacy si¢ do oceny, dlatego uzyskano tylko 18 zi-
dentyfikowanych genotypéw ACE.

Analizie poddano badania dodatkowe wykonywane
rutynowo podczas wizyt kontrolnych w Poradni Transplan-
tacyjnej: stezenie mocznika, kreatyniny i kwasu moczowe-
g0 w surowicy, stezenie glukozy w surowicy, ilo$¢ biatka
w pojedynczej probce moczu i warto$ci pomiaru ci$nienia
tetniczego krwi. W celu doktadnej oceny funkcjonowania
nerki przeszczepionej w grupie 67 biorcow oznaczono
klirens kreatyniny po podaniu 1000 mg cymetydyny
w dawkach podzielonych (dobowa dawka terapeutyczna)
1w tym czasie prowadzono dobowa zbiérke moczu. Nastep-
nie oznaczano stezenie kreatyniny w surowicy i w probce

z zebranego moczu. Klirens kreatyniny obliczono, korzy-
stajac ze standardowego wzoru [9].

Wybrane parametry poddawano analizie srednio w od-
stegpach 10-miesigcznych.

W grupie 94 biorcoOw przeanalizowano réwniez
czgsto$¢ wystegpowania epizodéw ostrego odrzucania
oraz obecno$¢ przewlektego odrzucania. Rozpoznanie
przewlektego odrzucania zawsze potwierdzone byto ba-
daniem histopatologicznym uzyskanym z bioptatu nerki
przeszczepionej. Przeanalizowano rowniez liczbe niezgod-
nych antygenow w ukladzie HLA (liczb¢ HLA-A, -Bi-DR
mismatches) oraz poziom przeciwcial antyleukocytarnych
(PRA) wyrazony w procentach, bedacy wyrazem stopnia
immunizacji potencjalnych biorcow, wykorzystujac dane
pochodzace z protokotow doboru biorcy i dawcy.

W celu izolacji DNA pobierano 10 mL krwi zylnej do
probowek z 0,2 mL 5% EDTA. Genomowy DNA z krwi-
nek biatych biorcéw izolowano metoda nieenzymatyczna
— nieorganiczng z uzyciem 2% roztworu Tritonu X-100,
uzyskany DNA zawieszano w buforze (Tris-EDTA) TE
pH 5,5. Z pracowni HLA Zaktadu Mikrobiologii uzyska-
no DNA dawcow (DNA izolowane z limfocytow weztow
chtonnych dla celéow oznaczenia antygendéw zgodnosci
tkankowej, przechowywane w temp. 0—4°C).

Dla oceny polimorfizmu I/D genu ACE przy ampli-
fikacji DNA w PCR zostaly zastosowane pary oligonu-
kleotydow: 5’-GCCCTGCAGGTGTCTGCAGCATGT-3’
jako primer sensowy (ACE-1) i 5>~-GGATGGCTCTCCC-
CGCCTTGTCTC-3’ jako primer antysensowy (ACE-2).
Produktami PCR z tymi primerami byty fragmenty cDNA:
dla allelu D fragment o dtugosci 319 par zasad (pz), a dla
allelu I fragment o dtugosci 597 par zasad. Z uwagi na
zjawisko preferencyjnej amplifikacji krotszych fragmen-
tow DNA (w tym przypadku allelu D) i wynikajace stad
ryzyko niedoszacowania czgsto$ci wystgpowania geno-
typu ID, probki DNA od os6b wstepnie okreslonych jako
homozygoty DD byty weryfikowane poprzez wykonanie
drugiej tancuchowej reakcji polimerazowej (PCR) z para
primerow: 5-TGGGACCACAGCGCCCGCCACTAC-3’
jako primerem sensowym (ACE-3) i 5>-TCGCCAGCC-
CTCCCATGCCCATAA-3’ jako primerem antysensowym
(ACE-4). Primery ACE-3 i ACE-4 byly swoiste dla allelu
L. Produkt PCR o dtugosci 335 pz byt dowodem obecnosci
genotypu ID, brak powyzszego produktu potwierdzat
obecnos$¢ genotypu DD. Probki DNA (40 ng) byty ampli-
fikowane w roztworze o koncowej objetosci 20 plL zawie-
rajacym 4 pM kazdego z pary primerow, 2,5 mM kazdego
z trifosforanéw deoksyrybonukleozydow (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP), bufor do PCR i 0,5 jednostki polimerazy Tagq.
Amplifikacje zostaty przeprowadzone w termocyklerze
Mastercycler gradient (Eppendorf, Niemcy) w nastepu-
jacych warunkach: wstgpna denaturacja w temp. 94°C
przez 5 min, nastgpnie 35 cykli: denaturacja w temp. 94°C
przez 15 s, wiazanie primerow przez 30 s w temp. 58°C
i wydtuzanie tancucha w temp. 72°C przez 30 s. Reakcje
PCR konczyto 8-minutowe wydtuzanie tancucha w temp.
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72°C. Produkty amplifikacji byty nastgpnie rozdzielone
poprzez elektroforezg w 2% zelu agarozowym wybarwio-
nym bromkiem etydyny. W celu dokumentacji wynikow
wykonano zdjgcia zeli w $wietle UV (ryc. 1).

Wigkszo$¢ analizowanych mierzalnych zmiennych
zaleznych istotnie odbiegata od rozktadu normalnego
(test Shapiro—Wilka). Dlatego roznice migdzy ich wartos-
ciami dla poszczegdlnych genotypow ACE analizowano
przy uzyciu testu U Manna—Whitneya. Istotno$¢ réznic
czestosci wystapienia epizodéw odrzucania zaleznie od
genotypu ACE, przyjmowania inhibitoréw ACE (ACEI) itp.
oceniano testem y? (przy podziale na 3 grupy genotypow)
lub doktadnym testem Fishera (przy podziale na 2 grupy
genotypow). Istotno§¢ zmian parametrow w trakcie badania
(3 pomiary) oceniano przy zastosowaniu ANOVA Fried-
manna i testu kolejno$ci par Wilcoxona. Przeprowadzono
réwniez odrgbne analizy dla grup biorcéw przyjmujacych
i nie przyjmujacych ACEI Do analizy wieloczynnikowej,
majacej na celu zbiorcza oceng zmiennych wptywajacych
na stgzenie i klirens kreatyniny zastosowano ANOVA

Ryc. 1. Polimorfizm I/D. M — marker, H,O — woda (kontrola), 1, 2
—homozygota DD, 3, 4 — heterozygota ID, 5, 6 — homozygota II. Cyfry
nieparzyste (1, 3, 5) — primery ACE-1 i ACE-2. Cyfry parzyste (2, 4, 6)

—primery ACE-3 i ACE-4

Fig. 1.1/D polymorphism. M — molecular weight marker, H,0 — water
(control), 1, 2 — DD homozygote, 3, 4 — ID heterozygote, 5, 6 —11
homozygote. Odd lanes (1, 3, 5) — ACE-1 and ACE-2 primers. Even lanes
(2,4, 6) — ACE-3 and ACE-4 primers

Tabela 1. Charakterystyka analizowanych parametrow funkcji nerki przeszczepionej u 94 pacjentéw pogrupowanych wedlug genotypu
biorcy. Oznaczenia klirensu Kreatyniny po podaniu cymetydyny dotycza 67 chorych

Table 1. Parameters of renal graft function in 94 patients depending on recipient genotype. Creatinine clearance after cimetidine is given
for 67 recipients only

Genotyp biorcy / Recipient genotype 1T ID DD
Liczba biorcéw / Number of recipients 20 38 36
Kobiety/mgzczyzni / Women/Men 713 11/27 13/23
Wiek biorcy (lata) / Age of recipient (years) 4410 + 12,28 40,84+ 12,95 44,17 + 12,28
Wiek dawcy (lata) / Age of donor (years) 49,57 + 14,96 43,07 + 11,87 48,38 + 16,67
Kreatynina 1 / Creatinine 1 (mg/dL) 2,18+ 0,68 * 1,81 + 0,64 1,85 + 0,75
Kreatynina 2 / Creatinine 2 (mg/dL) 2,09 + 0,74 ** 1,73 + 0,48 1,82 + 0,68
Kreatynina 3 / Creatinine 3 (mg/dL) 2,18 +0,94 * 1,81 + 0,72 1,81 + 0,76
Klirens cyml / Clearance with cimetidine 1 (mL/min) 458+ 15,1 * 60,2 +24 61 +30,1
Klirens cym2 / Clearance with cimetidine 2 (mL/min) 51,7+ 23,6 59,4 + 34,5 56,3 +22,6
Klirens cym3 / Clearance with cimetidine 3 (mL/min) 43,8 +22,1 51,1 +20,4 56,2 +26,2
Mocznik 1/ Urea 1 (mg/dL) 78,56 + 36,08 74,85 + 33,45 75,82 + 33,26
Mocznik 2 / Urea 2 (mg/dL) 85,62 + 41,53 74,12 + 40,15 72,68 + 39,15
Mocznik 3 / Urea 3 (mg/dL) 85,76 + 37,42 70,9 + 39,19 81,02 + 50,74
Kwas moczowy 1/ Uric acid 1 (mg/dL) 6,81 + 1,83 6,75+ 1,8 6,92 +1,78
Kwas moczowy 2 / Uric acid 2 (mg/dL) 7,77+ 2,36 777 + 2,62 8,01 +2,5
Kwas moczowy 3 / Uric acid 3 (mg/dL) 7,75+ 2,08 7,5+ 1,77 79+2,12
Biatko w moczu maks. / Protein in urine max (mg/dL) 54,2+ 11,77 61,39 + 15,77 60,5 + 16,85
Glukoza 1 (mg%) — Glucose 1 101,9 + 28,99 103,29 + 29,35 104,55 + 33,38
Glukoza 2 (mg%) — Glucose 2 104,05 + 22,68 107,76 + 32,16 109,97 + 33,38
Glukoza 3 (mg%) — Glucose 3 91,1 + 13,91 95,58 + 15,3 102,22 + 16,64
MAP 1 (mmHg) 104,62 + 26,33 102,57 + 36,61 106,97 + 28,02
MAP 2 (mmHg) 101,25 + 36,03 104,01 + 31,81 103,12 + 32,79
MAP 3 (mmHg) 110,5 + 21,7 102,87 + 31,09 109,03 + 16,26
Mismatches 3,23+0,75 2,85+0,74 3,13+0,72
% pacjentoéw leczonych ACEL/ % of patients treated with ACEI 40 44,7 41,7

* p < 0,05 dla réznicy pomigdzy genotypem II a potaczonymi grupami genotypow ID+DD / p < 0.05 for the difference between 11 genotype and pooled

ID+DD genotype groups

** p < 0,06 dla r6znicy pomigdzy genotypem II a potaczonymi grupami genotypdéw ID+DD / p < 0.06 for the difference between II genotype and pooled

ID+DD genotype groups

biatko w moczu maks. — najwigksza warto$¢ stezenia biatka w przygodnej probce moczu dla kazdego pacjenta podczas okresu obserwacji / protein max

in urine — maximum protein concentration in random urine sample during follow-up
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w uktadzie z powtarzanymi pomiarami. Analizowano 3
zmienne niezalezne: przyjmowanie ACEI, genotyp ACE
I/D oraz czas pomiaru (czynnik powtarzanych pomiarow),
a takze wszystkie mozliwe interakcje migdzy nimi. Zmien-
ne zalezne poddano przeksztatceniom logarytmicznym,
aby uzyskac¢ normalizacje rozktadow, wymagana dla prze-
prowadzenia ANOVA. Jako prog istotnosci statystycznej
przyjeto p<0,05 dla testow dwustronnych. Analizy prze-
prowadzono przy uzyciu programu Statistica 5.1.

Wyniki

W analizowanej grupie 94 biorcow nerek z funk-
cjonujacym co najmniej 10 miesigcy przeszczepem 36
posiadato genotyp DD (38,3%), 38 1D (40,4%) oraz 20 11
(21,3%). W grupie 27 genotypdéw uzyskanych od dawcoéw
w 10 przypadkach materiat genetyczny pochodzit od oséb
z genotypem DD (37%), w 10 przypadkach z genotypem
ID (37%) oraz w 7 przypadkach z genotypem II (26%).
Nie byto istotnych réznic co do czgstosci wystgpowania
poszczeg6lnych chorob prowadzacych do ESRD pomigdzy
pacjentami z r6znymi genotypami ACE (test y?). Potowe
przypadkow stanowity przewlekte glomerulopatie, a poto-
we pozostate choroby nerek.

W tabeli 1 przedstawiono statystyke opisowa wykona-
nych badan dodatkowych podczas okresu obserwacji dla
trzech grup zaleznie od genotypu. Wyniki przedstawiono
jako $rednig arytmetyczna + odchylenie standardowe,
niektore parametry oceniano w 3 odstgpach czasowych
(dziesigciomiesi¢cznych) i oznaczono cyframi wskazuja-
cymi na kolejno$¢ wykonania (np. kreatynina 1, 2, 3). Nie
stwierdzono istotnych réznic pomigdzy trzema grupami
odnosnie wieku dawcy i biorcy, pfici, liczby niezgodnych
antygenow w ukladzie HLA (HLA mismatches), st¢zenia
glukozy, mocznika, kwasu moczowego, wartosci Sredniego

ci$nienia tetniczego oraz ilosci biatka w pojedynczej probee
moczu. Nie odnotowano istotnych réznic badanych parame-
trow pomigdzy grupami genotypow DD i ID. Stwierdzono
natomiast istotnie wyzsze stezenia kreatyniny we wszyst-
kich pomiarach u biorcow z genotypem II w poréwnaniu
z potaczonymi grupami ID + DD. Zmiany klirensu kre-
atyniny po podaniu cymetydyny w trakcie obserwacji nie
byty istotne statystycznie w zadnej z podgrup zaleznie od
genotypu ani w calej grupie (ANOVA Friedmanna). Istot-
nie nizsze warto$ci klirensu kreatyniny zaobserwowano
w grupie II jedynie przy pierwszym pomiarze.

Wystapienie ostrego odrzucania stwierdzono u 26%
pacjentow, natomiast obecno$¢ przewlektego odrzucania
zdiagnozowano u 9% biorcow. Nie odnotowano réznic
w czestosci wystgpowania ostrego 1 przewlektego odrzu-
cania zaleznie od genotypu ACE (tabele 2 i 3).

Nie stwierdzono istotnych r6znic parametréw pomig¢dzy
grupa pacjentow leczonych i nie leczonych ACEI bez uwzgled-
nienia genotypu ACE biorcy. W dalszych etapach analizy
pacjentow podzielono zaleznie od genotypu I/D. Poniewaz nie
bylo istotnych r6znic parametréw pomigdzy grupami biorcow
z genotypem DD 1 ID, w dalszych analizach potaczono te gru-
py (DD-ID). W tabeli 4 przedstawiono wyniki uwzgledniajace
stosowane leczenie inhibitorami konwertazy (ACEI). Genotyp
II biorcy wiazat sig z istotnie wyzszym st¢zeniem kreatyniny
jedynie u pacjentow nie leczonych inhibitorami konwertazy
angiotensyny I (ACEI). Homozygoty 11, u ktérych w leczeniu
nadcis$nienia tetniczego po przeszczepie nerki stosowano te
leki, mieli st¢zenie kreatyniny podobne jak biorcy ID i DD.
Zaleznosci te przedstawiono graficznie na rycinie 2. U biorcow
II leczonych ACEI jedynie klirens kreatyniny po podaniu cy-
metydyny w pierwszym pomiarze byt znamiennie nizszy od
klirenséw dla pacjentow z pozostatymi genotypami leczonych
tymi lekami. U pacjentéw leczonych ACEI oraz nie leczonych
tymi lekami odrzucanie ostre i przewlekle wystgpowato
z podobna cz¢stoscia, niezaleznie od genotypu ACE.

Tabela 2. Ilo$¢ przypadkéw ostrego odrzucania w grupie 94 biorcow po podziale w zaleznos$ci od genotypu oraz liczebno$ci alleli

Table 2. Number of acute rejection episodes in the group of 94 recipients depending on genotype and allele

Parametr / Genotyp DD* / Genotyp ID* / Genotyp II* / Allel I**/ Allel D** /
Parameter DD genotype ID genotype II genotype T allele D allele
Ostre odrzucanie (+) / 7 (19,4%) 10 (26,3%) 6 (30%) 22 (28,2%) 24 (21,8%)
Acute rejection (1)
Ostre odrzucanie (-) / 29 (80,6%) 28 (73,7%) 14 (70%) 56 (71,8%) 86 (78,2%)
Acute rejection (-)

* liczba przypadkow oraz % pacjentow w danej grupie, p < 0,81 / number of episodes and % for genotype, p < 0.81
** liczba alleli (% alleli), p < 0,51 / number of episodes and % for allele, p < 0.51

Tabela 3. Ilo$¢ przypadkéw przewleklego odrzucania w grupie 94 biorcéw po podziale w zalezno$ci od genotypu oraz liczebnosci alleli

Table 3. Number of chronic rejection episodes in the group of 94 recipients depending on genotype and allele

Parametr / Genotyp DD* / Genotyp ID* / Genotyp II* / Allel I*¥* / Allel D**/
Parameter DD genotype ID genotype II genotype T allele D allele
Przewlekte odrzucanie (+) / 5(13,9%) 3(7,9%) 2 (10%) 7 (9%) 13 (1L,8)
Chronic rejection (+)
Przewlekte odrzucanie (-) / 31 (86,1%) 35 (92,1%) 18 (90%) 71 (91%) 97 (88,1%)
Chronic rejection (-)

* liczba przypadkow oraz % pacjentow w danej grupie, p < 0,7 / number of episodes and % for genotype, p < 0.7
** liczba alleli (% alleli), p < 0,64 / number of episodes and % for allele, p < 0.64
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Tabela 4. Charakterystyka wybranych parametréw funkcji nerki przeszczepionej u 94 pacjentéw pogrupowanych wedlug stosowanego
leczenia ACEI oraz genotypu ACE biorcy (II lub DD+ID). Oznaczenia klirensu kreatyniny po podaniu cymetydyny dotycza 67 chorych

Table 4. Parameters of renal graft function in 94 patients depending on ACEI treatment and recipient genotype (II or DD+ID). Creatinine
clearance after cimetidine is given for 67 recipients only

Leczenie ACEI / ACEI treatment Nie / No (n=54) Tak / Yes (n = 40)
Genotyp biorcy / Recipient genotype II(n=12) DD+ID (21+21 = 42) II(n=28) DD+ID (15+17 = 32)
Kobiety/mezczyzni / Women/men) 4/8 17/25 3/5 7/25
Wiek biorcy (lata) / Age of recipient (years) 40,92 + 12,94 41,28 +£ 12,59 48,87 £ 10,16 44,32 + 11,88
Wiek dawcy (lata) / Age of donor (years) 48 + 13,85 44,58 + 11,09 53,5+ 19,12 47,36 + 11,78
Kreatynina 1 / Creatinine 1 (mg/dL) 2,26 +0,74** 1,76 +£ 0,72 2,06 +0,60 1,92 + 0,66
Kreatynina 2 / Creatinine 2 (mg/dL) 2,19+ 0,77%* 1,7+ 0,58 1,95+ 0,71 1,87 £0,55
Kreatynina 3 / Creatinine 3 (mg/dL) 2,29 + [,12%* 1,7+ 0,69 2,01 £0,62 1,95+0,75
Klirens cyml / Clearance with cimetidine 1 (mL/min) 46.7+17.3 58.9+23.5 44.8 + 13.8%* 61.8+29.4
Klirens cym? / Clearance with cimetidine 2 (mL/min) 48.1£29.5 63.1 +35.6 553+17.6 53.4+229
Klirens cym3 / Clearance with cimetidine 3 (mL/min) 40.7+27.0 57.1+£24.4 469+ 173 494 +£21.2
Ostre odrzucanie (liczba przypadkow) / 5 7 1 10
Acute rejection (number of episodes)

Przewlekte odrzucanie (liczba przypadkow) / 2 5 0 3
Chronic rejection (number of episodes)

** p <0,05 — pomigdzy grupami genotypdéw I a DD+ID (pacjenci nie leczeni ACEI) / p < 0.05 for the difference between II genotype and pooled ID+DD

genotype groups (patients not treated with ACEI)
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Ryc. 2. Wykresy $rednich stgzen kreatyniny w surowicy i ich odchylen
standardowych podczas okresu obserwacji u 94 biorcow uwzgledniajace
wplyw genotypu ACE biorcy i stosowanie leczenia inhibitorami ACE

Fig. 2. Graphs of mean serum creatinine concentrations and their
standard deviations during follow-up of 94 recipients. The influence of
recipient ACE genotype and ACEI treatment is presented

Przeprowadzona analiza ANOVA (tab. 5) potwierdzita,
ze stezenia kreatyniny sa wyzsze u biorcoOw z genotypem
ACE 1I (p<0,05), natomiast nie zaleza od leczenia ACEI
ani nie zmieniaja si¢ istotnie pomigdzy pomiarami. Ana-
logiczna analiz¢ wariancji przeprowadzono dla klirensu
kreatyniny po podaniu cymetydyny, jednak w tym przy-
padku wplyw zadnego z analizowanych czynnikéw nie
osiagnat znamiennosci statystyczne;j.

Analiza wptywu genotypu ACE dawcy na czynno$¢
nerki przeszczepionej wykazata nieco wyzsze (na granicy
istotnos$ci statystycznej) wartoSci klirensu po cymetydynie
dlaprzeszczepow od dawcow DD w pordwnaniu z potaczona
grupa genotypow ACE dawcow II+ID — nie stwierdzono
istotnych réznic pomigdzy grupami genotypow 111 ID (tab.

6). Nalezy jednak zwroci¢ uwagg, ze dawcy DD byli nieco
mtodsi od pozostatych. Nie wykazano zwiazku pomigdzy
genotypem ACE dawcy a odpowiedzia na leczenie inhibito-
rami ACE u biorcéw po przeszczepieniu nerki (w odniesieniu
do klirensu kreatyniny po podaniu cymetydyny).

Dyskusja

Na patogeneze wigkszosci chorob nerek prowadza-
cych do ich niewydolno$ci maja wptyw zaréwno czynniki
srodowiskowe, jak i genetyczne. Do genow ,,kandydatow”
odpowiedzialnych za rozwdj choréb nerek i nadci$nienia tet-
niczego zalicza si¢ miedzy innymi geny kodujace sktadowe
uktadu RAA, takie jak gen kodujacy ACE, gen aldosteronu
(CYPI11B2), gen angiotensynogenu (M235T- substytucja
treoniny w miejsce metioniny w kodonie 235), gen receptora
typu 1 dla angiotensyny ATIR (A1166C- transwersja ade-
niny w miejsce cytozyny w pozycji 1166) itd. [7]. Najwigcej
przestanek w piSmiennictwie co do istotnego znaczenia dla
przebiegu choréb nerek posiada polimorfizm ACE I/D. By¢
moze polimorfizm ten jest sprzezony z innym, kluczowym
dla znaczenia funkcjonalnego polimorfizmem genu ACE.
Istnieja hipotezy, iz w regionie delecji znajduje si¢ silen-
cer (,wyciszacz”) ekspresji genu. Brak tego wyciszacza
u pacjentow z allelem D prowadzi do wigkszej ekspres;ji
genu (wigkszej aktywnosci ACE) [7, 8].

Zanim podj¢to badania nad wptywem polimorfizmu
genu kodujacego ACE na czynnos¢ nerki przeszczepionej,
probowano ustali¢ powyzszy zwiazek przyczynowo-skut-
kowy w chorobach uktadu krazenia i nerek. W wigkszoS$ci
patologii rysuje si¢ trend uznajacy negatywny wplyw ge-
notypu DD na przebieg choroby [22, 23, 27, 31], cho¢ nie
wszyscy badacze potwierdzaja t¢ zaleznosc [20, 29].

Genotyp w zakresie polimorfizmu genu dla ACE sta-
nowi zatem wedtug niektorych autorow niezalezny czynnik
pogorszenia si¢ funkcji nerek (nefropatia IgA, nefropatia
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Tabela 5. Wyniki ANOVA zwiazkéw pomiedzy logarytmem stezenia kreatyniny w surowicy biorcy a stosowaniem leczenia ACEI,
genotypem ACE II biorcy oraz czasem pomiaru stezenia kreatyniny (3 pomiary wykonywane co 8—10 miesiecy) dla 94 pacjentéw. Podano
liczbe stopni swobody rozkladu F (df 1, df 2), wartos¢ statystyki F i odpowiadajaca jej wartos¢ prawdopodobienstwa p

Table 5. ANOVA for associations between logarithm of recipient serum creatinine concentration and ACEI treatment, recipient ACE I1
genotype, and creatinine concentration measurement (3 measurements were performed 8—10 months apart) in 94 patients. The number of
degrees of freedom (F) of distribution (df1, df2), value of F statistics and respective value of probability (p) are given below

Parametry i interakcje / Parameters and interactions df'1 df2 F p

Leczenie ACEI / ACEI treatment 1 90 0,011 0,916
Genotyp ACE II biorcy / Recipient ACE II genotype 1 90 4,002 0,048
Czas pomiaru st¢zenia kreatyniny / Time of creatinine concentration measurement 2 180 0,581 0,560
ACEI x genotyp ACE II' / ACEI x ACE II genotype' 1 90 1,740 0,190
ACEI x czas pomiaru? / ACEI x time of measurement? 2 180 0,146 0,864
Genotyp ACE II x czas pomiaru® / ACE II genotype x time of measurement? 2 180 0,144 0,866
ACEI x genotyp ACE II x czas pomiaru*/ ACEI x ACE II genotype X time of measurement* 2 180 0,095 0,909

!interakcja pomigdzy leczeniem ACEI a genotypem we wptywie na st¢zenie kreatyniny / interaction between ACEI treatment and genotype concerning

creatinine concentration level

2 interakcja pomigdzy leczeniem ACEI a zmianami stgzenia kreatyniny w czasie / interaction between ACEI treatment and changes of creatinine con-

centration level during observation

3 interakcja pomigdzy genotypem II a zmianami stgzenia kreatyniny w czasie / interaction between genotype II and changes of creatinine concentration

level during observation

4 interakcja pomigdzy leczeniem ACEI, genotypem Il a zmianami stezenia kreatyniny w czasie / interaction between ACEI treatment, genotype II and

changes of creatinine concentration level during observation

cukrzycowa, ADPKD) [4, 11, 12, 14, 30]. Jednak Suzuki [29]
oraz Schmidt [28] nie znalezli tego zwiazku w swoich pra-
cach. Skoro w wigkszo$ci patologii zwigzanych z uktadem
moczowym negatywny wptyw na przebieg choroby cechuje
genotyp DD, mozna zatem oczekiwa¢ zwigkszonego odset-
ka nosicieli tego genu wsrod osob poddanych terapii nerko-
zastepczej. Gaciong i wsp. analizujac chorych w mtodszym
wieku wykazali czgstsze wystgpowanie genotypu DD
u biorcéw przeszczepu nerki [10]. W grupie dializowanych
nie stwierdzono istotnej przewagi allelu D [32], co zwo-
lennicy teorii ,,negatywnego wptywu allelu D” ttumacza
zmniejszajaca si¢ jego czestoscia wraz z kolejnymi latami
dializoterapii — allel D jako czynnik ryzyka powiktan ze
strony uktadu krazenia powodowaé ma skrocenie dtugosci
zycia u nosicieli 1 zanikanie ich odsetka w grupie dializo-
wanych [10, 32]. Wérdd chorych z nefropatia cukrzycowa

dowiedziono, iz odsetek homozygot DD u dializowanych
krocej niz 12 miesigcy wynosit okoto 30%, podczas gdy
u chorych leczonych dtuzej niz rok 15% (Yoshida i wsp.
[32]). U dzieci poddanych transplantacji nerki w ciagu
10-letniej obserwacji stwierdzono, iz genotyp DD wiazat
si¢ z krotszym czasem przezycia przeszczepu (réZnica
istotna statystycznie pomigdzy grupa dzieci z genotypem
DD i grupa pacjentéw posiadajaca pozostate genotypy,
tj. ID i1l pojawita si¢ dopiero po 7 latach od dokonania
transplantacji nerki) [5], ale nie z wystapieniem procesu
przewlektego odrzucania. W badaniach dotyczacych losow
przeszczepu nerki u 0osob dorostych znaleziono jedynie
nieco wyzsza czgstos¢ allelu D na granicy istotnosci staty-
stycznej w grupie biorcoéw z wysokim ryzykiem przewle-
ktego odrzucania przeszczepu (klirens kreatyniny < 50
mL/min, biatkomocz > 0,5 g/24h oraz starszy wiek dawcy).

Tabela 6. Charakterystyka analizowanych parametréw funkcji nerki przeszczepionej u 27 pacjentow pogrupowanych wedlug genotypu

ACE dawcy

Table 6. Parameters of renal graft function in 27 patients depending on donor ACE genotype
Genotyp ACE dawcy / Donor ACE genotype 1T ID DD
Liczba biorcow / Number of recipients 7 10 10
Kobiety/mgzczyzni (biorcy) / Women/men (recipients) 3/4 6/4 4/6
Wiek biorcy (lata) / Age of recipient (years) 479+ 13,7 42,4+ 10,9 44,7 + 14,68
Wiek dawcy (lata) / Age of donor (years) 55,7+ 12,7 494 + 14,9 43,4 + 3,78*
Klirens cyml / Clearance with cimetidine 1 (mL/min) 52,5+34,7 42,2 +19,3 474+ 17,6
Klirens cym?2 / Clearance with cimetidine 2 (mL/min) 437+222 50,1 +£21,6 79,5 + 55,6*
Klirens cym3 / Clearance with cimetidine 3 (mL/min) 41,5+254 40,9 + 24,4 62,8 +25,9*
Kreatynina 1 / Creatinine 1 (mg/dL) 2,26+ 1,17 2,44 + 0,86 1,77 + 0,60
Kreatynina 2 / Creatinine 2 (mg/dL) 2,16 £ 0,80 2,12+ 0,81 1,48 £ 0,41
Kreatynina 3 / Creatinine 3 (mg/dL) 2,27+1,03 2,44+ 1,39 1,68 £ 0,68
Ostre odrzucanie (liczba przypadkow) / Acute rejection (number of episodes) 4 3 2
Przewlekte odrzucanie (liczba przypadkow) / Chronic rejection (number of episodes) 2 3 1
% pacjentow leczonych ACEI / % of patients treated with ACEI 43 50 50

* p<0,08 dla réznicy pomigdzy genotypem DD a potaczonymi grupami genotypow II+ID / p < 0.08 for the difference between DD genotype and pooled

[I+ID genotype groups
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Nie stwierdzono istotnych réznic co do czasu przezycia
przeszczepu w trzech grupach zaleznie od genotypu I/D
na przestrzeni 6-letniej obserwacji [6]. Genotyp dawcy nie
miat wptywu na funkcjonowanie nerek po przeszczepie.
Podsumowujac, genotyp biorcy nie wywieral decydujacego
wplywu na funkcjonowanie przeszczepionego narzadu,
allel D nie byl zwiazany z indukcja procesu przewlektego
odrzucania, a jedynie moglt wywiera¢ dziatanie modulujace
jego przebieg. Obie cytowane powyzej prace opisywaly
badania retrospektywne i analizowano w nich jedynie pod-
stawowe parametry dotyczace monitorowania funkcji nerki
przeszczepionej. Badania whasne zaktadaly doktadniejsza
prospektywna obserwacje funkcji przeszczepu, mozliwej
na skutek powtarzalnych pomiaréw klirensu kreatyniny
po podaniu cymetydyny. Procentowy rozktad genotypow
ACE w 3 grupach (DD, ID, IT) byt bardzo zblizony do roz-
ktadu opisywanego dla populacji kaukaskiej przez innych
badaczy [17, 24], zaréwno dla grupy biorcow jak i dawcow.
Nie stwierdzono r6znic w wartosciach klirensu kreatyniny
pomigdzy grupami biorcow zaleznie od genotypu (oprocz
pierwszego —wyjsciowego pomiaru; kolejne oznaczenia nie
wykazatly juz istotnie nizszych wartosci klirensu kreatyniny
u biorcéw 11 w stosunku do biorcow DD i ID). Posiadanie
genotypu DD, zaréwno u biorcy jak i dawcy, nie wptywato
negatywnie na kolejno oznaczane wartosci klirensu krea-
tyniny. W grupie dawcéw uzyskane wyniki nalezy inter-
pretowac ostroznie ze wzgledu na mata liczebno$¢ dawcow
z oznaczonym genotypem ACE. U os6b z genotypem II
stwierdzono wyzsze st¢zenia kreatyniny w surowicy. Trud-
no wyjasni¢ zaobserwowane zjawisko i prawdopodobnie
nie wptywa ono negatywnie na funkcjonowanie nerki
przeszczepionej jako narzadu. Kolejno oznaczane wartosci
klirensu kreatyniny po podaniu cymetydyny u pacjentow I1
byty podobne jak w pozostatych grupach genotypowych, co
$wiadczy o stabilnej w miarg funkcji nerki przeszczepione;.
Nie odnotowano zadnych istotnych réznic w rozktadzie alle-
lili D u biorcéw i dawcow, u ktorych wystepowato ostre lub
przewlekle odrzucanie. W przypadku ostrego odrzucania
mozna by spodziewac¢ si¢ wigkszego ryzyka uszkodzenia
nerek przez proces immunologiczny dla genotypu II. Niz-
sza aktywno$¢ ACE u biorcow Il wiaze sig ze zmniejszona
degradacja bradykininy i substancji P, ktore nasilaja proces
zapalny przez indukcj¢ chemotaksji neutrofili, monocytow,
proliferacje limfocytéw i uwolnienie mediatorow reakcji
immunologicznej. W przebiegu tocznia rumieniowatego
uktadowego u chorych z genotypem II stwierdzano zna-
miennie wyzszy indeks aktywnosci jako wskaznik ostrej
odpowiedzi zapalnej w obrebie nerek [3].

U biorcow II stwierdzono wyzsze stgzenia kreaty-
niny w surowicy w stosunku do pacjentow z genotypem
ID i DD, ale tylko w przypadku, gdy nie byli oni leczeni
inhibitorami ACE (w grupie leczonych ACEI te réznice
migdzy genotypami zacieraly si¢). Wsrdd pacjentdw po
przeszczepie nerki blisko 80% chorych wymaga leczenia
nadci$nienia tetniczego [13]. W badanej grupie biorcow
u polowy pacjentow stosowano ACEIL, u pozostatych terapi¢

innymi lekami, najcz¢sciej blokerami kanatu wapniowego.
Znany jest uniwersalny nefroprotekcyjny wptyw inhibito-
row ACE hamujacy powstawanie zmian stwardnieniowych
w klebuszkach [26], szczegolnie w przebiegu nefropatii
cukrzycowej. Leki te redukuja ci$nienie $rodkigbkowe
poprzez rozkurcz tetniczki odprowadzajacej, hamuja
proliferacj¢ komoérek mezangium kigbuszka nerkowego
i produkcje biatek macierzy pozakomorkowe;j i kolagenu.
Kardio- i nefroprotekcyjny wptyw leczenia ACEI jest
obserwowany niezaleznie od ich efektu hipotensyjnego
[32]. Udowodniono, iz leczenie chorych z nefropatia IgA
inhibitorami ACE, nawet przy braku nadcis$nienia tetni-
czego, znaczaco redukuje biatkomocz i op6znia tempo
progresji do schytkowej niewydolnosci nerek. Jak okazuje
sig, u pacjentdow z potencjalna nizsza aktywno$cia ACE
w osoczu i tkankach (biorcy II) leki te wykazuja rowniez
korzystne dziatanie, co dowodzi, ze nie wszystkie punkty
uchwytu dziatania ACEI sa do konca poznane. W bada-
niach wlasnych podawanie ACEI nie bylo czynnikiem
randomizowanym — co znacznie zmniejsza mozliwosé
wnioskowania odno$nie wptywu ich stosowania na badane
parametry. Jednakze podobny wynik uzyskano w randomi-
zowanym badaniu BANFF, gdzie znamiennie zwigkszone
rozszerzenie tetnicy zalezne od przeptywu stwierdzono
u pacjentow z genotypem II lub ID leczonych chinaprilem.
W przypadku genotypu DD nie stwierdzono zmiany reakcji
naczynia po 8 tygodniach leczenia [2]. Wskazywaloby to na
zmniejszong skuteczno$¢ inhibitorow ACE w przypadku
obecnosci allelu D, a by¢ moze na konieczno$¢ stosowania
wyzszych dawek ACEI u homozygot DD. W innych bada-
niach zdania autoréw co do efektow dziatania inhibitorow
ACEI w obrgbie grup genotypowych sa podzielone. Czg§¢
badaczy wskazuje na korzysci z takiej terapii u pacjentow
z genotypem II, inni — u chorych z genotypem DD [20].

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze w badaniach
wiasnych genotyp I/D nie stanowit samodzielnego czynni-
ka prognostycznego co do dalszych loséw funkcjonowania
nerki przeszczepionej (brak wplywu na zmiang w czasie
warto$ci klirensu kreatyniny po podaniu cymetydyny).
Stosowanie ACEI w terapii nadci$nienia tgtniczego u bior-
cOw przeszczepu nerki moze zmieniaé wpltyw genotypu
naniektore parametry. Poniewaz ograniczeniem obecnego
badania jest brak randomizacji pacjentéw odnos$nie przyj-
mowania ACEI, nalezy przyjac, iz wnioski przedstawione
powyzej dotyczace wptywu leczenia ACEI zaleznie od
genotypu maja raczej charakter wstepny.

Whioski

1. Genotyp DD biorcy i dawcy nie ma negatywnego
wplywu na czynno$¢ nerki przeszczepionej w pierwszych
4 latach po dokonanej transplantacji nerki.

2. Genotyp I/D wywiera wplyw na niektore parametry
— stwierdzono wyzsze st¢zenia kreatyniny w surowicy
u biorcow z genotypem I1.
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3. Wplyw genotypu I/D na funkcjg nerki przeszczepio-

nej moze by¢ zalezny od stosowania u biorcy inhibitorow
konwertazy angiotensyny I.

10.

11.

12.
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Summary

Introduction: Adhesion and migration of mononuc-
lear leukocytes into the vascular wall is a crucial step in
atherogenesis. Expression of cell adhesion molecules by
endothelial cells plays a leading role in this process. Natural
short-chain fatty acids produced by bacterial fermentation
of dietary fiber have been attributed with antiatherogenic
properties.

Material and methods: This in vitro study has been
conceived in an attempt to shed light on the mechanisms
responsible for the modulatory effect of short-chain fatty
acids in atherogenesis. The following conclusions have been
drawn. Butyrate and propionate are selective inhibitors
of ox-LDL-stimulated VCAM-1 and ICAM-1 expression
with a mechanism of action involving reduced protein and
specific mRNA production through inhibition of NF-xB
activation. Suppressed expression of VCAM-1 and ICAM-1
was associated with reduced adherence of monocytes and
lymphocytes to ox-LDL stimulated endothelial cells.

Results: Butyrate and propionate may have anti-inflam-
matory and antiatherogenic properties partly attributable
to an inhibitory effect on NF-kB activation.

Key words: endothelial cells — adhesion molecules —
short-chain fatty acids — oxidized LDL.

Streszczenie

Wstep: Adhezja i migracja mononuklearnych leukocy-
tow do btony wewnegtrznej naczynia odgrywa istotna rolg
w patogenezie miazdzycy. W procesie tym posrednicza
czastki adhezyjne. Sugeruje sig, ze krotkotancuchowe kwa-
sy ttuszczowe, produkowane podczas bakteryjnej fermen-
tacji blonnika pokarmowego w jelicie grubym, wywieraja
korzystne dziatanie przeciwmiazdzycowe.

Materiat i metody: Celem pracy byta weryfikacja
hipotezy, ze kwas propionowy i mastowy moga mie¢ bez-
posredni wptyw na funkcje komorek §rodbtonka. Podjgto
badania in vitro zmierzajace do wyjasnienia mechanizmow,
za pomoca ktorych kwasy te mogtyby wptywac na istotny
dlarozwoju miazdzycy etap, jakim jest dysfunkcja komorek
$rddblonka i zwiazana z tym ich zwigkszona adhezywnos¢
dla monocytow i limfocytow.

Wyniki: Wykazano, ze kwas propionowy i mastowy
hamuja stymulowana ox-LDL ekspresje VCAM-1

* Zwigzla wersja rozprawy doktorskiej przyjetej przez Radg Wydzialu Lekarskiego Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie. Promotor:
dr hab. n. med. Danuta Zapolska-Downar. Oryginalny maszynopis obejmuje: 104 stron, 20 rycin, 159 pozycji piSmiennictwa.

* Concise version of doctoral thesis approved by the Council of the Faculty of Medicine, Pomeranian Medical University in Szczecin. Pro-
motor: Danuta Zapolska-Downar M.D., D.M.Sc.Habil. Original typescript comprises: 104 pages, 20 figures, 159 references.
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i ICAM-1, zar6wno na poziomie biatka jak i mRNA,
poprzez wplyw na zalezne od NF-«B mechanizmy tran-
skrypcyjne obnizaja réwniez adhezywnos$¢ komorek
srodbtonka dla monocytéw i limfocytoéw. Zaobserwo-
wane witasciwosci kwasu propionowego i mastowego,
a szczegolnie ich wptyw na stopien aktywacji NF-xB,
wskazuja na istnienie nowych mechanizmoéw prze-
ciwzapalnego i antymiazdzycowego dziatania tych
kwasow.

Hasta: komoérki §rodbtonka — czastki adhezyjne — krot-
kotancuchowe kwasy ttuszczowe — ox-LDL.

Wstep

Aktualnie uwaza si¢, ze miazdzyca jest przewlekia
choroba zapalna, modyfikowana zaburzeniami lipidowy-
mi, z towarzyszacym stresem oksydacyjnym w $cianie
naczynia i toczacym si¢ w obrgbie blony wewngtrznej
procesem fibroproliferacyjnym [29]. Kluczowym wyda-
rzeniem dla powstawania i rozwoju miazdzycy wydaje si¢
by¢ dysfunkcja komorek srodbtonka, z nastgpowa lokalna
adhezja mononuklearnych leukocytéw (ML) do komorek
srodbtonka tgtnic i akumulacja tych komoérek w blonie
wewnetrznej naczynia [29, 39]. W obecnos$ci zmodyfiko-
wanych lipoprotein niskiej gestosci (ox-LDL) monocyty
przeksztalcaja si¢ w makrofagi, wytapuja czasteczki lipo-
protein i przechodza w komorki piankowate. Migracja ko-
morek migsni gltadkich w obreb btony wewngetrznej Sciany
naczynia prowadzi do powstania tzw. pasm thuszczowych,
ktore przechodza w zmiany typowe dla kolejnych etapow
miazdzycy [29, 39]. Adhezja, transendotelialna wedrowka
i akumulacja ML w blonie wewngtrznej naczynia odbywa
si¢ za sprawa Srodblonkowych czastek adhezyjnych m.in.
VCAM-1 (CD106) i ICAM-1 (CD54) [14]. W $wietle ak-
tualnej wiedzy, oprocz czynnika martwicy nowotworu o
(TNF-0) i interleukiny 1 (IL-1) [2, 17], rOwniez utleniona
forma LDL stanowi jeden z najwazniejszych czynnikow
sprawczych dysfunkcji komorek srodbtonka [30, 38, 39].
Istotna role czastek adhezyjnych w selektywnym prze-
chodzeniu monocytéw i limfocytow do $ciany naczynia
w miazdzycy potwierdzaja badania epidemiologiczne
oraz badania przeprowadzone na zwierz¢gcym modelu
do$wiadczalnym miazdzycy [14, 20 ,27].

Natura sygnatéw i zwiazanych z nimi mechanizmow
molekularnych, ktore stymuluja ekspresj¢ genu dla
VCAM-1 i ICAM-1 we wczesnych etapach miazdzycy,
nie jest w petni wyjasniona. Sugeruje sig, ze istotna rolg
w regulacji ekspresji genu dla VCAM-1 moze odgrywaé
stres oksydacyjny [25]. Zaliczany do tzw. prozapalnych
czynnikéw transkrypcyjnych NF-kB [31] reguluje glownie
ekspresj¢ genow zwiazanych z przebiegiem procesu zapal-
nego m.in. genow dla VCAM-1 i ICAM-1 [6, 31]. Czyn-
nik ten jest aktywowany przez ox-LDL i wolne rodniki
tlenowe (RZT) [6]. Wykazano, ze hamowanie aktywacji

NF-kB przez antyoksydanty zwiazane jest z selektywnym
hamowaniem stymulowanej przez TNF-a 1 IL-1 ekspresji
VCAM-1 oraz z hamowaniem adhezji monocytéw do
stymulowanych komorek srodblonka [34].

W pierwotnej i wtornej prewencji chorob uktadu
sercowo-naczyniowego wazna role odgrywa dieta.
W wyniku przetwarzania btonnika pokarmowego
przez bakterie zyjace w jelicie grubym powstaja krot-
kotancuchowe kwasy ttuszczowe (SCFA) [32]: octowy,
mastowy i propionowy. Sa one substancjami o dziataniu
plejotropowym i wykazuja, poprzez regulacje ekspresji
roznych gendéw, zdolno$¢ do indukeji wielu biochemicz-
nych zmian w réznych typach komoérek. Kwas mastowy
zmienia morfologi¢ i ultrastruktur¢ hodowanych komo-
rek §rodblonka [13], jest silnym czynnikiem antyprolife-
racyjnym, indukujacym réznicowanie si¢ komoérek [10]
oraz stymulujacym apoptoze¢ komodrek nowotworowych
[11,22]. Maslan poprawia gojenie i redukuje stan zapalny
Sluzéwki jelita poprzez redukcj¢ aktywacji czynnika
NF-kB w makrofagach bltony wtasciwej jelita u pacjen-
tow z wrzodziejacym zapaleniem okr¢znicy [23], ma
rowniez wlasciwos$ci antyutleniajace i moze obnizaé
produkcje proaterogennych ox-LDL [3].

Celem pracy byla weryfikacja hipotezy, ze wystg-
pujace naturalnie SCFA, ktorym przypisuje si¢ dziala-
nie przeciwmiazdzycowe, gldwnie poprzez wpltyw na
metabolizm lipidow, moga mie¢ rowniez bezposredni
wplyw na funkcje komoérek srodbtonka. Podjeto badania
in vitro zmierzajace do wyjasnienia mechanizmow, za
pomoca ktorych kwas propionowy i mastowy mogty-
by wptywac na istotny dla rozwoju miazdzycy etap,
jakim jest dysfunkcja komorek srodblonka i zwigzana
z tym zwigkszona ich adhezywno$¢ dla monocytéw
i limfocytow. Jak dotad, nie badano wptywu SCFA na
proadhezywne funkcje komorek §rodbtonka.

Material i metody

Izolacja i hodowla komérek $rédblonka

Komorkach $§rodbtonka (HUVEC) izolowano
z ludzkich zyt pgpowinowych wg metody opisanej przez
Jaffe [16]. Do $wiatta zyly wstrzykiwano 0,1% roztwor
kolagenazy (typ Ia) i inkubowano w temp. 37°C. Komor-
ki hodowano w buteleczkach hodowlanych i ptytkach
inkubacyjnych pokrytych uprzednio Endothelial Cell At-
tachment Factor (ECAF), w medium 199 z solami Earle’a,
NaHCO, i 25 mmol/L HEPES, antybiotykami i 20%
surowica ptodéw bydlecych (FBS) (vol/vol). Hodowlg
prowadzono w inkubatorze w temp. 37°C przy stalym
doptywie 5% CO,, 95% O, i wilgotnosci 90%. Komorki
srodbtonka identyfikowano na podstawie ich charaktery-
stycznego wygladu ,,kostki brukowej” w obrazie inwer-
toskopu oraz na podstawie obecnos$ci na ich powierzchni
antygenu CD3I.
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Izolacja mononuklearnych leukocytow

Mononuklearne leukocyty (ML) izolowano z hepary-
nizowanej krwi zylnej technikaq wirowania w gradiencie
gestoscei przy uzyciu Gradisolu L (20 min przy 400 x g
w 18°C). Pier§cien monocytow i limfocytow aspirowano,
przemywano zimnym PBS, a komorki zawieszano w 5%
roztworze FBS w medium 199 z antybiotykami. Zawiesing
komorek (okoto 10% monocytéw i 90% limfocytow) zuzy-
wano do adhezji w ciagu 15 min.

Izolacja i utlenianie LDL

Z osocza technika sekwencyjnego wirowania w gra-
diencie gestosci izolowano LDL (1,019-1,055 g/mL)
(112 000xg, 24 h, 16°C) [12]. LDL w stezeniu 200 pg/
mL utleniano metoda z uzyciem komorek $rédbtonka
w medium Ham’s F-10 z antybiotykami i 5% FBS, przez
24 h w temp. 37°C, przy stalym doptywie CO,. Rozmiar
utleniania okre$lano poprzez pomiar poziomu substancji
reagujacych z kwasem tiobarbiturowym (TBARS) [4]. Wy-
niki przedstawiano jako ilo§¢ dwualdehydu malonowego
(MDA) w nmol MDA /mg bialka.

Warunki eksperymentéw

Komorki §rodbtonka preinkubowano z kwasem ma-
stowym lub propionowym (0,1, 1,0, 5,0 i 10,0 mmol/L)
i bez kwasu, przez 24 h w 5% roztworze FBS w medium
199. Dla komorek preinkubowanych z 10,0 mmol/L roz-
tworem kwasow zastosowano trzy czasy preinkubacji: 30
min, 12 h i 24 h. Nastgpnie badane komorki poddawano
dziataniu ox-LDL (100 pg/mL) przez 12 h dla VCAM-1
124 h dla ICAM-1 (ekspresja powierzchniowa), 12 h
(adhezywno$¢ komorek $rédbtonka dla ML), 6 h (eks-
presja mRNA) i 2 h (aktywacja NF-xB). Dawka ox-LDL
wybrana zostata na podstawie doniesien z piSmiennictwa
[8]. W badaniu kontrolnym komorki §rédbtonka hodowa-
no w 5% roztworze FBS w medium 199, bez badanych
kwaséw 1 ox-LDL. Przezywalno$¢ komorek srodbtonka
badano poprzez okreslenie wielko$ci uwalniania dehydro-
genazy mleczanowej (LDH) i zdolno$ci do wylapywania
biegkitu trypanu.

Oznaczanie ekspresji VCAM-1 i ICAM-1

Po zakonczeniu fazy inkubacji komorek §rodbtonka
z kwasami i ox-LDL komorki przemywano roztworem 0,1%
albuminy z surowicy bydlecej (BSA) w PBS, znakowano
przeciwciatami, odpowiednio: anty-VCAM-1 (CD106:
R-PE) Iub anty-ICAM-1 (CD54: R-PE) oraz dodatkowo
anty-PECAM-1 (CD31: FITC). Dla kazdej serii badanych
komérek wykonywano badanie kontrolne (kontrola izo-
typowa). Przeciwciala inkubowano z komoérkami przez
30 min w temp. +4°C, komérki przemywano, utrwalano
0,5% formaldehydem i odklejano 0,01% roztworem tryp-
syny/EDTA, nastepnie poddawano analizie w cytometrze
przeplywowym FACS Calibur (Becton-Dickinson) przy
uzyciu programu komputerowego Cell Quest. W wybram-
kowanych komoérkach analizowano ekspresje VCAM-1

1 ICAM-1 mierzona jako $rednie nat¢zenie fluorescencji.
Ostateczna warto$¢ ekspresji badanych czastek uzyskiwano
po uwzglednieniu wigzania niespecyficznego (kontrola izo-
typowa). Ocena wielkosci ekspresji CD31 stuzyta rowniez
jako marker zywotno$ci komorek.

Adhezja mononuklearnych leukocytow

Komoérki preinkubowane wczesniej z kwasami 1 ox-
-LDL dwukrotnie ptukano medium 199, do kazdej celki
dodawano ML (1x10%/mL). Inkubowano 30 min w temp.
+37°C, dwukrotnie ptukano PBS iznakowano anty-
PECAM-1 (CD31: FITC) i anty-CD14 (CD14: PE). Nastgp-
nie komorki liczono i poddawano analizie w cytometrze
przeplywowym. Procentowa zawarto$¢ monocytow okre-
$lano po wybramkowaniu komorek zawierajacych antygen
CD14, a komorek srodbtonka — antygen CD31. Pozostate
komorki uznano za limfocyty. Liczbe przyklejonych do
komérek $rdédblonka monocytéw i limfocytow obliczano
w odniesieniu do catkowitej liczby komorek uzyskanych
po trypsynizacji. Wyniki przedstawiono jako procent ko-
morek dodanych.

Oznaczanie zawarto$Sci mRNA dla VCAM-1 i ICAM-1
metoda RT-PCR

Zawartosci mRNA dla VCAM-1 i ICAM-1 oznaczano
metode reakcji fancuchowej polimerazy poprzedzonej od-
wrotng transkrypcja (RT-PCR) z dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego (GAPDH) jako genem konstytutyw-
nym. Catkowite RNA izolowano z komoérek §rodbtonka,
stosujac zestaw do izolacji totalnego RNA (Total RNA Prep-
Plus). Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono
w roztworze zawierajacym: bufor do RT, dNPTs, Random
Hexamer Primer, RNAsin, RevertAid M-MuLV Reverse
Transcriptase i RNA w temp. 37°C przez 60 min i koficzono
5-min denaturacja w temp. 94°C. PCR przeprowadzano
w mieszaninie reakcyjnej zawierajacej: PCR Master Mix
Composition, pary primerow i cDNA. Dla genu GAPDH
zastosowano 22 cykle, dla VCAM-1 16 cykli, ICAM-1 18
cykli. Do swoistej amplifikacji cDNA dobrano odpowied-
nie sekwencje primeréw. Dla VCAM-1 [28] (241 par zasad
— pz): 5-CCCTTGACCGGCTGGAGATT-3’ jako primer
sensowny i 5’-CTGGGGGCAACATTGACATAAAGTG-3’
jako primer antysensowny. Dla ICAM-1 (Primer Select 4.00
DNASTAR) (409 pz): jako primer sensowny 5-TGAAG-
GCCACCCCAGAGGACAAC-3'1 5-CCCATTATGACT-
GCGGCGCTGCTACC-3" jako primer antysensowny. Dla
GAPDH [9] (482 pz): 5>>-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-
3’ jako primer sensowny 15’ -GTTGTCATGGATGAC-
CTTGG-3’ jako primer antysensowny. Elektroforetyczny
rozdzial produktow RT-PCR na 2% zelu agarozowym, wy-
barwianym bromkiem etydyny, fotografowano w §wietle
UV i skanowano. Przy zastosowaniu programu kompute-
rowego Kodak Digital Science v 3.0 poréwnywano profil
gestosci optycznej prazkéw cDNA dla VCAM-1 i1 ICAM-1
w stosunku do profilu ggstosci optycznej prazkéw cDNA
genu konstytutywnego GAPDH.
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Pomiar aktywacji NF-xB
Stopien aktywacji NF-kB oznaczano w lizacie komor-
kowym przy uzyciu zestawow opartych na metodzie ELISA
firmy Active Motif zgodnie z zalaczonym protokotem.
Wyniki przedstawiono jako OD

450 nm”

Statystyczna analiza wynikow
Analizg statystyczna przeprowadzono za pomoca pa-
kietu Statistica 5.0 PL firmy StatSoft. Srednie i odchylenia
standardowe mierzonych parametréw przedstawiono na
wykresach i w tekécie omawiajac wyniki. Srednie porow-
nywano ANOVA, z testem Tukeya jako testem post hoc.
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Ryc. 1. Wptyw kwasu propionowego i mastowego na stymulowana
ox-LDL ekspresjg¢ VCAM-1 i ICAM-1 w zaleznosci od stezenia.
Komorki $rodbtonka preinkubowano przez 24 h bez lub z kwasem
propionowym albo mastowym (0,1, 1,0, 5,0 and 10,0 mmol/L) przed
12-godzinna (VCAM-1) lub 24-godzinna (ICAM-1) inkubacja bez (badanie
kontrolne) lub z ox-LDL (100 pg/mL). Ekspresj¢ VCAM-1 (A) i ICAM-1
(B) oceniano za pomoca cytometrii przeptywowej. Uzyskane z cytometrii
wyniki §redniego natgzenia fluorescencji wyrazano jako % zmian w
stosunku do komorek stymulowanych ox-LDL (100%) i przedstawiono jako
x = SD z 8 oddzielnych eksperymentow. * p < 0,05, ** p < 0,01,

*H% p < 0,001 w pordwnaniu do ekspresji na komorkach stymulowanych
ox-LDL bez preinkubacji z kwasem propionowym lub mastowym

Fig. 1. Propionate and butyrate inhibits ox-LDL-induced surface
expression of VCAM-1 and ICAM-1 in a dose-dependent manner.
Cells were pretreated without or with propionate or butyrate (0.1, 1.0, 5.0
and 10.0 mmol/L) for 24 hours before incubation without or with ox-LDL
(100 pg/ml) for 12 hours (VCAM-1) and 24 hours (ICAM-1). Next, cells
were stained for VCAM-1 (A) and ICAM-1 (B) and analyzed by flow
cytometry. Results are expressed as percentage of ox-LDL-stimulated cell
(100%) and are given as mean £ SD from eight experiments. * p <0.05,
*% p < 0.01 *** p <0.001 compared with cells stimulated with ox-LDL in
the absence of propionate or butyrate

Wyniki

Wplyw kwasu propionowego i maslowego na
stymulowang ox-LDL ekspresje VCAM-1 i ICAM-1

Ekspresja VCAM-1 byta istotnie statystycznie
(p £0,001) nizsza na komoérkach preinkubowanych 24 h
z kwasem propionowym w stezeniu 1.0, 5.0 1 10.0 mmol/L
przed inkubacja z ox-LDL, w poréwnaniu do komorek
inkubowanych z ox-LDL bez dodatku kwasu, i wynosita
odpowiednio: 86,1 +4,0%; 78,2 £ 5,7%; 40,5 £ 6,6% (n = 8).
Hamujace dzialanie kwasu propionowego byto zalezne
od stezenia, z maksymalnym efektem dla st¢zenia 10,0
mmol/L (ryc. 1A). Rowniez kwas mastowy hamowat sty-
mulowana ox-LDL ekspresj¢ VCAM-1 w sposob zalezny
od stezenia. Ekspresja VCAM-1 na komorkach srodblonka,
preinkubowanych 24 h z kwasem mastowym w stezeniu:
1,0, 5,0 1 10,0 mmol/L, przed inkubacja z ox-LDL byta
istotnie statystycznie nizsza w poréwnaniu do komorek
inkubowanych z ox-LDL bez dodatku kwasu, i wynosita
odpowiednio: 88,0 £ 5,7% (p < 0,01, n = 8); 12,8 £ 2,7%
(p<£0,001,n=28)110,5+2,5% (p < 0,001, n = 8) (ryc. 1A).
Maksymalny wptyw uzyskano dla stezenia 10,0 mmol/L.
Hamujace dziatanie kwasu mastowego byto silniejsze niz
dziatanie kwasu propionowego. Kwas propionowy w stgze-
niu 10,0 mmol/L (40,5 + 6,6) vs kwas mastowy w stgzeniu
10,0 mmol/L (10,5 + 2,5), p < 0,0000.

Kwas propionowy hamowal stymulowana ox-LDL
ekspresje [ICAM-1 w sposob zalezny od stgzenia, z maksy-
malnym wplywem przy 10,0 mmol/L. Ekspresja ICAM-1
byta istotnie statystycznie nizsza na komorkach preinku-
bowanych 24 h z kwasem propionowym w stgzeniu 1,0
mmol/L (86,3 £ 6,7%; p < 0,05; n = 8), 5,0 mmol/L (66,8
+ 7,0%; p <0,001; n = 8) i 10,0 mmol/L (51,5 + 10,9%;
p <0,001; n=8) przed inkubacja z ox-LDL w poréwnaniu
do ekspresji na komorkach inkubowanych z ox-LDL bez
dodatku kwasu (ryc. 1B). Rowniez kwas mastowy hamowat
stymulowang ox-LDL ekspresj¢ [ICAM-1 w spos6b zalezny
od stezenia. Ekspresja ICAM-1 na komorkach $rédblonka
preinkubowanych 24 h z kwasem mastowym (od 1,0 do
10 mmol/L), przed inkubacja z ox-LDL byta istotnie sta-
tystycznie nizsza (p < 0,001) w pordwnaniu do komodrek
inkubowanych z ox-LDL bez dodatku kwasu, i wynosita
odpowiednio: 74,5 £ 10,57%; 53,8 + 12,1%; 50,0 £ 12,2%
(n = 8) (ryc. 1B). Maksymalny wptyw uzyskano dla ste-
zenia 10,0 mmol/L. W poréwnaniu do VCAM-1, gdzie
kwas mastowy okazatl si¢ by¢ silniejszym inhibitorem niz
kwas propionowy, hamujace dziatanie kwasu mastowego
na stymulowang ox-LDL ekspresj¢ ICAM-1 byto podobne
do dziatania kwasu propionowego. Kwas propionowy
w stezeniu 10,0 mmol/L (51,5 + 10,9) vs kwas mastowy
w stezeniu 10,0 mmol/L (50,0 + 12,2), p =ns.

Ekspresja VCAM-1 na komorkach $rodbtonka pre-
inkubowanych z kwasem propionowym przez 30 min,
12 h 1 24 h, przed inkubacja z ox-LDL byta istotnie staty-
stycznie (p < 0,001) nizsza w porownaniu do ekspresji na
komérkach, inkubowanych z ox-LDL bez dodatku kwasu
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Ryc. 2. Wptyw kwasu propionowego i mastowego na stymulowang ox-
-LDL ekspresjg¢ VCAM-1 i ICAM-1 w zaleznosci od czasu preinkubacji.
Komorki srodblonka preinkubowano bez lub z kwasem propionowym
albo mastowym (10,0 mmol/L) przez 30 min, 12 h lub 24 h, przed
12-godzinng (VCAM-1) i 24-godzinng (ICAM-1) inkubacja bez (badanie
kontrolne) lub z ox-LDL (100 pg/mL). Ekspresj¢ VCAM-1 (A) i ICAM-1
(B) oceniano za pomoca cytometrii przeptywowej. Uzyskane z cytometrii
wyniki §redniego natgzenia fluorescencji wyrazano jako % zmian w
stosunku do komorek stymulowanych ox-LDL (100%) i przedstawiono
jako x = SD z 8 oddzielnych eksperymentéw. ** p < 0,01, *** p < 0,001
w poréwnaniu do ekspresji na komorkach stymulowanych ox-LDL bez
preinkubacji z kwasem propionowym lub mastowym.

Fig. 2. Propionate and butyrate inhibits ox-LDL-induced surface
expression of VCAM-1 and ICAM-1 in a time-dependent manner.
Cells were preteated without or with propionate or butyrate (10.0 mmol/L)
for 30 minutes, 12 hours and 24 hours before incubation without or with
ox-LDL (100 pg/ml) for 12 hours (VCAM-1) and 24 hours
(ICAM-1). Next, cells were stained for VCAM-1 (A) and ICAM-1 (B)
and analyzed by flow cytometry. Results are expressed as percentage of
ox-LDL-stimulated cell (100%) and are given as mean = SD from eight
experiments. ** p < 0.01, *** p <0.001 compared with cells stimulated
with ox-LDL in the absence of propionate or butyrate.

i wynosita odpowiednio: 47,0 + 9,9%; 30,0 + 3,2%; 44,9 +
5,0% (n = 8) (ryc. 2A). Maksymalny wptyw zaobserwo-
wano w przypadku 12 h preinkubacji. Natomiast kwas
mastowy w stezeniu 10,0 mmol/L hamowat stymulowana
ox-LDL ekspresje¢ VCAM-1 w sposob zalezny od czasu
preinkubacji, z maksymalnym wptywem po 24 h. Ekspresja
VCAM-1 na komoérkach $rodbtonka, preinkubowanych
z kwasem mastowym przez 30 min, byla istotnie staty-
stycznie (p < 0,001) nizsza w porownaniu do ekspresji na
komorkach inkubowanych z ox-LDL bez dodatku kwasu
mastowego i wynosita 42,2+ 6,9% (n=8),apo12hi24 h

przed dodaniem ox-LDL obnizat ekspresj¢ VCAM-1 poni-
zej wartosci spotykanych na komorkach spoczynkowych
(20,7 £ 3,5% 1 13,2 £ 2,8%; odpowiednio) (ryc. 2A).
Kwas propionowy w stezeniu 10,0 mmol/L hamowat
w sposob zalezny od czasu preinkubacji stymulowana ox-
LDL ekspresj¢ ICAM-1. Ekspresja ICAM-1 na komérkach
srodblonka, preinkubowanych 30 min, 12 hi 24 h z kwasem
propionowym przed inkubacja z ox-LDL, byla istotnie
statystycznie (p < 0,001) nizsza w poréwnaniu do ekspre-
sji na komorkach inkubowanych z ox-LDL bez dodatku
tego kwasu i wynosita odpowiednio: 73,6 £ 6,0%; 59,2 +
6,9%; 51,5 £ 10,9% (n = 8) (ryc. 2B). Ekspresja ICAM-1 na
komorkach preinkubowanych z kwasem mastowym przez
30 min zwiazana byta z istotnym statystycznie (p < 0,01)
obnizeniem stymulowanej ox-LDL ekspresji ICAM-1 (83,0
+4,8%; n=8), apo 12 h i 24 h byta istotnie statystycznie
(p £ 0,001) nizsza w poréwnaniu do ekspresji na komorkach
inkubowanych z ox-LDL bez dodatku kwasu i wynosita od-
powiednio: 63,5 £4,8% 1 50,0 £ 12,1% (n = 8) (ryc. 2B).
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Ryc. 3. Wptyw kwasu propionowego i mastowego na zawarto§¢ mRNA
dla VCAM-1 i ICAM-1 w komorkach $rodbtonka stymulowanych
ox-LDL.

Komorki srodbtonka preinkubowano bez lub z kwasem propionowym
albo mastowym (10,0 mmol/L) przez 24 h przed 6-godzinna inkubacja
bez (badanie kontrolne) lub z ox-LDL (100 pg/mL). Wyizolowane mRNA
poddawano reakcji odwrotnej transkrypcji i amplifikacji w reakcji PCR
przy uzyciu specyficznych dla GAPDH, VCAM-1 i ICAM-1 primerow.
Ilo$¢ produktow PCR oceniano poprzez pomiar ggstosci optycznej
sfotografowanych prazkow cDNA. Wyniki wyrazano jako stosunek
gestosei optycznej cDNA dla VCAM-1 (A) i ICAM-1 (B) do ggstosci
optycznej cDNA dla GAPDH (standard wewngtrzny). Rycina przedstawia
wyniki wyrazone jako x £ SD z 7 oddzielnych eksperymentow.

**% p < 0,001 w porownaniu do komoérek stymulowanych ox-LDL bez
preinkubacji z kwasem propionowym lub mastowym

Fig. 3. Propionate and butyrate inhibits VCAM-1 and ICAM-1 mRNA
expression in HUVEC.

Cells were pretreated without or with propionate or butyrate (10.0 mmol/L)
for 24 hours before incubation without or with ox-LDL (100 pg/mL)
for 6 hours. mRNA was extracted, reverse transcribed, and amplified
by PCR using specific primers for GAPDH and VCAM-1 and ICAM-1.
Optical densities are from seven separate experiments after normalization
to GAPDH (internal standard). Data are expresed as VCAM-1/GAPDH
(A) and ICAM-1/GAPDH (B) and are given as mean + SD from seven
experiments. *** p <0.001 compared with cells stimulated with
ox-LDL in the absence of propionate or butyrate. Photographs below
show ultraviolet-iluminated gel electrophoregrams from a representative
experiment
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Ryc. 4. Wptyw kwasu propionowego i mastowego na adhezjg monocytoéw i limfocytéw do komorek srodbtonka stymulowanych ox-LDL.
Komorki srodbtonka preinkubowano bez lub z kwasem propionowym albo mastowym (10,0 mmol/L) przez 24 h przed 12-godzina inkubacja
bez (badanie kontrolne) lub z ox-LDL (100 pg/mL). Nastgpnie do komorek dodawano $wiezo wyizolowane z krwi obwodowej mononuklearne
leukocyty (1 x 106/mL) i inkubowano 30 min. Pomiaru ilo$ci przyklejonych monocytoéw i limfocytéw dokonywano wg metody opisanej w rozdziale
Materiat i Metody. Wyniki wyrazano jako % dodanych monocytow lub limfocytow i przedstawiono jako x + SD z 9 oddzielnych eksperymentow,
przeprowadzonych podwojnie. *** p < 0,001 w porownaniu do komoérek stymulowanych ox-LDL bez preinkubacji z kwasem propionowym lub
mastowym

Fig. 4. Propionate and butyrate inhibits adhesion of monocytes and lymphocytes to ox-LDL-stimulated HUVEC.

Cells were pretreated without or with propionate or butyrate (10.0 mmol/L) for 24 hours before incubation without or with ox-LDL (100 pg/ml) for 12
hours. Freshly isolated PBMC were coincubated with endothelial cells for 30 minutes. Subsequently, monocyte and lymphocyte adhesion was measured
as described in the ,,Materials and Methods” section. Results are expressed as percentage of monocytes and lymphocytes added and are given as mean
+ SD from nine experiments. *** p <0.001 compared with cells stimulated with ox-LDL in the absence of propionate or butyrate

Wykazano, ze zaré6wno kwas propionowy jak i masto-
wy hamowaty stymulowana ox-LDL ekspresje VCAM-1
i I[CAM-1 w sposéb zalezny od stezenia w zakresie od 1,0
do 10,0 mmol/L oraz od czasu preinkubacji. Hamujacy
wplyw obu badanych kwaséw na ekspresje ICAM-1 byt
podobny, natomiast kwas mastowy, w poréwnaniu do kwa-
su propionowego, okazat si¢ by¢ silniejszym inhibitorem
stymulowanej ox-LDL ekspresji VCAM-1.

Wplyw kwasu propionowego i maslowego na adhezje
monocytow i limfocytow do komorek $rodblonka
stymulowanych ox-LDL

Stymulacja komoérek $rodbtonka ox-LDL zwiazana byta

z okoto 2-krotnym wzrostem ilo§ci monocytéw przyklejonych
do tych komorek (z 14,4 £ 2,2% do 23,3 + 1,8%, n = 9). Kwas

propionowy w stezeniu 10,0 mmol/L istotnie statystycznie
(p £0,001) hamowat stymulowana ox-LDL zwigkszona ad-
hezywnos¢ komorek $rodblonka dla monocytow (z 23,3 +
1,8% do 15,5 £ 2,0%, n = 9) (ryc. 3). Podobnie preinkubacja
komoérek §rodblonka z kwasem mastowym w stezeniu 10,0
mmol/L, przed inkubacja z ox-LDL, prowadzita do istotnego
statystycznie (p < 0,001) obnizenia liczby przyklejonych mo-
nocytow, z 23,3 £ 1,8% do 12,0 £ 2,8 % (n =9) (ryc. 3). Kwas
mastowy okazat si¢ by¢ silniejszym, w porownaniu do kwasu
propionowego, inhibitorem stymulowanej ox-LDL, zwigkszonej
adhezywnosci komorek srodbltonka dla monocytow. Kwas pro-
pionowy (15,2 £ 2,0) vs. kwas mastowy (12,0 £ 2,8), p <0,05.
Stymulacja komorek $rodbtonka ox-LDL powodowata
okoto 3-krotny wzrost liczby przyklejonych limfocytow
(z3,8+0,97 do 9,6 + 0,93, n = 8). Preinkubacja komorek $rod-
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blonka z kwasem propionowym w stgzeniu 10,0 mmol/L, przed
inkubacja z ox-LDL, prowadzita do istotnego statystycznie
(p £0,001) obnizenia liczby przyklejonych limfocytow
4,6 = 0,78%, n = 9) w poréwnaniu do liczby limfocytow
przyklejonych do komorek stymulowanych ox-LDL (9,6 +
0,93%, n =9) (ryc. 3). Rowniez kwas mastowy w stgzeniu
10,0 mmol/L istotnie statystycznie (p < 0,001) obnizat
stymulowana ox-LDL zwigkszong adhezywno$¢ komorek
srodbtonka dla limfocytéw (z 9,6 £ 0,93% do 3,9 + 0,5%,
n=9). Kwas mastowy hamowal stymulowanag ox-LDL
zwigkszona adhezywnos$¢ limfocytéw do komorek §rod-
btonka w podobnym zakresie jak kwas propionowy. Kwas
propionowy (4,6 £ 0,78) vs. kwas mastowy (3,9 = 0,5),
p = ns). Kwas mastowy okazat si¢ by¢ silniejszym niz kwas
propionowy inhibitorem, stymulowanej ox-LDL, zwigkszo-
nej adhezywnosci komorek srodbtonka dla monocytow.

Wplyw kwasu propionowego i maslowego na ekspresje
mRNA dla VCAM-1 i ICAM-1 w komérkach
Srédblonka stymulowanych ox-LDL

Kwas propionowy w st¢zeniu 10,0 mmol/L istotnie staty-
stycznie (p < 0,001) hamowat stymulowana ox-LDL ekspresjg
mRNA dla VCAM-1. Poziom mRNA dla VCAM-1 byl nizszy
w komorkach preinkubowanych z kwasem propionowym
przed inkubacja z ox-LDL (0,34 + 0,11, n = 7), w poréwnaniu
do komoérek inkubowanych z ox-LDL bez dodatku kwasu
(0,72 £ 0,06, n = 7) (ryc. 4A). Stopien obnizenia réznit si¢
w poszczeg6lnych populacjach komorek §rodbtonka, a Srednia
zawartos¢ mRNA dla VCAM-1 w komorkach preinkubo-
wanych z kwasem propionowym przed stymulacja ox-LDL
byta podobna jak w komorkach spoczynkowych (0,35 +
0,08). Kwas mastowy w stezeniu 10,0 mmol/L, podobnie jak
w przypadku powierzchniowej ekspresji VCAM-1, hamowat
stymulowang ox-LDL ekspresje mRNA dla VCAM-1 ponizej
poziomu ekspresji mRNA dla VCAM-1 w komérkach spo-
czynkowych (z 0,72 £ 0,06 do 0,23 + 0,09; p <0,001; n="7)
(ryc. 4A). Wptyw kwasu mastowego na stymulowana ox-LDL
ekspresje mRNA dla ICAM-1 byt podobny do wptywu kwasu
propionowego. Kwas propionowy (0,34 + 0,11) vs. kwas ma-
stowy (0,23 +0,09), p =ns.

Kwas propionowy w stgzeniu 10,0 mmol/L istotnie
statystycznie (p <0,001) obnizat poziom mRNA dla
ICAM-1 w komérkach stymulowanych ox-LDL (z 0,62 +
0,09 do 0,28 £+ 0,09, n = 7). Kwas mastowy w stezeniu 10,0
mmol/L rowniez istotnie statystycznie (p < 0,001) obnizat
zawartos$¢ specyficznego dla ICAM-1 produktu RT-PCR
w komorkach stymulowanych ox-LDL (z 0,62 + 0,09 do
0,30 £ 0,06, n="7) (ryc. 4B). Zakres hamujacego dziatania
kwasow byt zblizony wielkoscia do poziomu jaki wykazano
w przypadku wpltywu tych kwaséw na powierzchniowa
ekspresje biatka badanych czastek adhezyjnych.

Wplyw kwasu propionowego i maslowego na
stymulowang ox-LDL aktywacj¢ NF-kB
Stymulacja komorek $rodbtonka ox-LDL zwiazana
byta z okoto 3-krotnym wzrostem ilo$ci aktywnej postaci
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Ryc. 5. Wptyw kwasu propionowego i mastowego na stymulowana
ox-LDL aktywacjg NF-xB.

Komorki $rédbtonka preinkubowano bez lub z kwasem propionowym
albo mastowym (10,0 mmol/L) przez 24 h przed 2-godzinng inkubacja
bez lub z ox-LDL (100 pg/mL). Nastgpnie w lizacie komorkowym
oznaczano poziom biatka p65 przy uzyciu zestawow testowych opartych
na metodzie ELISA. Wyniki wyrazono jak warto$¢ ekstynkcji przy
450 nm i przedstawiono jako x + SD z 7 oddzielnych eksperymentow,
przeprowadzonych podwojnie. *** p <0,001 w poréwnaniu do komorek
stymulowanych ox-LDL bez preinkubacji z kwasem propionowym lub
mastowym

Fig. 5. Propionate and butyrate inhibits ox-LDL induced activation of
NF-«B.

Cells were pretreated without or with propionate or butyrate (10.0
mmol/L) for 24 hours before incubation without or with ox-LDL (100
pg/mL) for 2 hours. A whole cell extract was obtained and NF-xB
activation was measured with ELISA-based kit. Results are expressed
as OD450nm and are given as mean + SD from seven experiments. ***
p <0.001 compared with cells stimulated with ox-LDL in the absence of
propionate or butyrate

NF-kB (ryc. 5). Poziom biatka p65 byt istotnie statystycz-
nie (p £0,001) nizszy w komérkach preinkubowanych
z kwasem propionowym w dawce 10,0 mmol/L, przed
inkubacja z ox-LDL (0,131 £ 0,029, n=7) nizw komérkach
inkubowanych z ox-LDL bez dodatku kwasu (0,410 + 0,029,
n="7). Poziom aktywnej postaci NF-xB w komoérkach
preinkubowanych z kwasem mastowym (10,0 mmol/L),
a nastgpnie inkubowanych z ox-LDL, byt istotnie sta-
tystycznie (p < 0,001) nizszy (0,095 + 0,006, n = 7) niz
w komorkach spoczynkowych (0,122 £+ 0,015, n = 7).
Podobnie jak to wykazano, zaréwno dla powierzchniowej
ekspresji biatka jak i dla mRNA w przypadku VCAM-I,
wplyw kwasu mastowego na stopien aktywacji NF-kB byt
silniej zaznaczony niz wplyw kwasu propionowego. Kwas
propionowy (0,131 £ 0,029) vs. kwas mastowy (0,095 +
0,006), p < 0,05. Zarowno kwas propionowy, jak i mastowy
hamuja stymulowana ox-LDL aktywacj¢ NF-xB. Sugeruje
to, ze omawiane powyzej wlasciwosci badanych kwasow
zwiazane sg z ich wptywem na aktywnos$¢ czynnika tran-
skrypcyjnego NF-kB i tym samym na ekspresje genu dla
VCAM-11iICAM-1.

Dyskusja

Jednym z waznych czynnikéw patogenetycznych
miazdzycy jest dysfunkcja komoérek $rdédblonka [5]
i toczacy si¢ w §cianie naczynia proces zapalny, za ktory
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w glownej mierze odpowiedzialne sa obecne tam monocyty
i limfocyty [29]. Do znanych czynnikéw, stymulujacych
dysfunkcje¢ $rodblonka, naleza ox-LDL oraz cytokiny
zapalne [38]. Podjete badania wlasne miaty na celu okre-
$lenie wptywu propionianu i maslanu na stymulowana
ox-LDL ekspresje VCAM-1 i ICAM-1. Jako stymulatoréw
dysfunkcji §rodbtonka uzyto ox-LDL. Inkubacja komorek
srodbtonka z LDL przez 24 godziny prowadzita do okoto
5-krotnego wzrostu ilosci dwualdehydu malonowego, mie-
rzonego jako TBARS. Wyniki te sa zgodne z doniesieniami
Cominacini i wsp. 8], ktoérzy wykazali 4—-5-krotny wzrost
TBARS w ox-LDL utlenionych komoérkami §rodbtonka.
Autorzy ci zaobserwowali, ze tak utlenione LDL (50-100
pg/mL) stymuluja w sposob zalezny od stezenia ekspresje
VCAM-1 i ICAM-1, ale nie selektyny E. Zastosowanie
propionianu i maslanu, SCFA o nieznanym jak dotad
wplywie na funkcje komoérek $rodbtonka, spowodowato
zalezne od st¢zenia i czasu preinkubacji zahamowanie sty-
mulowanej ox-LDL ekspresji VCAM-1 1 ICAM-1, silniejsze
wlasciwosci hamowania okazat sic mie¢ maslan. Funk-
cjonalnym potwierdzeniem powyzszych obserwacji byto
wykazanie hamujacego wplywu kwaséw na indukowana
ox-LDL zwigkszong adhezywnos¢ komorek §rodbtonka dla
monocytow i limfocytéw. Wyniki badan wlasnych suge-
ruja, ze zaréwno propionian jak i maslan moga hamowacé
stan zapalny i potencjalnie progresj¢ miazdzycy, poprzez
wplyw na ekspresje srédblonkowych czastek adhezyjnych
i tym samym na adhezj¢ monocytéw i limfocytéw do ko-
morek §rodbtonka, z nastgpowsq ich akumulacja w blonie
wewngtrznej $ciany naczynia. Uzyskane wyniki wydaja
si¢ interesujace w aspekcie ewentualnego przeciwmiaz-
dzycowego dziatania badanych substancji.

W badaniach wlasnych wykazano, ze zaré6wno pro-
pionian jak i maslan w duzo wigkszym stopniu hamuja,
stymulowana ox-LDL, ekspresj¢ VCAM-1 niz ICAM-I1.
Cominacini i wsp. [8] wykazali, ze probukol jak i wita-
mina E hamuja stymulowana ox-LDL ekspresj¢ VCAM-1
i ICAM-1, ale hamujacy wptyw byt bardziej zaznaczony
w stosunku do VCAM-1. Podobnych obserwacji dokonano
stosujac inne substancje o wlasciwosciach antyutleniaja-
cych [34, 35, 36].

Zaobserwowany w badaniach wlasnych wptyw pro-
pionianu i maslanu na powierzchniowa ekspresj¢ VCAM-1
i ICAM-1 korelowat z dziataniem tych kwasow na zawar-
tos¢ mRNA dla badanych czastek adhezyjnych. Stad mozna
sadzi¢, ze ich dzialanie jest raczej wynikiem wplywu
na mechanizmy transkrypcyjne, regulujace zawarto$é
mRNA dla VCAM-1 i ICAM-1 niz nastgpstwem wptywu
na mechanizmy translacyjne i postranslacyjne, ktore re-
guluja ekspresje biatka na powierzchni komorki. Dlatego
W nast¢pnym etapie badan oceniano wptyw badanych kwa-
sow na aktywno$¢ NF-kB. Inkubacja komorek §rodbtonka
z ox-LDL prowadzita do 3-krotnego wzrostu poziomu
aktywnej postaci NF-xB (biatka p65). Palmetshofer i wsp.
[26] w swoich badaniach zaobserwowali, ze lisofosfaty-
dylocholina, sktadowa ox-LDL, prowadzi do aktywacji

NF-«B z nastgpowa indukcja ekspresji VCAM-1 1 ICAM-1.
Wyniki dotychczasowych badan wskazuja, ze wiele sty-
mulatoréw aktywacji NF-kB pobudza réwniez uwalnianie
RZT, natomiast wiele substancji o wtasciwosciach antyu-
tleniajacych hamuje wewnatrzkomoérkowa syntezg RZT
i aktywacje NF-kB. Uwalniane wewnatrzkomérkowo RZT
przyczyniaja si¢ do aktywacji czynnika transkrypcyjnego,
niemniej doktadna rola RZT w aktywacji NF-kB nie jest
znana [25]. Z badan Kretz-Remy i wsp. [19] wynika, ze
zwigkszona ekspresja peroksydazy glutationu w komorkach
poddanych dziataniu stresu oksydacyjnego zwiazana byta
zaréwno ze zmniejszona degradacja IkB, jak i translokacja
NF-«B do jadra. Wykazano rowniez, ze antyoksydanty
hamuja aktywacje NF-kB z nastgpowa redukcja VCAM-1,
bez wpltywu na ICAM-1 [24, 34].

Z badan wilasnych wynika, ze zaré6wno propionian
jak 1 maslan redukuja stymulowana ox-LDL zwigkszona
zawarto$¢ biatka p65 w lizacie komérkowym. Podobnie
jak w przypadku cytowanych wczesniej prac z uzyciem
antyoksydantéw, hamujace dziatanie badanych kwasow na
aktywacje NF-xB zwiazane byto z duzo wigksza redukcja
VCAM-1 niz ICAM-1. W dostgpnym pismiennictwie brak
danych na temat wplywu propionianu na stymulowana
cytokinami czy ox-LDL aktywacj¢ NF-xB, z nastgpowa
indukcja gendéw odpowiedzi zapalnej. Niewiele jest tez
badan oceniajacych wptyw maslanu na funkcj¢ komorek
$rodbtonka [1, 18, 33]. W badaniach wykonanych na ludz-
kich komorkach nabtonka btony $luzowej jelita grubego
maslan hamowat stymulowana IL-1 aktywacj¢ NF-xB [21].
W badaniach przeprowadzonych na ludzkiej linii komérek
okreznicy wykazano, ze maslan hamowat zarowno konsty-
tutywna, jak i stymulowana cytokinami aktywno$¢ NF-xB
[15]. Podobne wyniki uzyskano w badaniach wilasnych,
gdzie zaobserwowano, ze poziom biatka p65 w komorkach
preinkubowanych z maslanem, a nastgpnie stymulowanych
ox-LDL byt nizszy niz w komorkach spoczynkowych.

Wykazany w badaniach wtasnych duzo wigkszy
wplyw maslanu na ekspresj¢ VCAM-1 niz ICAM-1 suge-
ruje, ze stwierdzone jednocze$nie hamowanie aktywacji
NF-«kB przez kwasy odbywa si¢ poprzez mechanizm po-
dobny do dziatania antyoksydantéw. Te sugestie potwier-
dzaja ostatnio opublikowane badania, z ktérych wynika, ze
maslan ma wiagciwosci hamowania stresu oksydacyjnego
[3]. W wigkszosci badan nie wykazano wplywu maslanu
na ekspresj¢ ICAM-1. Natomiast w badaniach wiasnych,
mimo ze w duzo mniejszym stopniu, to jednak maslan ha-
mowal rowniez ekspresjg ICAM-1. Moze by¢ to wynikiem
wykazanego w innych badaniach oddziatywania maslanu
na biatka inhibitorowe odpowiedzialne za utrzymanie
NF-kB w postaci nieczynnej w cytoplazmie [7, 37]. Wyniki
dotychczasowych badan wskazuja na istnienie réwniez
innych mechanizméw odpowiedzialnych za hamowanie ak-
tywacji NF-xB przez maslan. W eksperymentach przepro-
wadzonych na ludzkich komoérkach okreznicy wykazano,
ze maslan hamuje stymulowana TNF-a aktywacj¢ NF-kB
poprzez redukcje aktywnosci proteasomow i zapobiega
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w ten sposob degradacji IkBa [37]. Wykazano tez, ze ma-
slan hamuje aktywacje NF-kB poprzez stabilizacje IkBa
oraz IkBp [7] i moze hamowa¢ aktywacj¢ NF-xB poprzez
wplyw na deacetylaze histonowa [15].

Wobec powyzszych danych celowe wydaja si¢ dalsze
eksperymenty, zmierzajace do zbadania terapeutyczne-
g0 znaczenia propionianu i maslanu w leczeniu chorob
sercowo-naczyniowych. Wartym rozwazenia sa rowniez
proby majace na celu zwigkszenie poziomu propionianu
w surowicy poprzez wprowadzenie do diety wigkszej ilosci
pozywienia bogatego we wiokna celulozowe czy oporna
na trawienie skrobig¢ lub spozywanie diety funkcjonalne;j,
zawierajacej w swoim sktadzie bakterie rozkladajace celu-
lozg czy skrobig w jelicie grubym. Natomiast jezeli chodzi
o maslan, celowym wydaje si¢ by¢ skonstruowanie takiej
postaci kwasu, ktora zapewniataby uzyskanie odpowied-
niego poziomu maslanu w surowicy, gdyz tylko niewielka
iloé¢ tego kwasu w nastepstwie fermentacji celulozy w je-
licie grubym przedostaje si¢ do krazenia.

Whioski

1. Kwas propionowy i mastlowy hamuja stymulowana
ox-LDL ekspresj¢ VCAM-1 i ICAM-1, zaré6wno na pozio-
mie biatka jak i mRNA, poprzez wplyw na zalezne od
NF-xB mechanizmy transkrypcyjne, co moze by¢ powia-
zane z wlasciwosciami antyoksydacyjnymi tych kwasow.

2. Kwas propionowy i mastowy obnizaja adhezywnos$¢
komorek $rédblonka dla monocytdéw i limfocytow. Poten-
cjalnie to ograniczenie dysfunkcji komorek srodbtonka
prowadzi w konsekwencji do zmniejszonej akumulacji
monocytéw i limfocytow w blonie wewngtrznej $ciany
naczynia.

3. Zaobserwowane wtasciwosci kwasu propionowego
1 mastowego, a szczeg6lnie ich wptyw na stopien aktywa-
cji NF-xB, wskazuje na istnienie nowych mechanizméw
przeciwzapalnego i antymiazdzycowego dzialania tych
kwasow.

4. Zaréwno kwas propionowy, jak i mastowy maja po-
tencjalne znaczenie terapeutyczne i zastuguja na podjecie
dalszych badan.
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Summary

Introduction: Pathogenic amoebae belonging to the ge-
nus of Acanthamoeba and Naegleria, as well as species such
as Balamuthia mandrillaris and Sappinia diploidea cause
harmful, life-threatening infections in humans and animals.
These amoebae commonly occur in the natural environment.
Free-living, pathogenic amoebae have hitherto been detected
in water reservoirs near Poznan, Gdansk, and Lublin.

Material and methods: The present work focused
on the occurrence of thermophilic amoebae potentially
pathogenic to humans. Natural and man-made bathing
sites in the province of Western Pomerania were studied.
A total of 299 water samples were collected between 2001
and 2003 from 86 sites (indoor swimming pools, seasonal
pools, physiotherapy pool, fountains, lakes, ponds, rivers,
lagoons, and coastal waters of the Baltic Sea). Amoebae
were isolated at 37°C from 223 samples, of which 34
(15.2%) demonstrated thermophilic properties. Tests using
thermophilic isolates were carried out on mice through
intranasal inoculation. Pathogenic properties and intensity
of infection were determined on the basis of re-isolation of
amoebae from agar substrates inoculated with fragments

of internal organs. Organs of infected mice were examined
histologically.

Results: Six isolates exhibited infective properties in
mice. Five of them were obtained from two man-made water
reservoirs belonging to the recreational complex of the city
of Szczecin (AM 17, AM 148, AD 16, AD 148, AD 166).
One isolate was from a natural reservoir (JG 172). Amoebae
were isolated from the brain, lungs, liver, kidneys, spleen,
and heart of the infected animals.

Key words: free-living ameba — Acanthamoeba
— swimming pools — lakes — therophillic
— pathogenicity.

Streszczenie

Wstep: Celem badan byla ocena czgsto$ci wystgpo-
wania termofilnych szczepow petzakéw w rekreacyjnych
zbiornikach sztucznych inaturalnych wojewddztwa
zachodniopomorskiego, a takze ocena wiasciwosci pato-
genicznych 1 stopnia zjadliwo$ci izolatéw na podstawie
histologicznej oceny narzadéw zarazonych myszy.

* Zwigzta wersja rozprawy doktorskiej przyjetej przez Radg Wydziatu Lekarskiego Pomorskiej Akademii Medycznej w Szczecinie. Promotor:
dr hab. n. med. Wanda Kuzna-Grygiel. Oryginalny maszynopis obejmuje: 89 stron, 30 rycin, 7 tabel, 196 pozycji piSmiennictwa.

* Concise version of doctoral thesis approved by the Council of the Faculty of Medicine, Pomeranian Medical University in Szczecin. Pro-
motor: Wanda Kuzna-Grygiel M.D., D.M.Sc.Habil. Original typescript comprises: 89 pages, 30 figures, 7 tables, 196 references.
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Materiat i metody: Materiat do badan stanowily petza-
ki izolowane z 299 prob wody pobranych z 86 zbiornikow
wodnych w 17 powiatach. 34 izolaty (15,2%) wykazywaty
wiasciwosci termofilne, 6 z nich byto inwazyjne dla my-
szy. Ameby reizolowano z mézgu, ptuc, watroby, nerek,
$ledziony i serca zarazonych zwierzat.

Whioski: Wigeej izolatow termofilnych petzakéw wolno
zyjacych wystepuje w zbiornikach sztucznych w poréwnaniu
z naturalnymi wojewddztwa zachodniopomorskiego. Naj-
wigksze ryzyko kontaktu z wirulentnymi szczepami Acan-
thamoeba spp. istnieje w sztucznych kapieliskach odkrytych,
zlokalizowanych na terenie miasta Szczecina. Wyizolowane
patogeniczne Acanthamoeba spp. wykazuja zroznicowany
stopien zjadliwosci dla inokulowanych myszy.

Hasta: wolno zyjace pelzaki — Acanthamoeba — baseny
— jeziora — termofilny — patogenicznos¢.

Wstep

Petzaki nalezace do rodzajow Acanthamoeba spp. i Na-
egleria oraz gatunkow Balamuthia mandrillaris i Sappinia
diploidea stanowia powazny problem w parazytologii me-
dycznej [1, 2, 3, 4]. Sa to organizmy amfizoiczne, poniewaz
wykazuja intensywny rozwoj zaréwno w srodowisku natu-
ralnym, jak i w tkankach zywiciela. Wystgpuja powszech-
nie w wodzie, w wilgotnej glebie i powietrzu [5, 6], a ich
cysty sa odporne na wysychanie, zasolenie, chlorowanie,
wysoka i niska temperaturg [7, 8, 9]. W temperaturze 4°C
zachowuja zywotnos$¢ 1 wlasciwosci patogeniczne nawet
przez 25 lat [10]. Sa jednak wrazliwe na dziatanie pulsu-
jacego pola elektrycznego [11], promieniowania ultrafiole-
towego [12] oraz mikrofali [13].

Inwazje petzakdéw amfizoicznych u ludzi wykrywano
najczesciej w mozgu, ale rowniez w ptucach, watrobie, ner-
kach, skorze 1 gatkach ocznych. Naegleria fowleri wywotuje
u czlowieka pierwotne petzakowe zapalenie opon mézgowych
1moézgu (primary amoebic meningoencephalitis — PAM),
natomiast patogeniczne szczepy Acanthamoeba spp., Bala-
muthia mandrillaris 1 Sappinia diploidea wywoluja ziarni-
niakowe petzakowe zapalenia mézgu (granulomatous amebic
encephalitis — GAE). Dodatkowo gatunki Acanthamoeba
wywotuja petzakowe zapalenie rogéwki (acanthamoeba
keratitis), glownie u oso6b noszacych szkta kontaktowe [14,
15, 16]. Wrotami inwazji dla pelzakow amfizoicznych jest
najczesciej jama nosowa. Dodatkowym miejscem wnikania
pelzakow jest rowniez blona Sluzowa jamy ustnej, uszkodzona
lub wrzodziejaca skora, zmiany w uktadzie oddechowym oraz
Sluzéwka jelita [9, 17, 18, 19].

Wedlug dotychczasowych badan, wiasciwosci pato-
geniczne ameb koreluja z tolerancja wysokich temperatur.
Petzaki izolowane posmiertnie z narzadéw zarazonych
ludzi i zwierzat wykazywaly zawsze zdolnos$¢ do wzro-
stu w temperaturze 42—45°C. Nalezy podkresli¢, ze obok
szczepoOw patogenicznych wykazujacych whasciwosci ter-

mofilne wystepuja w srodowisku szczepy niepatogeniczne

o podobnych preferencjach temperaturowych [20, 21]. Jedy-

nie sporadycznie szczepy nietermofilne moga wykazywac

wiasciwosci chorobotworcze, jak np. szczep wyizolowany

z rogdwki pacjenta przez Matias i wsp. [22].

Badania $rodowiskowe dotyczace wystgpowania
petzakoéw termofilnych, patogenicznych dla myszy pro-
wadzono w Polsce tylko w okolicach Poznania, Gdanska
i Lublina [21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30]. Z uwagi na brak
danych dotyczacych wystgpowania ameb amfizoicznych
w zbiornikach wodnych wojewddztwa zachodniopomor-
skiego celem moich badan byta:

1. Ocena czgstos$ci wystgpowania termofilnych, potencjal-
nie wirulentnych szczepow pelzakow w zbiornikach
sztucznych oraz w naturalnych zbiornikach petniacych
rolg sportowo-rekreacyjna;

2. Ocena wtasciwosci patogenicznych i stopnia zjadliwosci
wyizolowanych szczepow termofilnych na podstawie
histologicznej oceny narzadéw zarazonych myszy.

Material i metody

Materiat do badan stanowity petzaki izolowane z prob
wody pobranych z 30 sztucznych zbiornikow wodnych
(tab. 1) i z 56 naturalnych (tab. 2) stuzacych celom sporto-
wo-rekreacyjnym, zlokalizowanych w 17 powiatach wo-
jewddztwa zachodniopomorskiego. Proby wody do badan
pobierano do jednorazowych jatowych 11 pojemnikéw
plastikowych. Wodg ze zbiornikdw naturalnych pobierano
od lutego do konca sierpnia 2002 i 2003 roku. Proby wody
ze zbiornikow sztucznych, tj. kapielisk odkrytych i fontann
pobierano od maja do wrze$nia; natomiast z ptywalni
krytych niezaleznie od pory roku w tych samych latach.
Wodg z basenéw i fontann pobierano wraz z osadem ze
$cian, krat wylotowych oraz z dna. Temperatura wody wy-
nosita w basenach krytych 27-33°C, natomiast w basenach
odkrytych 27-30°C. Stgzenie chloru wynosito 0,3-0,5
pg/mL. W jednym basenie krytym (ptywalnia nr 6) woda
jest dodatkowo uzdatniana ozonem (0,1 mg O,/dm’). Wodg
z jezior, stawOw 1nabrzezy Baltyku pozyskiwano wraz
z mulem w stosunku 1:1.

Zebrane proby wody filtrowano. Saczki wraz z osadem
umieszczano na powierzchni pozywki agarowej (NN agar)
w szalkach Petriego i inkubowano w temperaturze 37°C.
Identyfikacj¢ petzakéw do rodzaju prowadzono w oparciu
o test flagellacji, budowe oraz wielko$¢ trofozoitow i cyst.
W celu izolacji petzakow termofilnych, potencjalnie pato-
genicznych dla ludzi i zwierzat, wykonano test tolerancji
termicznej, inkubujac hodowle w 42°C.

Inwazyjno$¢ pelzakéw oceniano na podstawie zdolnosci
zarazania myszy do§wiadczalnych i okreslano jako stosunek
liczby zwierzat zarazonych (obecnosc¢ petzakow w tkankach)
do liczby zwierzat inokulowanych. Kazdy termofilny szczep
ameb testowano na 3 myszach szczepu Swiss, pochodza-
cych z jednego miotu, w wieku okoto 2 tygodni i wadze



BADANIA PATOGENNYCH WEASCIWOSCI WOLNO ZYJACYCH PELZAKOW

129

Tabela 1. Wykaz zbiornikéw sztucznych objetych badaniami i ich
lokalizacja

Table 1. The list of man-made bathing sites and location of them

Tabela 2. Wykaz naturalnych zbiornikéw wodnych objetych
badaniami i ich lokalizacja

Table 2. The list of natural bathing sites and location of them

Miejscowos¢ / L Rodzaj zbiornika — Lokalizacja / Powiat / Miejscowosé / L Rodzaj zbiornika /
Place P Type of reservoir — Location Province Place p- Type of bathing site
Szczecin 1.| Ptywalnia nr 1/k Zespot Szkot Ogolnokszt nr 3 Szczecin Szczecin 1. J. Dabie — kapielisko
2. Ptywalnia nr 2/k Szkota Podstawowa nr 6 2. | J. Dabie — przystan harcerska
3. Ptywalnia nr 3/k Szkota Podstawowa nr 51 3 1 Rusalka
4. Ptywalnia nr 4/k Szkota Podstawowa nr 30 - -
5. Ptywalnia nr 5/k Szkota Podstawowa nr 10 4. J. Szmaragdf)we
6. Ptywalnia nr 6/k Wyzsza Szkota Morska 5. J. Glgbokie
7. Ptywalnia nr 7/k Liceum Ogoélnokszt. nr 1 6. J. Goplana
8.| Plywalnia nr 8/k Szczecinski Dom Sportu duzy 7. Kapielisko Dziewoklicz
9. Piywalni.a nr 9/k Szczecinski Dom Sportu maty 3. Staw Uroczysko
10.| Ptywalnia nr 10k Zespot Szkot Ogolnokszt nr 8 9 St Buk
11. Ptywalnia nr 11/k Hotel ,,Radisson” - aw na os. Bu f)wym
12.| Kapielisko rekreacyjne nr 1/0 ,,Arkona” maty 10. Rzeka Regalica
13. Kapielisko rekreacyjne nr 2/0 ,,Arkona” duzy 11. | Kanal rzeczny przy Elektrowni
14. Ptywalnia nr 12/0 Szczecifiski Dom Sportu Pomorzany
15. Fontanna nr 1 Al. Niepodleglosci Stargardzki | Morzyczyn 12. J. Miedwie
16. Fontanna nr 2 Waty Chrobrego Chociwel 13.] 1. Starzyé (Chociwelskie)
17. Fontanna nr 3 Park Kasprowicza Thsko 4 T Thsko
18. Fontanna nr 4 Plac Tobrucki i 15' 7 W —
Choszczno 19. Ptywalnia nr 1/k ,,Wodny Raj” — rekreacyjny — - 1e§z.yr,10 - —— oswm. —
20. Plywalnia nr 2/k ,Wodny Raj” — sportowy Mysliborski | My$liborz 16. | J. Mysliborskie - plaza miejska
Gryfino 21. Ptywalnia nr 1/k Centrum Wodne ,,Laguna” g J. Mstlll;(or'slkle ;i,W1eza
Mysliborz | 22. Plywalnia nr 1/k Szkola podstawowa nr 2 e o ' Br"l _ewsk?e
Potczyn 23. Ptywalnia nr 1/0 Zaktad Lecznictwa arime : . arbmec 1©
Zdroj Uzdrowiskowego ,,Gryf” Debno 20. J. Lipowo
24. Basen rehabilitacyjny Zaktad Lecznictwa Kinice 21 J. Karskie Wielkie
Uzdrowiskowego ,,Gryf” Pyrzycki Lipiany 22. J. Wadot
Chabowko 23 J. Bedgoszcz
Gryfinski Trzcifisko Zdroj | 24. J. Trzcinskie
Pyrzyce 25. Fontanna nr 1 miejska przy ul. 1 Maja Strzeszoéw 5 J. Strzeszewskie
Swidwin 26. Ptywalnia nr 1/k Park Wodny ,,Relax” Banic 26. J. Diugie
Stargard 27. Ptywalnia nr 1/k Szkota Podstawowa nr 5 Policki Bartoszewo 27. 1. Bartoszewo
Szezecifiski 28. Plywalnia nr2/k Gimnazjum nr 4 Kamienski Kamien Pomorski | 28 Zalew Kamienski
Waltcz 20. Ptywalnia nr 1/k ,,Puls” W(.)lm - 29. Zalew SZCZSCI?Skl
Koszalin 30. Plywalnia nr 1/k Motel ,,Trawa” Stare Bielice Migdzywodzie 30. Baltyk - Nabrzeze nr 1
- - . ) Dziwnow 31. Battyk — Nabrzeze nr 2
k.— ply.walr.na krytall/ indoor swimming-pool; o — ptywalnia odkryta / open- Dziwnowek 3 Baltyk — Nabrzeze nr 3
AlF swimming poo Wisetka 33. Battyk — Nabrzeze nr 4
. . . Migdzyzdroje 34. Battyk — Nabrzeze nr 5
12-15 g. M}{szy zarazano poprzez donoso;va‘klrnokuliq g Lukecin s Baltyk _Nabrzeze nr 6
3 uL zawiesiny zawierajace] 10—20 tys. pelza OW. .Se cji Pobicrowo 36. Baltyk — Nabrzeze nr 7
poddane ZOStaiy myszy po upinIe 3 do 30 dni po inoku- Swinoujécie | Swinoujécie 37. Battyk — Nabrzeze nr 8
lacji (dpi), w zaleznosci od wystapienia objawdw inwazji | Goleniowski | Maciejewo 38. J. Lechickie
(brak ruchliwosci, osowiato$¢ lub bezcelowe krecenie si¢ | Lobeski Wegorzyno 39. J. Wegorzyno
w kotko, zmierzwiona siers¢, brak taknienia prowadzacy do | Drawski Ztocieniec 40. J. Dlusko
odwodnienia i wychudzenia). Zwierzeta sekcjonowano po Czaplinek 41 J. Czaplino
dootrzewnowym podaniu usypiajacej dawki pentobarbitanu Ciemino 42. J. Ciemino
(Morbital — 2 mL/kg mc.). Z u$pionych zwierzat pobierano D,ra‘fVSkO Pom. |43, . ],‘ub,le
. , , . Siecino 44. J. Siecino
jalowo fragmenty mozgu, ptuc, watroby, nerek, sledzio- Cieszyno e T Morzyshaw
ny i serca, ktore posiewano na podloze agarowe w 42°C. Tankowo " T Tankowo
Jednoczesnie do badan histologicznych pobierano wycinki Rakowo a7 T Rakowo Duze
tych samych narzadéw i sporzadzono preparaty barwione 48. J. Rakowo Mate
hematoksyling i eozyna. Choszczenski | Choszczno 49. J. Klukom
Petczyce 50. J. Petcz Wlkp.
Kotobrzeski | Kolobrzeg 51. Battyk — Nabrzeze nr 9
Wylliki : U‘stronle Morskie | 52. Battyk — Nabrze%e nr 10
Gryficki Niechorze 53. Battyk — Nabrzeze nr 11
Trzebiatow 54. Battyk — Nabrzeze nr 12
W latach 2001 — 2003 z 86 stanowisk pobrano tacznie Pogorzelica 55.|  Baltyk — Nabrzeze nr 13
Rewal 56. Battyk — Nabrzeze nr 14

299 prob wody. Ze zbiornikéw sztucznych (37% ogdtu
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stanowisk) pobrano 112 préb wody, a ze zbiornikow natu-
ralnych (63% wszystkich stanowisk) — 187 prob. Ze wszyst-
kich pobranych prob wody, w temperaturze 37°C, uzyskano
tacznie 223 izolaty wolno zyjacych ameb, sposrod ktorych
34 (15,2%) wykazywaty wlasciwosci termofilne (tab. 3).

Tabela 3. Poréwnanie wynikow izolacji wolno zyjacych pelzakow
ze sztucznych i naturalnych zbiornikéw wodnych wojewédztwa
zachodniopomorskiego

Table 3. The comparison of the results of free-living amoebae
isolation from natural and man-made bathing sites of the Western
Pomerania Voivodship

L . Liczba prob Liczba izolatow /
Rodga] zbior- | Liczba wody / Number of strains
nikow / stanowisk / -
Number ogotem / termofilnych /
Type of Number of e
. of water total termophilic
reservoir spots
samples n % n %
Sztuczne / 30 112 88 78,5 17 19,3
Artificial
Naturalne / 56 187 135 | 72,2 17 12,6
Natural
Ogotem / 86 299 223 | 74,6 34 15,2
Total

W tabeli 4 przedstawiono wyniki izolacji pelzakow
ze zbiornikow sztucznych zlokalizowanych w obrebie 9
powiatow wojewodztwa. Z basenow krytych wyizolowano
w 37°C wigcej ameb w poréwnaniu z kapieliskami otwar-
tymi oraz fontannami i roznice te byty statystycznie istotne
(p = 0,05). Poréwnujac jednak liczbg izolatow termofilnych
z poszczegblnych rodzajow zbiornikow, nie stwierdzono
statystycznie istotnej roznicy (p > 0,05).

Tabela 4. Wyniki izolacji ameb wolno zyjacych ze sztucznych
zbiornikéw wodnych wojewédztwa zachodniopomorskiego

Table 4. The results of free-living amoebae isolation from man-
made bathing sites of the Western Pomerania Voivodship

Liczba | Liczba Liczba izolatow /
stano- | prob Number of strains
Rodzaj zbiornika / wisk/ | wody/ | ogotem/ |termofilnych/
Type of bathing site Num- | Number total termophilic
ber of | of water
spots | sample | 1 % n %
Ptywalnie kryte / 20 72 49* | 68,0 8 16,0
Indoor swimming-pool
Ptywalnie odkryte / 4 12 12 |100,0 6 | 50,0
Open-air swimming pool
Basen rehabilitacyjny / 1 2 2 {100,0 1 | 50,0
Bath for rehabilitation
Fontanny / 5 26 25 | 96,0 2 8,0
Fountains
Ogotem / 30 112 88 | 78,5| 17 19,3
Total

Wyniki izolacji petzakéw ze zbiornikéw naturalnych
znajdujacych si¢ na terenie 14 powiatdéw ilustruje tabela 5.
Najwigcej prob wody pochodzito z jezior, 12,5% stanowity
petzaki termofilne. Z wybrzeza Battyku pobrano do badan
34 proby wody, z ktorych tylko 3 (11,1%) wzrastaty w temp.
42°C. Jednak juz po pierwszym pasazu obserwowano
fragmentacje irozpad trofozoitow najprawdopodobniej
z powodu krystalizujacej si¢ w ich cytoplazmie soli mor-

Tabela 5. Wyniki izolacji ameb wolno zyjacych ze zbiornikéw
naturalnych wojewoédztwa zachodniopomorskiego

Table 5. The results of free-living amoebae isolation from natural
bathing sites of the Western Pomerania Voivodship

Liczba | Liczba prob Liczba izolatow /
Rodzaj stano- | wody/Num- Number of strains
zbiornika / wisk /| berofwater | ogotem/ |termofilnych /
Type of reservoir | Number | samples total termophilic
of spots n % n A
Jeziora / 36 139 96 69 12 12,5
Lakes
Stawy / 2 5 4 80 0 0,0
Ponds
Rzeki / 2 3 3| 100 1 33,3
Rivers
Zalewy / 2 6 5 83 1 20,0
Reservoirs
Nabrzeza morskie / 14 34 27 79 3 11,1
Sea coasts
Ogotem / 56 187 135 72 17 12,6
Total

skiej. Analizujac dane liczbowe z tabeli 5 nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic w ilo$ci izolatow, w tym
rowniez termofilnych z poszczegolnych typdw stanowisk
(p>0,05).

Nie wykazano zalezno$ci liczby izolatow wolno
zyjacych ameb od temperatury wody. Termofilne izolaty
pochodzity z wody pobranej zarowno w miesigcach zimo-
wych (2-5°C) jak i letnich (21-29°C), natomiast izolaty
o wlasciwos$ciach patogenicznych miesigcach wody pozy-
skiwanej w miesigcach letnich.

Testy biologiczne
Testom poddano 29 izolatéw, ktore wykazywaty
umiarkowany lub intensywny wzrost w temp. 42°C. Po-
zostate hodowle byly zakazone grzybami. Na podstawie
negatywnego testu flagellacji, oceny mikroskopowej bu-
dowy trofozoitow i cyst izolaty ameb termofilnych zakla-

Tabela 6. Wlasciwosci inwazyjne szczepow Acanthamoeba spp.

Table 6. The virulent properties of Acanthamoeba spp. strains

Liczba zarazonych myszy i intensywno$¢ zarazenia
narzadow /
Number of infected mice and intensity of the or-
Szczep / gans infection
Strain | ™ dpi wa- $ledzio-
mozg/ | pluca/ nerka / serce /
: troba/ |, . na/
brain lung . kidney heart
liver spleen
n i nfi|nf|i|n|i|n|l i |nf|i
AM 17 30 3| 3 |+ 3+ - -3+ 2]+ |2+
AM148 | 3 (14| 3 + |20+ -1-1-1-1-|-1-]-
AD 16 30 3|3+ | 3|22+ 2]+ ]|2]|+
AD148 |1 |14l 1| + | -|-|-1-]-|-1-]+-1-]-
AD166 |3 |14 | 3 | + |1 |+ |-|-|-|-1|-]-1-]-
1G 172 30 7|2 4+ | 3|+ 3 |3+ 1]+ |-]|-

n — liczba myszy zarazonych / number of infected mice, i — intensywnos$¢
zarazenia w skali 0-3 / intensity of infection in scale 0-3, (-) — brak in-
wazji umyszy / lack infection in mice, dpi — dni po zarazeniu / days post
infection
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syfikowano do rodzaju Acanthamoeba. Pozytywny wynik
testu inwazyjnosci poszczegolnych izolatow termofilnych
stwierdzano na podstawie obecnos$ci ameb w posiewanych
fragmentach narzadéw na pozywce agarowej. Sposrod 29
testowanych izolatow 6 wykazywato wlasciwosci inwa-
zyjne dla myszy. Przy czym 5: AM 17, AM 148, AD 16,
AD 148, AD 166 pochodzily z dwdch kapielisk otwartych
nalezacych do kompleksu rekreacyjnego ,,Arkonka” zlo-
kalizowanego na terenie miasta Szczecina. Z naturalnych
zbiornikow wyizolowano tylko jeden patogeniczny izolat
JG 172, pochodzacy z Jeziora Goplana, zlokalizowanego
w Szczecinie. W przypadku izolatow OR 254, JB 278,
JST 208, EP 108, obserwowano zmiany w wygladzie i w
zachowaniu zarazonych myszy, jednak nie stwierdzono
obecnosci petzakow w ich narzadach.

Wyniki badan wlasciwosci inwazyjnych ameb izo-
lowanych z narzadéw zarazonych myszy przedstawiono
w tabeli 6. Najwigkszy stopien inwazyjnoséci wykazywaty
dwa izolaty: AD 16 i AM 17, poniewaz u wszystkich
inokulowanych nim myszy zarazone byly mozg i ptuca,
a u dwoch zwierzat pozostate badane narzady. Najmniej-
sza inwazyjnoscia cechowat si¢ AD 148, poniewaz tylko
u jednej myszy stwierdzono inwazj¢ mozgu.

Badania histologiczne

U zwierzat kontrolnych ptuca, mézg, watroba, nerki,
serce i §ledziona wykazywatly prawidtowa budowe histo-
logiczna.

Mozg

Makroskopowo poétkule mézgowe inokulowanych
zwierzat wykazywaty obrzek i silne przekrwienie. W obra-
zie mikroskopowym w rejonie opon mozgowych jak i kory
modzgu zarazonych myszy stwierdzano krwawe wybroczy-
ny (ryc. 1), uszkodzenie $rodblonka oraz rozwarstwienie
naczyn zylnych i t¢tniczych. W powierzchniowej warstwie
kory obserwowano ogniska martwicy, niektérym towarzy-
szyly nacieki zapalne. Stwierdzano réwniez odwarstwienie
opon od czg$ci korowej potkul mézgowych, gtéwnie w re-
jonie ptatow czotowych. W preparatach histologicznych,
pod oponami, obserwowano obecnos¢ licznych trofozoitow,
ktorym towarzyszyty neutrofile, makrofagi, komorki
plazmatyczne oraz pojedyncze wielojadrzaste komorki
olbrzymie (ryc. 2). Pojedynczym trofozoitom oraz cystom
nigdy nie towarzyszyt odczyn zapalny (ryc. 1). U zwierzat
sekcjonowanych 3 dpi. zmiany histopatologiczne mézgu
byty bardziej rozlegle w poréwnaniu z myszami sekcjo-
nowanymi 14 dpi.

Ptuca

W ptucach zarazonych zwierzat stwierdzano zmiany
makroskopowe i mikroskopowe, ktorych nasilenie zalezato
od czasu trwania inwazji. W preparatach histologicznych
obecnos¢ petzakow stwierdzano w pecherzykach ptucnych
(ryc. 3), w przestrzeniach okotonaczyniowych, jak rowniez
w $cianie oraz w $wietle oskrzeli 1 oskrzelikow. Obserwo-
wano uszkodzenia Sciany naczyn i krwawe wybroczyny do
migzszu i $wiatla pecherzykéw ptucnych. W oskrzelach

1 oskrzelikach wszystkich zarazonych myszy obserwowano
hiperplazje i metaplazj¢ nablonka, prowadzace do znacz-
nego zwezenia ich §wiatta (ryc. 4). Zmiany martwicze,
pogrubienie Scian pgcherzykow, rozlegle srodmiazszowe
zapalenie ptuc obserwowano u myszy, u ktérych inwazja
trwata 14 dni.

Watroba

W watrobie zarazonych myszy stwierdzano krwawe
wybroczyny (ryc 5). W rejonie obszaré6w martwiczych
obserwowano pojedyncze lub liczne trofozoity. Stwierdza-
no zatarcie beleczkowej architektoniki, obecno$¢ matych
ognisk zapalnych oraz wzmozona aktywnos$¢ komorek Bro-
wicza—Kupffera, a wokot naczyn i zatok nacieki zapalne.

Nerki

W nerkach myszy, inokulowanych izolatami AM 17
i AD 16 (sekcja 3 dpi), wystepowaly krwawe wybroczyny
i niewielkie ogniska zapalne (ryc. 6), natomiast u zwierzat
inokulowanych izolatem JG 172 (sekcja 7 dpi) stwierdzo-
no rozlegte zmiany nekrotyczne kanalikoéw i kigbuszkow
nerkowych. W nerkach myszy, z ktorych nie reizolowano
ameb, odnotowano jedynie drobne ogniska zapalne w czg-
$ci korowe;j.

Sledziona

Stwierdzono rozrost miazgi biatej, natomiast w ob-
szarze miazgi czerwonej zwigkszona ilo§¢ makrofagéw
(ryc. 7).

Serce

Obserwowano rozlegte krwawe wybroczyny w ubyt-
kach tkanki mig$niowej oraz drobne nacieki zapalne
(ryc. 8).

W preparatach nerek, $ledziony i serca zarazonych
myszy nie stwierdzano obecnosci trofozoitow i cyst.

Dyskusja

Od czasu opisania u ludzi pierwszych przypadkow
inwazji ameb amfizoicznych prowadzone sa intensywne
badania nad ich wystgpowaniem w naturalnym $rodowi-
sku. W najblizszym sasiedztwie Polski $miertelne inwazje
u mtodych oséb, ktoérych czynnikiem etiologicznym byly
amfizoiczne petzaki Naegleria fowleri, zdiagnozowano
w bytej Czechostowacji, w Usti nad Laba [31]. Poniewaz
w opisywanych inwazjach u ludzi zrodlem zarazenia byt
najczesciej bezposredni kontakt z woda, badaniami $ro-
dowiskowymi objeto przede wszystkim baseny i jeziora
shuzace celom sportowo-rekreacyjnym [32, 33, 34, 35,
36]. W Polsce badania nad wystepowaniem petzakow
amfizoicznych w srodowisku naturalnym byty prowadzone
w okolicach Poznania [21, 23, 25, 29], Lublina [27, 28, 29]
1 Gdanska [26]. W tych regionach autorzy wykrywali szcze-
py patogeniczne Acanthamoeba spp. i Naegleria fowleri,
zaréwno w naturalnych, jak i sztucznych zbiornikach.

Wyniki niniejszej pracy potwierdzaja powszechnosé
wystgpowania w srodowisku wolnym pelzakéw z rodzaju
Acanthamoeba. Sposrod szczepodw, ktore wyizolowano
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z pobranych 299 préb wody, 15,2% wykazywato wiasci-
wosci termofilne. Jak wiadomo, z wielu badan szczepy
tolerujace wysokie temperatury moga wykazywac wia-
Sciwos$ci patogeniczne. Wydaje sig, ze zdolno$¢ wzrostu
w temperaturze powyzej 40°C ma zwiazek z adaptacja do
organizmu zarazanego zywiciela.

Z ptywalni krytych, o temperaturze wody od 27°C do
30°C, wyizolowano najwigcej ameb, wsrdd ktorych byt tez
najwyzszy odsetek termofilnych izolatow Acanthamoeba
spp. Dane te potwierdzaja poglad innych autorow, wedtug
ktérych podgrzewana woda sprzyja rozmnazaniu si¢
szczepOow termofilnych, potencjalnie patogenicznych dla
cztowieka. Chociaz jak wykazaty badania Mazura i wsp.
[10], w temperaturze 4°C cysty Acanthamoeba nie traca
zywotnos$ci 1 wlasciwosci wirulentnych nawet przez 25
lat. W przebadanych ptywalniach krytych nie stwierdzono
obecnosci szczepdw wirulentnych, chociaz w ptywalniach
innych krajow takie szczepy byly wykrywane [37, 38,
39]. Pozytywne wyniki izolowania petzakow z ptywalni
$wiadcza, ze chlorowanie wody w ilosci dopuszczalnej
dla zdrowia cztowieka nie niszczy wszechobecnych wolno
zyjacych petzakow. Wedtug Rivera i wsp. [39], dopiero
stezenie chloru w wodzie powyzej 1,5 mg/L skutecznie
niszczy formy przetrwalnikowe ameb. Griffin [40] su-
geruje, ze podgrzewanie i chlorowanie wody eliminuje
inne konkurencyjne mikroorganizmy, co stwarza lepsze
warunki dla rozwoju odpornych na te czynniki pelzakow.
Rivera i wsp. [12] podkre$laja tez wyjatkowo wysoka
odpornos$¢ cyst Acanthamoeba na promienie ultrafiole-
towe.

W ptywalniach wojewodztwa zachodniopomorskie-
go wyhodowano izolaty nalezace wylacznie do rodzaju
Acanthamoeba, co koresponduje z wynikami podobnych
badan przeprowadzonych w niektorych krajach europej-
skich. Z ptywalni krytych na terenie Niemiec i Belgii
autorzy izolowali patogeniczne szczepy nalezace jedynie
do Acanthamoeba spp [37, 41]. Szczepy Naegleria fowleri
izolowano w plywalniach Szwecji i w Czechach [32, 33].

Wyniki moich badan §wiadcza, ze wigksze prawdopo-
dobienstwo kontaktu cztowieka ze szczepami patogenicz-
nymi istnieje w basenach odkrytych. Z tego typu basenow,
zlokalizowanych na terenie miasta Szczecina, wyhodowano
pie¢ izolatow Acanthamoeba patogenicznych dla my-
szy. Podobnie Rivera i wsp. [38] izolowali patogeniczne
Acanthamoeba jedynie z prob wody z basendéw odkrytych
w Meksyku. Czynnikiem sprzyjajacym obecnos$ci szcze-
pow zjadliwych w basenach otwartych moga by¢ opady
atmosferyczne oraz zanieczyszczenia organiczne nano-
szone przez ludzi i wiatr z gruntu otaczajacego ptywalnie
[12]. Ponadto ameby zatrzymuja si¢ na filtrach i szczelinach
$cian basenow, gdzie proliferuja zwigkszajac liczebnosé
swojej populacji [42].

W obecnych badaniach wodg ze zbiornikéw natural-
nych pobierano gtéwnie z miejsc bardzo czgsto uczegszcza-
nych przez ludzi w celach rekreacyjnych. Izolaty termo-
filne uzyskano z prob pobieranych zaréwno w miesiacach

zimowych (2-5°C), jak 1 letnich (21-29°C), co potwierdza
poglad Mazura [21] a takze Browna i Cursonsa [43], we-
dtug ktoérych pora roku nie ma bezposredniego zwiazku
z liczba izolowanych szczepow zjadliwych.

W prezentowanych badaniach wyhodowano z prob
wody z Battyku 2 termofilne izolaty ameb nie wirulentnych
dla myszy. Nie mozna jednak wykluczy¢ wystgpowania
chorobotwoérczych ameb w wodzie stonej, poniewaz wcze-
$niej z osadow oceanicznych szczepy patogeniczne byty
izolowane przez Sawyer i wsp. [44].

W obecnej pracy, sposrod 34 izolatéw termofilnych 6
(17,6%) wykazywato wlasciwosci patogeniczne dla myszy,
o roznym stopniu zjadliwosci. Wszystkie wywotywaty
inwazj¢ mozgu. Obecnos$¢ petzakéw w ptucach, watrobie,
nerkach, $ledzionie i sercu nalezy uzna¢ jako wtérne. Inni
autorzy [24, 45] wskazuja rowniez najczesciej na mozg jako
pierwotne miejsce inwazji przy inokulacji donosowe;j. Jak
wykazaly do§wiadczenia tych samych autoréw, niektore
szczepy patogenicznych ameb maja wigksze powinowactwo
do ptuc i nie powoduja inwazji mézgu. Wedlug niektorych
autorow, nasilenie zmian histopatologicznych zarazonych
narzadow zalezy od zjadliwosci szczepu [46], a wedtug
innych od czasu trwania inwazji [28]. Wyniki obecnych
badan wskazuja na zalezno$¢ nasilenia zmian w mézgu od
zjadliwosci szczepu. Najwigksza zjadliwoscia cechowaty
si¢izolaty AD 161 AM 17, poniewaz inwazja u myszy trwa-
la tylko 3 dni, a zmiany histopatologiczne byty bardzo roz-
legte. Nasilenie zmian w ptucach zalezato od czasu trwania
inwazji. Srédmiazszowe zapalenie ptuc obejmowato cate
ptuca u myszy, u ktorych inwazja trwata 14 dni.

Do najczgstszych zmian mikroskopowych obserwowa-
nych w narzadach zarazonych zwierzat nalezaty krwawe
wylewy jako nastgpstwo uszkodzenia i przerwania cia-
glosci $ciany naczyn, co podkreslali w swoich badaniach
takze inni autorzy [27, 28, 45, 47].

Chociaz w poréwnaniu z innymi regionami, ze zbior-
nikow wojewddztwa zachodniopomorskiego wyizolowano
stosunkowo niewiele patogenicznych ameb, to jednak wyni-
kininiejszych badan §wiadcza o istnieniu ryzyka zarazenia
si¢ nimi. Nie mozna tez catkowicie wykluczy¢ obecnosci
ameb amfizoicznych takze w zbiornikach, z ktérych nie
wyhodowano pelzakoéw chorobotworczych, poniewaz ich
obecnos$¢ zalezy od wielu czynnikéw §rodowiskowych.

Whioski

1. Wigcej izolatow termofilnych petzakow wolno zy-
jacych wystepuje w zbiornikach sztucznych w poréwnaniu
z naturalnymi wojewodztwa zachodniopomorskiego.

2. Najwigksze ryzyko kontaktu z wirulentnymi szcze-
pami Acanthamoeba spp. istnieje w sztucznych kapieliskach
odkrytych, zlokalizowanych na terenie miasta Szczecina.

3. Wyizolowane patogeniczne Acanthamoeba spp.
wykazuja zroznicowany stopien zjadliwosci dla inokulo-
wanych myszy.
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