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Chimery ssakéw a mozliwosci ochrony gatunkow
zagrozonych wyginieciem

Edwin Sieredzinski
colonelvolf@gmail.com

Chimeryczne zarodki ssakow zrobily wielka kariere w badaniach w zakre-
sie embriologii eksperymentalnej - poczawszy od 1961 roku, kiedy to zo-
staly pierwszy raz uzyskane. Moga one miec jeszcze inne zastosowania niz
tylko badanie mechanizméw rozwoju.

W ostatnich czasach naglasniany jest problem gatunkéw zagrozonych wy-
ginieciem. Populacje tych gatunkow sie kurcza, w efekcie przy ograniczo-
nej presji selekcyjnej wzrasta rola dryfu genetycznego - rozprzestrzeniaja
sie geny obnizajace przezywalnos¢ osobnikow w niewielkiej juz populacji.
Chimery moglyby stanowi¢ tutaj swoiste zywe banki genéw. Co wiecej, we
wczesnych fazach rozwoju nie ma problemu z laczeniem zarodkow pocho-
dzacych z gatunkow odleglych od siebie taksonomicznie. Udalo sie uzy-
ska¢ geep - chimere owcy i kozy. Nie ma przeszkod w laczeniu komorek
zarodkow pochodzacych od ssakéw z roznych rzedow - prowadzono row-
niez eksperymenty na humanizowanych mysich chimerach. To podejscie
daje zatem znaczne mozliwosci. Mozna tutaj pozyskac¢ probki tkanek mo-
gace stluzy¢ pozniej do klonowania, jak rowniez gamety danego gatunku
rozwiniete w organizmie chimerycznym.

Wykorzystanie chimer moze okazac sie istotne w ochronie zasobéw gene-
tycznych gatunkdow zagrozonych wyginieciem.

Wstep

W mitologii greckiej wystepowata isto-
ta bedaca polaczeniem organizmoéw
kilku innych zwierzat zwana Chimera.
Rzeczywistos¢ potrafi jednak dogonic
fikcje, zatem pojawiaja sie one w przy-
rodzie, aczkolwiek nie maja az tak
spektakularnego wygladu (wyjawszy
przypadki zaburzen rozwojowych ta-
kich jak foetus in foetu, ktére mogly
stanowi¢ inspiracje dla tworcow mi-
tow). Moga wystepowa¢ one natural-
nie - zdarzaja sie bowiem zespolenia
zarodkow lub wymiana komorek mie-
dzy nimi. Jako chimere definiuje sie
kazdy organizm, ktory nie posiada jed-

nolitego materialu genetycznego. Ist-
nieje tutaj rozréznienie miedzy mozai-
ka - w jej przypadku wszystkie
komoérki maja wspoélne pochodzenie,
a roznia sie na skutek mutacji, jaka
zaszla w jednej z grup komoérek w fazie
rozwoju. W pewnym sensie wszyscy
jestesmy organizmami chimerycznymi
lub mozaikowymi, poniewaz dochodzi
do spontanicznych mutacji w komoér-
kach linii somatycznej.

Chimery réwniez mozna otrzymywac
na uzytek eksperymentéw. Pierwszy
raz dokonano tego w roku 1961, two-



rzac chimere mysia [1]. Bylo to dzieto
Andrzeja Tarkowskiego - uhonorowa-
nego w roku 2002 nagroda Kioto. Zro-
bily one kariere w szeregu dzialéow
biologii eksperymentalnej jak biologia
rozwoju, embriologia, biologia komér-
ki, neurobiologia. Mozliwe jest wyzna-
kowanie linii komérek oraz badanie jej
w poszczego6lnych fazach rozwoju [3].
Idea wuzyskania chimery zasadniczo
sprowadza sie do pobrania komoérek
z trofoblastu, wezta znajdujacego sie w
blastocyscie. Ta linia komorek nazy-
wana jest czesto komérkami ES (em-
bryo stem cells)
komoérkami macierzystymi. Nastepnie
jest ona hodowana in vitro w uktadzie
zapewniajacym zachowanie ich wta-
Sciwosci, czesto razem z mysimi fibro-
Nastepnie
przenoszone sa do innej blastocysty
i na tej podstawie rekonstruowany jest
zarodek. Poczatkowo wykorzystywano
chimery uzyskiwania
transgenicznych zarodkéw ssakodw,
obecnie coraz czesciej stosuje sie
techniki iniekcyjne. Otrzymywanie or-
ganizmu o pozadanych wtasciwosciach
wymaga bowiem tutaj az dwéch poko-
len. Gléwna motywacja tego byta duza
tatwosc¢ transfekcji komorek w linii ko-
moérkowej in vitro w poréwnaniu z za-
rodkiem [3].

lub zarodkowymi

blastami. komoérki te

réowniez do

Otrzymywano rézne chimery ssakéw.
Jednym z ciekawszych przyktadéw byta
geet - ztozona z komérek owcy i kozy.
Przyktad ten pokazuje, ze w tego typu
eksperymentach mozna wykorzysty-
pochodzace z bardzo
roznych zarodkéw organizméw odle-
glych od siebie systematycznie. Akurat

wa¢ komorki

w przypadku owcy i kozy nie jest to
widoczne, sa one przedstawicielami
plemienia Caprini, w rodzinie pustoro-
gich (Bovidae), nie mniej jednak uzy-
skiwano chimery ssakéw i komoérek
przedstawiciele réznych rzedow. Przy-
kladowo mozna wymienié¢ tutaj huma-
nizowane myszy. Powyzszy przyktad
naktania do refleksji nad mozliwoscia
wykorzystania chimer nie tylko w za-
kresie badan o biomedycznym charak-
terze.

Wiele sposréd wspoéiczesnych 5500
gatunkéw ssakéw zagrozonych jest
wyginieciem. Mowi  sie
o spadku réznorodnosci biologiczne;j.
Chimery moga przystuzy¢ sie ich
ochronie - podobnie jak utrzymywanie
przedstawicieli tych gatunkéw w wa-
runkach naturalnych badZ w ogrodach
zoologicznych. Szczegoélnie
znaczenie moga mie¢ w utrzymaniu
zasobow genetycznych danego gatun-
ku. Problemem tym zajmiemy sie po-
nizej.

réwniez

istotne

Dryf genetyczny a roéznorodnosc
w obrebie gatunku

Wielkim problemem jest nie tyle
utrzymanie odpowiedniej liczebnosci,
ile ubozenie réznonorodnosci, co jest
zwigzane z homogenizacja puli gene-
tycznej bardzo nielicznego gatunku
[4]. W izolowanych populacjach role
odgrywa inne zjawisko, réwniez przy-
czyniajace sie do zubozenia puli geno-
wej populacji. Moze by¢ ono bardzo
brzeminne w skutki. Wystarczy tylko
inwazja patogenéw albo nagla zmiana
warunkow s$rodowiskowych, by catlej



populacji grozito wyginiecie.
skiem tym jest dryf genetyczny (efekt
Sewalla Wrighta) [2,5].

Zjawi-

Termin ten po raz pierwszy zostal za-
proponowany na poczatku lat trzy-
dziestych. Teoria dryfu genetycznego
zostala pdzniej rozwinieta przez ja-
ponskich genetykéw ewolucyjnych -
Motoo Kimure i Tomoko Ohte. Zjawi-
sko to stalo sie rowniez osia sporu
w obrebie biologii ewolucyjnej - nie-
ktorzy badacze przypisywali mu
znaczna role w procesach ewolucji,
zwracajac uwage na niewidocznos¢ dla
doboru naturalnego wielu cech orga-
nizmu. W praktyce konserwatorskiej
odwota¢ sie nalezy do tez zapropono-
wanych przez Ohte dotyczacych zalez-
nosci miedzy sita nacisku selekcyjnego
oraz zachodzeniem dryfu genetyczne-
go. W populacjach, w ktérych jest ona
silna rola dryfu genetycznego jest
w zasadzie marginalna. Kiedy maleje
sita nacisku selekcyjnego, efekt Se-
walla Wrighta staje sie coraz bardziej
znaczacym czynnikiem ksztattujacym
pule genowa populacji. Allele, ktére
w normalnych warunkach obnizalyby
zywotnos¢, zaczynaja rozprzestrzeniac
sie i po kilku pokoleniach wystepowac
moga u praktycznie wszystkich osob-
nikéw. Moze by¢é to spowodowane
spadkiem liczebnosci osobnikow, cze-
go konsekwencja jest ograniczony
przeplyw osobnikéw miedzy popula-
cjami.
grupy. W takich populacjach zmniejsza
sie rola presji selekcyjnej, ergo rosnie
znaczenie dryfu genetycznego [2]. Al-
lele obnizajace zywotno$¢ rozprze-
strzeniaja sie bez wiekszych

Tworza sie zatem izolowane

przeszkod. W efekcie tego wystarczy
juz niewielka zmiana warunkéw S$ro-
dowiska lub inwazja pasozytéw jest
wystarczajaca do wyginiecia populacji.
Bedac przesadnie optymistycznym,
mozna by zaktada¢, iz niewielka popu-
lacja moze rozszerzy¢ zasieg i na dro-
dze spontanicznych mutacji
selekcji naturalnej zwiekszy¢ swoja
réznorodno$¢ gentyczna, zgodne to
jest zreszta z teoria koalescencji wy-
korzystywana w rekonstruowaniu hi-
storii populacji. Wiadomo, ze
z niewielkiej populacji wyjsciowej mo-
ze rozwina¢ caly zespot populacji wy-
kazujacy rézne cechy morfologiczne,
fizjologiczne i behawioralne. Proces
ten jednak dlugotrwaly (moze zajac
kilkaset do kilku tysiecy lat) i w doraz-
nych dziataniach konserwatorskich nie
mozna na niego liczy¢ [2]. Nalezaloby
zatem skupi¢ sie na mozliwosciach ra-
towania puli genetycznej populacji za-
grozonych gatunkéw ssakow, poki jest
to mozliwe. Uzyteczne w tych dziata-
niach moga by¢ chimery.

oraz

Chimery a ochrona

ssakow

gatunkow

Wyzej omdéwiono skutki dziatania dryfu
genetycznego na populacje. Oczywi-
$cie, mozna utrzymywac zwierzeta w
niewoli - w ogrodach zoologicznych
lub nawet w hodowlach prywatnych
wtascicieli po uprzednim udzieleniu
koncesji lub licencji. Pytanie, czy takie
rozwiazanie jest na stan obecny zado-
walajace i czy programy konserwator-
skie zdolaja w ten sposéb zapobiec
zubozeniu roéznorodnosci genetycznej
populacji naturalnych. Obecnie nie ma
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probleméw natury bioetycznej
w zwiazku z przetrzymywaniem zwie-
rzat w ogrodach zoologicznych; Ktopot
jest jednakze innej natury - czy obec-
nie stosowane techniki chowu sa wy-
starczajaco wydajne? W odpowiedzi
na to pytanie przychodza chimery -
umozliwiaja bowiem one uzyskiwanie
zwierzat w wiekszych ilosciach. Co
wiecej, takie podejscie pozwala otrzy-
mac zarodki badz linie komoérek ES,
jakie moga by¢ utrzymywane przez
wiele lat dzieki technikom krioprezer-
wacji znanymi od kilkudziesieciu lat.
Nie ma tutaj potrzeby obchodzenia sie
z calym organizmem w postembrional-
nych fazach rozwoju. Takie rozwiaza-
nie moze pozwoli¢ utrzymywac zasoby
genow danego gatunku [4].

Chimery umozliwiaja stworzenie swo-
istego zywego banku genéw. Obecnie
jest to mozliwe, techniki tworzenia
chimer sa doskonale znane od kilku-
dziesieciu lat. Niektérzy sugeruja sto-
sowanie klonowania metoda transferu
jadrowego w zachowywaniu gatunkéw
ssakow badz wrecz wskrzeszania wy-
martych w niedawnym czasie. Takie
postulaty wysuwano w przypadku wil-
ka workowatego lub nawet mamuta.
Z klonowaniem zwiazanych jest wiele
probleméw dotyczacych chociazby im-
printingu oraz szeregu niuansow ma-
jacych zwiazek z wczesnym rozwojem
zarodkowym. Wydawaloby sie, ze em-
briologia eksperymentalna ssakow
stanowi obecnie bardziej dziedzine
stosowana anizeli akademicka nauke,
jednakze jest szereg niewyjasnionych
zjawisk zwigzanych z wczesnym roz-
wojem ssakéw. Przykladowo, dlaczego

pancerniki zawsze rodza bliZznieta?
Roéwniez $miertelnos¢ zarodkéw in
utero stanowi rzadko zgiebiany pro-
blem badawczy [4], a istotny zwlaszcza
w przypadku bydla domowego. Pro-
blemy moga dotyczy¢ réwniez torba-
czy stanowigcych odrebna i izolowana
linie w obrebie ssakow. Nie rozwazano
tutaj przykladu stekowcow, ktoére sa
jedynymi znanymi obecnie ssakami ja-
jorodnymi. W obrebie rzedéw Euthe-
ria, tj. ssakow lozyskowych,
nie powinno by¢ probleméw z tworze-
niem chimer [4].

Chimery pozwalaja taczy¢ ze soba ko-
morki ssakow pochodzacych z réznych
grup systematycznych. W przypadku
ssakow kopytnych jako organizmy wy-
korzystywane do ich produkcji zasto-
sowa¢ mozna by bydio domowe, Dla
malych ssakéw dobrym organizmem
bytaby mysz. Organizmy do tworzenia
zywych bankow genéw w postaci chi-
mer juz sa. W zasadzie jedyne, co po-
zostaje to wdrozy¢ te technike.
Pojawia sie tutaj, rzecz jasna, szereg
probleméw technicznych zwigzanych
z indukcja superowulacji, a nastepnie
umieszczaniem implantowanego
rodka [4]. Technika ta moze wywoty-
wac zastrzezenia obroncéw przyrody
czy praw zwierzat ze wzgledu na inge-
rencje w ustrdj osobnika gatunku za-
grozonego wyginieciem. Sprzeciw
o charakterze bioetycznym bedzie tym
bardziej gtosny, ze tego typu manipu-
lacja eksperymentalna nie dotyczy or-
ganizmu uwazanego za modelowy. By¢
moze rowniez tego typu podejscie jest
stosunkowo rzadko rozwazane i
nie wychodzi poza akademicka dysku-

Za-



sje. Wsréd obroncow przyrody panuje
czesto przekonanie, ze w ogdle nie na-
lezy ingerowa¢ w zaden sposob w zy-
cie takiego organizmu. Mozliwe, ze
dlatego o wiele chetniej rozwazane
jest wskrzeszanie wymartych gatun-
kow - jak wilkéw workowatych czy
mamutéw, anizeli prace nad chimera-
mi zawierajacymi materiat pochodzacy
Z organizmow zagrozonych wyginie-
ciem.

Podsumowanie

Kawecki w 1976 roku w swoim pod-
reczniku akademickim pisat, iz chime-
ry moga zmieni¢ oblicze niektérych
dziedzin zoologii [1]. Jak to czesto by-
wa w przypadku umystow swiattych,

Bibliografia:

[1] Kawecki Z. 1976. Zoologia stosowana.
Wyd PWN

[2] Krzanowska H., Lomnicki A., Rafinski
J., Szymura J. M. 2002. Zarys
mechanizméw ewolucji. Wyd. PWN

[3] Stoklosowa S. (red.) 2004. Hodowla
komorek i tkanek. Wyd. PWN

potrafia one wybiec daleko w przy-
szto$¢é. Prawda jest bowiem taka, ze
chimery mogtyby by¢ bardzo uzytecz-
nym narzedziem w ochronie gatunkéw
zagrozonych wyginieciem. Pozwalata-
by one minimalizowa¢ szkody w roz-
norodnosci  genetycznej  populacji
zwigzane z dryfem genetycznym oraz
oraz planowaé¢ programy konserwator-
skie w inny. Wielka szkoda, ze obecnie
o wiele chetniej rozwaza sie futury-
styczne - cho¢ czesciowo usprawiedli-
wione - wizje o wskrzeszaniu
wymartych gatunkéw [4]. Czy nie le-
piej jest ratowac istniejace bogactwa
anizeli upajac¢ sie wizja zlotych jablek
Hesperyd w postaci mamutéw czy wil-
kow workowatych?

[4] Wilmut I., Campbell K., Tudge C. 2002.
Ponowny akt stworzenia. Dolly i era
panowania nad biologia. Wyd. Rebis.

[5] Zuk B., Wierzbicki H., Zaton-
Dobrowolska M. 2011. Genetyka populacji
i metody hodowlane. PWRIiL.
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Wpltyw immunosupres;ji chorob
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Praca napisania pod opiekg dra Jakuba M. Milczarka

na postep

Immunosupresja nazywamy zjawisko, w ktéorym zablokowany zostaje pro-
ces wytwarzania przeciwcial oraz komorek odpornosciowych przez tzw.
postep
w immunologii transplantacyjnej oraz wprowadzenie nowych lekéw im-
munosupresyjnych przyczynily sie do poprawy wynikow wielu przeszcze-
pow.

Roczne przezycie przeszczepu wynosi okolo 95%, zas odlegle wyniki prze-
zycia pacjentow i samych przeszczepow nie sa satysfakcjonujace. Odrzu-
cenie przeszczepu jest glownym powodem sSmierci pacjentéw z pobranymi
narzadami. Obok powiklan sercowo-naczyniowych czy zakazen, nowotwory
stanowia narastajaca przyczyne coraz wyzszej smiertelnosci w tej popula-
cji chorych.

immunosupresory. Szybki rozwdéj medycyny transplantacyjnej,

Postep w transplantologii przyczynit
sie do wydluzenia czasu przezycia

delach zwierzecych, podobnych osia-
gnie¢ nie obserwuje sie u ludzi w ba-

chorych po przeszczepieniu narzadow.
Wdrozenie najnowszych metod
immunosupresji  (uzywanie lekéw
immunosupesorowych,

np. cyklosporyny, rapamycyny) oraz
zaawansowanych metod obrazowania
i opieki nad chorymi znaczaco
zmniejszyly ryzyko odrzucenia
przeszczepionego narzadu. Okazuje
sie, iz przewlekle stosowanie lekéw
immunosupresyjnych w celu
przeciwdziatania odrzuceniu narzadu
wiaze sie ze zwiekszonym ryzykiem
infekcji, choréb sercowo-naczyniowych
oraz czestszym wystepowaniem
nowotworéw [1].

Mimo obiecujacych wynikéw immuno-
terapii guzéw nowotworowych w mo-

daniach klinicznych. Jedna z przyczyn
tej rozbieznosci moga by¢ uposledze-
nia uktadu odpornosciowego towarzy-
szace zaawansowanej chorobie
nowotworowej [2].

Postep w dziedzinie immunologii po-
zwolil zrozumie¢ interakcje nowotwor-
organizm i otworzyt niezwykie mozli-
dla rozwoju immunoterapii
przeciwnowotworowej. Identyfikacja
antygenow nowotworowych pozwolita
dostosowaé sie do leczenia konkret-
nych celéw molekularnych, majacych
ekspresje w komorkach nowotworo-
wych. Ponadto postepy w biotechnolo-
gii pozwalaja na zaprojektowanie
i opracowanie bardziej skutecznych
szczepionek przeciwrakowych akty-

wosci



wujacych immunizacje, jednak efek-
tywna immunoterapia nie zostala jesz-
cze opracowana dla kazdego rodzaju
nowotworu [3].

Brak sukcesu obecnych strategii jest
zwiazany z "ucieczka" komorek nowo-
tworowych od odpowiedzi immunolo-
gicznych [3,4]. Prawdopodobnie
obecne metody leczenia nowotworéw
zlosliwych oparte na wykorzystaniu
systemu odpornosciowego sa po pro-
stu nieskuteczne.

Uktad immunologiczny jest wazny dla
kontroli rozwoju nowotworowego. Jesli
odpornos¢ wrodzona lub adaptacyjna
zostaje ostabiona lub stlumiona, moze
nastapi¢ rozwo6j nowotworu. W mysich
modelach wykazano, ze utrata czynno-
$ci ukladu odpornosciowego, zwtlasz-
cza tych wplywajacych na produkcje
interferonu-y (IFN-y), limfocytow T
oraz naturalnych komoérek cytotok-
sycznych i ich mechanizmoéw efektoro-
wych, moze wiaza¢ sie z zwiekszona
zachorowalnoscia i czestoscia powsta-
wania nowotworéw [4]. Wytwarzanie,
a takze regulacja odpowiednich inte-
rakcji prozapalnych moze w istocie
kontrolowaé¢ oraz promowac zwalcze-
nie pewnych rodzajéw nowotworow.

Tolerancja immunologiczna nazywamy
zjawisko, w ktérym wuklad odporno-
$ciowy nie wykazuje zadnej reakcji
na antygen. Warto podkresli¢, iz tole-
rancja ta odnosi sie do jednego, kon-
kretnego antygenu, nie zas do braku
reaktywnosci wzgledem wszystkich
mozliwych antygenéw. Istotnym me-
chanizmem indukcji tolerancji immu-

nologicznej jest nieodpowiednie prze-
twarzanie przeciwciat i wadliwa pre-
zentacja antygenéw unikalnych dla
nowotworéw TAA (Tumor Associated
Antigens) przez komérki APC (Antigen
Presenting Cell). APC, komorki den-
drytyczne DC (Dendritic Cell), mono-
cyty, makrofagi zaktywowane
limfocyty B odpowiadaja za zwiekszo-
na ekspresje glownego kompleksu
zgodnosci tkankowej MHC (Major Hi-
stocompability Complex) oraz kosty-
mulacje czasteczek w warunkach
zapalnych. Komoérki te sa zdolne do in-
dukowania odpowiedzi immunologicz-
nej przez prezentacje antygenu
za pomoca CD4+ lub CD8+. DC sa od-
powiedzialne za rozpoczecie i nasile-
nie odpowiedzi immunologicznej [5].
immunosupresyjnych
komorki te nie sa w stanie wywotac
zjawiska =zaprezentowania antygenu
limfocytom T. Do aktywacji limfocytow
T, komérki dendrytyczne musza posia-
da¢ zdolno$¢ przedstawiania antyge-
CDh4+ i CD8+
jednoczesnie dostarczy¢ odpowiednie
sygnaly do kostymulacji. Sygnaly te
wyrazaja sie poprzez ekspresje biatka
B7 na powierzchni komoérek oraz wy-
twarzanie cytokin prozapalnych. Nie-
efektywna aktywacja limfocytow T
moze pojawia¢ sie z powodu wystepo-
wania mikrosrodowiska immunosu-
presyjnego, braku mediatorow
prozapalnych i indukowania immuno-
supresji przez nowotwory.

oraz

W warunkach

now do oraz

Ztosliwe odmiany nowotworéw wyko-
rzystuja mechanizmy, ktére omijaja lub
»~zZaghuszaja” reakcje immunologiczne -
wytwarzaja one rozne czynniki immu-
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nologiczne TDFs (Tumour-Derived
Factors), ktére angazuja fibroblasty
i makrofagi zwigzane z nowotworem
oraz inne populacje komérek zwiaza-
nych z hamowaniem dojrzewania ko-
dendrytycznych
obnizeniem aktywnosci limfocytow T
[6]. Sposrod wielu TDF, ktére moga
promowaé guza poprzez
wrodzonej odpornosci i w wyniku tego
utatwienie progresji nowotworu wy-
mienia sie: czynnik wzrostu srédbton-
ka naczyn (VEGF), interleukiny-10
(IL-10), reaktywne formy tlenu (ROS),
2,3-dioksygenaza indolowa (IDO), pro-
staglandyny (np. PGE2) i transformu-
jacy czynnik wzrostu (TGF-B). Wiele
populacji komodrek szpikowych lub
limfatycznych jest réwniez zaangazo-
wanych i wykorzystywanych w two-
rzeniu lub
indukowania tolerancji immunologicz-
nej, skutkujac naruszaniem skuteczno-
$ci odpornosci wrodzonej
i adaptacyjnej. Naleza do nich makro-
fagi zwiazane z nowotworem (TAM),
komorki T-regulatorowe (Treg), natu-
ralny zabdjca komoérek T (NKTs), nie-
dojrzate komorki dendrytyczne (IDC) i
komorki  supresorowe  pochodzace
ze szpiku (MDSCs).

morek oraz

tlumienie

immunosupresji sieci

Kluczowym zjawiskiem dla powstawa-
nia TDF jest konstytutywna aktywacja
biatka STAT3. W mikrosrodowisku no-
wotworowym STAT3 kontroluje pro-
dukcje cytokin (IL-10, VEGF) i hamuje
reakcje prozapalna wobec guza. Wyni-
kiem tego jest utrudnienie dojrzewania
i aktywacji komorek dendrytycznych,
co dalej skutkuje zahamowaniem od-
powiedzi immunologicznej [7].

W literaturze opisano réwniez podob-
ne sposoby hamowania aktywnosci
niektérych elementéw odpowiedzi od-
pornosciowej przez komoérki nowotwo-
rowe:

» rekrutacje komérek MDSC wydziela-
jacych czynniki
NOS2 i arginaze;
* rekrutacje przez komorki nowotwo-
rowe, przy pomocy cytokiny CCL22,
regulatorowych limfocytéw Treg ha-
mujacych dojrzewanie komorek den-
drytycznych;

e zahamowanie ekspresji niektérych
biatek wchodzacych w sktad recepto-
row TCR;

* wydzielanie przez komoérki nowo-
tworowe ligandéw FasL i TRAIL indu-
kujacych w komérkach T dmier¢
apoptotycznag;

* wytwarzanie przez komorki nowo-
tworowe ligandow indukujacych
Smier¢ apoptotyczna limfocytéow T
(tzw. negatywna kostymulacja) [8].

immunosupresyjne:

Innym sposobem rozwoju nowotworu
w zjawisku immunosupresji jest me-
chanizm oparty na wadliwym kontak-
cie miedzykomérkowym. Nowotwor
wplywa na rozwdj immunosupresji po-
przez zdolnos¢ zmniejszenia ekspresji
receptoréw Smierci na powierzchni
komoérki nowotworowej. Receptory te
sa niezbedne do oddzialywania pomie-
dzy komérkami a limfocytami T i nisz-
czenia komoérek guza. W tym
przypadku ,ucieczka” nowotworu
przed mechanizmami immunologicz-
nymi moze mie¢ wplyw na procesy
proapoptotyczne - zmniejszona eks-
presja receptoréw Smierci warunkuje
brak oddzialywan z ligandami (np. PD-



L1, B7-H1, B7-H7, FasL) wysytanych
przez limfocyty T i co za tym idzie -
$mier¢ komoérki [3].

Przedstawiony powyzej sposéb unika-
nia odpowiedzi odpornosciowej przez
nowotwor nie jest jedyny. Komorki no-
wotworowe unikaja nadzoru immuno-
logicznego rowniez poprzez:
 zahamowana ekspresje czasteczek
MHC klasy I - komérki bez MHC I nie
sa zdolne do prezentowania antyge-
néw limfocytom T i nie moga by¢
zniszczone przez komorki Tc;

* mutacje w biatkach TAP1 bioracych
udzial w transporcie produktow enzy-
matycznej ,obrobki” antygenéw (mia-
nowicie zmniejszenie ekspresji
antygené6w na powierzchni komorek
nowotworowych) - TAP1 sa to pepty-
dowe transportery, przenoszace pep-
tydy (pociete biatka) do siateczki
Srédplazmatycznej w celu prezentacji
ich przez czasteczki klasy I MHC;

* mutacje w biatkach LMP2 i LMP7
immunoproteasomow bioracych udziat
w ,obrébce” antygenow (nizsza eks-
presja antygenow na powierzchni ko-
moérek nowotworowych) - biatka te
tworza podjednostki kompleksu biatek
cytoplazmatycznych nazywanych pro-
teasomami;

 ,zluszczanie” z powierzchni komérek
nowotworowych antygenow;

* zmniejszona ekspresje czasteczek
kostymulujacych nalezacych do rodzi-
ny B7, majacych wplyw na odpowiedz
limfocytéw T - nastepuje brak zjawiska
potegowania i aktywacji limfocytow T

[8].

Stosunkowo niedawno opisano row-

niez relacje miedzy zjawiskiem immu-
nosupresji a wydzielanymi przez ko-
morki nowotworowe tzw. egzosomami
(pecherzyki powstajace na drodze en-
docytozy wielkosci 40-150 nm, mogace
przenosic miRNA, mRNA, mtDNA,
DNA). Obecnie pecherzyki te, pocho-
dzace ze zdrowych komorek, sa bada-
ne w celu wykorzystania ich jako
nosnikow lekéw. Egzosomy wydzielane
przez komoérki nowotworowe powoduja
taka modyfikacje mikrosrodowiska,
ktéra sprzyja rozwojowi nowotworu.
Pecherzyki te odpowiedzialne sa
za zablokowanie prezentacji antygenu
przez komorki dendrytyczne, a co za
tym idzie - zahamowanie aktywacji
limfocytéow Tc i Th. Na swojej po-
wierzchni posiadaja one cytokiny im-
munosupresyjne (np. TGFB, IL-10)
oraz czasteczki FasL [9]. Regulacja
odpowiedzi immunologicznej moze by¢
sterowana miRNA
w egzosomach. Woéwczas mechanizm
rozwoju nowotworu zaleze¢ bedzie od
rodzaju przeniesionego przez egzoso-
my miRNA, ktéry degraduje RNA syn-
tezujace biatko biorace
w procesie powstawania odpowiedzi
odpornosciowe;j.

przez zawarte

udziat

Podsumowujac, immunosupresja jest
zjawiskiem potegujacym rozwdj guza.
Leki immunosupresyjne naleza do
istotnych czynnikéw ryzyka rozwoju
nowotworéw zaréwno w posrednim
mechanizmie hamowania odpowiedzi
immunologicznej, jak i w bezposred-
nich i nie do konca poznanych dziata-
niach na nowotworzenie. Czes¢
pacjentow z przebyta choroba nowo-
tworowa przed transplantacja jak i
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de novo po przeszczepieniu otrzymuje
podstawowy lek immunosupresyjny
rapamycyne. Wedlug doniesien zasto-
sowanie nowych lekéw immunosupre-
syjnych o}
przeciwnowotworowym moze zmniej-
szy¢ ryzyko wystapienia nowotworéow
do kilku procent.

swoistym dziataniu

Wiele badan wskazuje réowniez, iz no-
wotwory same w sobie biora wazny
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Wstep

Transplantologia jest ta dziedzina me-
dycyny, ktérej dynamiczny postep
w ciagu ostatnich kilkudziesieciu lat
pozwolil wyleczy¢ wiele oséb, niema-
jacych niegdys szans na przezycie.
Pierwsze wzmianki o przeszczepianiu
narzadéw pochodza jednak juz z cza-
sow starozytnych. O tego typu prakty-
kach zrodta,
na przyktad traktat Shushruta Samhu-
ta, opisujacy opracowana w Indiach
chirurgiczna technike odtwarzania ob-

wspominaja liczne

cietych noséw, czy opis zamiany serc
dwéch zZolierzy znieczulonych duza
iloscia wina dokonanej przez chirurga
Tsin Yue-Jena w starozytnych Chinach.
Prekursorami medycyny transplanta-
cyjnej w Europie byli z kolei swieci
blizniacy Kosma i Damian, ktérzy do-
konali przeszczepu nogi poboznemu
koscielnemu w Rzymie w IV wieku n.e.
Przenoszac sie jednak w naszych roz-
wazaniach do czaséw wspdtczesnych:
rok 1954 przyniost ze soba pierwsza
udana transplantacje wykonana w Bo-
stonie. Joseph Murray, péZzniejszy lau-
reat Nagrody Nobla, wraz z zespotem
chirurgéw  dokonal syngenicznego
przeszczepienia nerki pomiedzy bliz-
niakami monozygotycznymi, z ktérych
jeden cierpial na schytkowa niewy-
dolnos¢ nerek. Terapia ta okazala sie

skuteczna i bezpieczna, czego dowo-
dem bylo przezycie biorcy 9, a dawcy
ponad 50 lat. Kolejne lata przyniosty
niestychany rozwdj technik chirurgicz-
nych, opieki pooperacyjnej, wprowa-
skuteczny lek
Immunosupresyjny - azatiopryne,
za odkrycie ktérego w 1988 roku Geo-
rge Hitchings i Gertruda Ellion otrzy-
mali Nagrode Nobla, poznano réwniez
uktad zgodnosci tkankowej cztowieka.
Dzieki temu udato sie znaczaco prze-
dtuzy¢ czas przezycia przeszczepione-
go narzadu w organizmie biorcy [17].

Sam termin ,transplantacja”, wywo-
dzacy sie z jezyka tacinskiego (od cza-
sownika transplantare:
przesadzac), oznacza przeszczepianie
tkanek lub narzadéw w obrebie jedne-
go organizmu, albo z jednego organi-
drugiego. Procedura
przeszczepiania narzadu wymaga
zgodnosci dawcy i biorcy nie tylko
pod wzgledem grup krwi w uktadzie
ABO, ale rowniez w kontekscie rdznic
genetycznych, gléwnie w zakresie cza-
steczek uktadu zgodnosci tkankowej.
Moga one by¢ powodem uruchomienia
proceséw immunologicznych skutkuja-
cych odrzuceniem przeszczepu [8,21].

Biorac pod uwage rdéznice genetyczne
pomiedzy dawca i biorca mozna wy-

dzono

szczepic,

zmu do
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rozni¢ nastepujace rodzaje przeszcze-
poéw:

-autologiczny (autogeniczny): biorca
i dawca to ten sam osobnik,
-syngeniczny (izogeniczny): miedzy

identycznymi osobnikami tego samego
gatunku (szczepy wsobne u zwierzat
oraz bliZznieta monozygotyczne),
-allogeniczny: miedzy réznymi gene-
tycznie osobnikami tego samego ga-
tunku,

-ksenogeniczny: miedzy osobnikami
odmiennych gatunkow [17].

WEOSY

Rys. 1 Narzady i tkanki czlowieka
przeszczepiane w klinice [17]

Glowny uklad zgodnosci tkankowej
Glowny uklad zgodnosci tkankowej
(ang. Major Histocompatibility Com-
plex, MHC) zostat odkryty przy okazji
badan dotyczacych poszukiwania ge-
netycznego tla odrzucania przeszcze-
skory u myszy. BodZcem
do zapoczatkowania tych badan byto
odkrycie przez Karla Landsteinera
grup krwi systemu ABO oraz odkrycie
i wyjasnienie aglutynac;ji
krwinek czerwonych biorcy pod wpty-

pow

zjawiska

wem surowicy krwi dawcy [31]. Za-
czeto poszukiwac¢ innych antygenéw
grupowych krwi, ktére bylyby odpo-
wiedzialne za przyjecie lub odrzucenie
przeszczepu [17]. W ten sposéb odkry-
to grupy antygendéw oznaczanych jako
I, I i III. W celu lepszego poznania
i wyjasnienia roli tych antygenéw
przeprowadzono badanie polegajace
na przeszczepieniach skéry pomiedzy
liniami kongenicznych myszy réznia-
cych sie tylko i wylacznie danym locus
zgodnosci tkankowej. Badanie wyko-
nano dla kilkunastu pokolen myszy.
Wyniki wykazaly, iz reakcja na ten za-
bieg zalezy przede wszystkim od locus
MHC, a tylko w niewielkim stopniu
od innych loci, nazwanych stabymi an-
tygenami zgodnosci tkankowej. Owe
stabe antygeny réznia sie od MHC za-
rowno pod wzgledem ilosciowym, jak
i jakosciowym. Tworza one heterogen-
na grupe peptydow okreslanych jako
antygeny zgodnosci tkankowej nieko-
dowane przez MHC. Najczesciej sa
one rozpoznawane analogicznie do an-
tygenéw wirusowych, czyli rozpozna-
wane przez limfocyty T w potaczeniu
z czasteczkami MHC klasy I i klasy II
[19]. Z uwagi na to, iz stanowia one
istotna bariere podczas transplantacji
tkanek, zwlaszcza transplantacji szpi-
ku kostnego, moze zdarzy¢ sie sytu-
acja, w ktéorej pomimo zgodnosci
biorcy i dawcy pod wzgledem haploty-
pow MHC, stabe antygeny moga by¢
przyczyna odrzucenia
Czasteczki MHC sa natomiast gliko-
proteinami obejmujacymi wiele genéw
0 najwiekszym polimorfizmie z dotych-
czas poznanych. Biora one udziat za-
inicjacji, jak i

przeszczepu.

rowno w w fazie



efektorowej immunolo-
gicznej. Czasteczki MHC, ze wzgledu
na réznice zaréwno pod wzgledem bu-
dowy (Rys.2), jak i funkcji, dzieli sie na

klase I, ITi III [16].

odpowiedzi

cz.MHC
klasal

cz. MHC
klasall

39399
REKkiy

COOH

Rys.2 Schemat czasteczek zgodnosci
tkankowej [16]

MHC klasy I

Czasteczki MHC klasy I wystepuja
na powierzchni wszystkich komorek
jadrzastych (z wyjatkiem osrodkowego
ukladu nerwowego, rogéwki i trofo-
blastu tozyska), a takze sporadycznie
na powierzchni erytrocytéow. Warunku-
ja one zachowanie sie cytotoksycznych
limfocytéw T, biorgc tym samym udziat
w reakcji przeciwko infekcji wiruso-
wej, a takze w odrzucaniu przeszcze-
pu. Zbudowane sa z dwoch tancuchow
polipeptydowych: ciezkiego - kodowa-
nego przez geny MHC, i lekkiego, B2-
mikroglobuliny, kodowanego przez gen
znajdujacy sie poza kompleksem ge-
néw MHC. Lancuch ciezki (a) sklada
sie z: N-koncowego fragmentu zewna-
trzkomorkowego stanowiacego
ok. 80% dilugosci tancucha, krétkiego
transbtonowego fragmentu hydrofobo-
wego (ok. 20 aa) oraz krotkiego frag-
hydrofilowego  potozonego
wewnatrz czasteczki (ok. 20-40 aa).

mentu

Fragment zewnatrzkomoérkowy jest
utworzony przez trzy domeny (al, o2,
«3) tworzace petle. Dwie z nich, do-
mena al i a2, zawieraja tancuchy cu-
krowe i odznaczaja sie polimorfizmem,
co stanowi podstawe roznic miedzy
czasteczkami MHC Kkl. I, pochodzacych
od rdéznych osobnikéw i kodowanych
przez roé6zne allele. Miejscem przyta-
czania sie antygenéw prezentowanych
limfocytom T jest rowek utworzony
przez domeny ol i a2, osadzony na B2-
mikroglobulinie i domenie o3, ktore
znajduja sie pomiedzy nim a btona ko-
moérkowa (Rys.3). W owym rowku
znajduje sie szes$¢ zaglebien (od A
do F) zwanych kieszonkami, ktére sta-
nowia miejsca zakotwiczania sie tan-
cuchow bocznych aminokwasow
prezentowanych antygenow. Aby cza-
steczka MHC kl. I mogla w sposéb
efektywny prezentowa¢ antygeny lim-
focytom T, potrzebuje zwigza¢ co naj-
mniej 2-3 aminokwasy kotwiczace.
Antygeny prezentowane przez te cza-
steczki sktadaja sie najczesciej z 8-10
aminokwaséw i obydwoma konicami
tkwia w rowku tworzonym przez cza-
steczke MHC [20].

MHC Kklasy 11

Czasteczki MHC klasy II wystepuja
tylko na powierzchni wyspecjalizowa-
nych komorek uktadu odpornosciowe-
go, takich jak makrofagi, komorki
dendrytyczne i limfocyty B. Moga jed-
nak pojawia¢ sie na wielu innych ko-
moérkach, jak np. pobudzone limfocyty
T czy komorki srédbtonka, w wyniku
aktywacji lub dziatania cytokin, np. in-
terferonu y (INF-y). Konstytutywne
wystepowanie czasteczek MHC klasy
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IT u cztowieka zaobserwowano na ko-
moérkach $rédblonka naczyn w sercu
i nerkach. Reguluja one immunolo-
giczne rozpoznanie przez limfocyty B i
T. Czasteczki te sa zbudowane z dwdch
niekowalencyjnie potaczonych tancu-
chow o podobnej budowie, o i B, ktére
sa kodowane przez geny zlokalizowane
w obrebie MHC.

B-mikroglobilina

Rys.3 Schemat rowka MHC kl. 1 [16]

Podobnie jak tancuch ciezki czasteczki
klasy I, sktadaja sie z one z trzech cze-
$ci: zewnatrzkomoérkowej N-koncowej,
transblonowej i wewnatrzkomérkowej.
Domeny zewnetrzne al i Bl obu tan-
cuchéw tworza rowek, w ktérym, po-
dobnie jak to mialo
w czasteczkach MHC kl. I, wystepuje
sze$¢ kieszonek. Jednak polimorfizm
tych czasteczek dotyczy gtéwnie do-
men ol i Bl (Rys.4). Prezentowane
przez nie antygeny obejmuja od kilku-
nastu do ponad dwudziestu amino-
kwaséw i moga wystepowacé po obu
stronach rowka. Ponadto maja one
zdolnos$¢ do laczenia sie w pary i two-
rzenia ,superdimeréw” [20].

miejsce

MHC klasy III

Czasteczki MHC klasy III wchodza
w sktad uktadu dopelniacza. Zadaniem
tego ukladu jest uzupelnianie (dopel-

nianie) roli
unieszkodliwiania antygenu. Stanowi
on zbioér bialek surowicy i plynéw
tkankowych, ktorych jest lacznie
z czynnikami regulujgcymi okoto 30.
Biatka te sa oznaczane litera C (ang.
complement) i liczba. Biatka C2, C4
i czynnik B (BF) u ludzi sa kontrolowa-
ne przez loci MHC klasy 111 [16].

przeciwciat w zakresie

[

a2

Rys.4 Schemat rowka MHC kl. IT [16]

Gloéwny uklad zgodnosci tkankowej
czlowieka

Gléwny uktad zgodnosci tkankowej
czlowieka - uktad HLA (ang. human
leukocyte antigens) swa nazwe za-
wdziecza odkryciu jego antygenéw
na krwinkach bialych cztowieka. Kom-
pleks genéw uktadu HLA znajduje sie
na krétkim ramieniu chromosomu 6
i zajmuje tacznie okoto 4 mpz DNA (4
miliony par zasad), czyli ponad 0,1%
calego genomu [6]. Wyrdzniamy trzy
klasy gendéw, ktérych produkty to gli-
koproteiny o budowie domenowej kla-
syfikowane jako antygeny:

a. Klasy I: geny klasyczne: HLA-A,
HLA-B, HLA-C oraz nieklasyczne: HLA-
E, HLA-F, HLA-G oraz MICA i MICB;

b. Klasy II: geny klasyczne: HLA-DR,
HLA-DQ i HLA-DP;

c. Klasy III: wiele réznych bialek, mie-
dzy innymi: skladniki dopeiniacza C2



i C4, czynnik B, produkt protoonkoge-
nu Notch 4, jadrowa kinaza seryno-
wo/treoninowa RPI (Rys.5).

Do ich roli nalezy udziat w odpowiedzi
immunologicznej poprzez prezentacje
antygenow limfocytom, rozpoznawanie
wlasnych tkanek i prezentacja sktad-
nikow obcych. Uklad HLA jest ukla-
dem  diploidalnym, co
ze kazdy cztowiek posiada dwa kom-
plety HLA klasy I i II (dwa haplotypy),
jeden pochodzacy od matki, a drugi od
ojca. Kazdy gen moze wystepowac
w postaci dwéch réznych alleli - mamy
wtedy do czynienia z heterozygota, lub
w postaci dwoch identycznych alleli -
homozygota. Jest
zgodnie z prawami Mendla, niezalez-
nie od ptci (Rys.6) [16].

Ooznacza,

on dziedziczony

Klasyczny schemat dziedziczenia HL
(99% przypadkow) [15]
e 25% - szansa na pelna zgodnosc
miedzy dwojgiem rodzenstwa,
* Szansa na pelna zgodnos$¢ z bratem/
siostra rosnie wraz ze wzrostem liczby
rodzenstwa:

*44% szans - dwojka rodzenstwa

*58% szans - tréjka rodzenstwa

*94% szans - dziesiecioro rodzenstwa
* W Polsce - ok. 30 % szans na pelna
zgodnos$¢ miedzy rodzenstwem.

Klasa Il

Klasa 111

Nieklasyczny schemat dziedziczenia
[16]:

* Inwersja

* Delecja

* Mutacje punktowe

* ,Crossing over” - daje mozliwos¢
wystapienia pieciu mozliwych haploty-
pow. Jego wystapienie u pacjenta po-
woduje brak mozliwosci znalezienia
zgodnego dawcy rodzinnego. Nalezy
jednak podkresli¢, ze jest to bardzo
rzadkie zjawisko.

Z ukladem zgodnosci tkankowej zwig-
zane jest rowniez nie do konca pozna-
wyjatkowe zjawisko
niezrownowazenia sprzezen (ang. lin-
kage disequilibrium). Polega
na czestszym wystepowaniu alleli roz-
nych loci w postaci wspélnego haplo-
typu, niz wynikatoby z przypadkowego
i niezaleznego
np.: Al, B8 i DR3 u przedstawicieli ra-
sy kaukaskiej. Przeciwnym zjawiskiem
jest ,ujemna nieré6wnowaga sprzezen”,
polegajaca na rzadszym wystepowaniu
alleli réznych loci w postaci wspolnego
haplotypu, niz wynikatoby z przypad-
kowego i niezaleznego dziedziczenia,
np.: A2 i Cw7 w populacji europejskiej.
Nastepstwem korzysci, jakie wynikaja
ze wspodlnego wystepowania alleli na-

ne i

ono

ich dziedziczenia,

Klasa |

— np—//—nq—-DRﬁ/,L cz 4

Cz.B|—C4—/,!LB— C Al

Rys.5 Schemat mapy genetycznej uktadu HLA, czyli gtéwnego uktadu zgodnosci

tkankowej cztowieka.
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lezacych do réznych loci, jest fawory-
zacja ukladéw najskuteczniejszych
w walce z lokalnie wystepujacymi
drobnoustrojami. Haplotypem najcze-
sciej wystepujacym w populacji pol-
skiej jest haplotyp: HLA-A*01, -B*08,
-DRB1*03, typowy dla rasy kaukaskiej
[38].

Matka Ociec

HAA a b € d
HLAC
HLAS
HAD

I_U;

POTONMSTWO

alﬁ i‘i il | ihﬁ
Rys. 6 Klasyczny schemat dziedzicze-
nia [16]

Typowanie tkankowe
Przeszczepienie narzadu to przede
zabieg ratujacy zycie.
W niektéorych przypadkach, takich jak
schytkowa niewydolnos¢ watroby, pluc
czy serca, transplantacja jest jedyna
metoda terapii. U osdéb cierpiacych na
niewydolnos$¢ nerek czy cukrzyce, po-
zwala na polepszenie jakosci zycia,
a takze zwieksza szanse przezycia. Pa-
cjenci z nowotworami ukladu krwio-
twérczego, a takze z niektorymi
chorobami wrodzonymi, maja szanse
na przezycie dzieki przeszczepieniu
szpiku kostnego. Obecnie, oprécz ne-
rek, serca, watroby, pluca i trzustki,
przeszczepia sie réwniez
wyspy trzustkowe, fragmenty jelit,
tchawice i krtan [1-7,37].

W celu prawidlowego dobrania dawcy

wszystkim

izolowane

i biorcy przeszczepu potrzebny jest
szereg badan. Podstawe stanowi po-
twierdzenie wzajemnej zgodnosci ge-
netycznej dawcy i biorcy. W tym celu
stuzy oznaczenie wlasnie antygendéw
zgodnosci tkankowej HLA klasy I i II.
Wszelkiego rodzaju niewydolnosci na-
rzadowe stanowia podstawowe wska-
zania do
Przyktadowo wskazaniami
szczepienia watroby
WZW typu B i C, poalkoholowa mar-
skos$¢ watroby, nowotwér, cholestazy,
ciezkie zatrucia, choroby metaboliczne
(hemochromatoza, choroba Wilsona),
torbielowatos¢ watroby, czy obszerne
urazy. W przypadku przeszczepienia
serca kwalifikuja sie tu pacjenci z kar-
diomiopatia, zwykle
choroba niedokrwienna serca, wadami
wrodzonymi oraz z zaawansowanymi
zastawkowymi z wyklucze-
niem tych, ktére mozna leczy¢ kardio-
chirurgicznie [7]. W  przypadku
przeszczepienia pluc za wskazania
uznaje sie: przewlekla obturacyjna
chorobe phluc (POCHP), samoistne
wildknienie ptuc (SWP), mukowiscydo-
ze, niedoboér alfa-1 antytrypsyny, pier-
wotne tetnicze nadcis$nienie plucne
[4]. Przeszczepienie nerki, jako naj-
skuteczniejsza metoda leczenia nerko-
zastepczego, brana jest pod uwage
u kazdego chorego z przewlekia nie-
wydolnoscia nerek [3]. Czestym narza-
dem przeszczepianym w Polsce jest
takze rogéwka, w tym przypadku
wskazaniem do  przeszczepu @ sa
wszystkiego rodzaju dystrofie, zmet-
nienia istoty wlasciwej, blizny poopa-
rzeniowe,
infekcyjne, czy uszkodzenia srdédbton-

narzadow.
do prze-
sa zakazenia

przeszczepu

rostrzeniowaq,

wadami

aktywne owrzodzenia



ka [23]. W przypadku narzaddéw, od-
wrotnie niz w przypadku szpiku kost-
nego, do dobrania dawcy i biorcy nie
jest potrzebna pelna zgodnos$¢ pod
wzgledem antygenéw HLA, ale akcep-
tuje sie najmniejsza niezgodnosc¢
w uktadzie HLA klasy I i II. Aby okre-
§li¢ zgodnos¢ miedzy dawca i biorca
nalezy wykona¢ oznaczenie antygenéw
HLLA, a gléwne metody oznaczania
dzielimy na serologiczne i genetyczne
(Rys.7) [371].

Wieksza  zdolnoscia  dyskryminacji
charakteryzuja sie metody oparte
na mieszanej hodowli limfocytéw (ang.
mixed lymphocyte culture, MLC) zwa-
ne typowaniem komoérkowym. Obecnie
jest ona rzadko stosowana ze wzgledu
na duza pracochtonnosc.

Test mikrolimfocytotoksyczny
Stosowany jest w transplantologii
i transfuzjologii do okreslania antyge-
néw zgodnosci tkankowej klasy I
u dawcy i biorcy, przy przetaczaniu
masy leukocytarnej, jak réwniez w ba-

Y/

Rys. 7 Podzial metod oznaczania antygenéw HLA.

TESTY SEROLOGICZNE
Najstarszymi, ale wciaz stosowanymi,
metodami badan antygenéw HLA sa
testy serologiczne. Wykorzystuja one
reakcje wigzania swoistych przeciwciat
z antygenami na powierzchni komo-
rek, najczesciej limfocytow. Jak kazda
metoda badawcza, posiada ona zaréw-
no zalety jak i wady. Jest to test szybki
i tani, jednak posiadajacy staba zdol-
nos$¢ dyskryminacji, czyli brak mozli-
wosci roznicowania duzej czesci
znanych wariantéw allelicznych HLA.
Wymaga on rowniez wykorzystywania
zywych komorek w celu przeprowa-
dzenia badania [34].

daniach ustalajacych korelacje pomie-
dzy okreslonymi antygenami ukladu
zgodnosci tkankowej a jednostkami
chorobowymi. Stosowany byl réwniez
do typowania HLA Kl. I oraz II na izo-
lowanych limfocytach B, ale z powodu
niskiej rozdzielczosci i pracochtonno-
$ci zastapiono go badaniami genetycz-
nymi [33].
Podstawa:
ciato

Zalozenia: metoda oparta jest na zja-
wisku niszczenia limfocytéw, czyli ko-
morek docelowych, przez swoiste
przeciwciala skierowane przeciwko
antygenom wystepujacym na po-

reakcja antygen-przeciw-
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wierzchni tych komoérek, przy udziale
dopelniacza. Pozwala wykry¢ zaréwno
antygeny powierzchniowe komorek,
jak i obecne w ptynach ustrojowych
przeciwciata skierowanych przeciwko
tym antygenom.

Przebieg reakcji: dwuetapowy

1. Utworzenie kompleksu w wyniku
wigzania swoistych przeciwciat z po-
wierzchniowymi determinantami anty-
genowymi.

2. Przytaczenie sie dopeiniacza do tak
utworzonego kompleksu antygen-
przeciwciato, uszkodzenie btony ko-
moérkowej komorki docelowej, zabu-
rzenie roéwnowagi osmotycznej jej
wnetrza i w konsekwencji smier¢ ko-
morki.

Material: zawiesina limfocytow pa-
cjenta izolowanych z krwi obwodowej
(w przypadku koniecznosci okreslenia
antygenow zgodnosci tkankowej klasy
II do badan nalezy uzyska¢ zawiesine
limfocytéow B), swoiste surowice od-
pornosciowe skierowane przeciwko
antygenom HLA (gotowe surowice an-
ty-HLA), dopeliacz kréliczy.

Ptytka Terasaki, barwnik (eozyna), for-
malina, mikroskop odwrécony [33].
Etapy:

1. Izolacja limfocytow,

2. Wypeklienie wszystkich dotkéow
na plytkach Terasaki’ego olejem para-
finowym,

3. Dodanie do kazdego zagtebienia pod
parafine surowicy anty-HLA o znanej
swoistosci oraz zawiesine badanych
limfocytow,

4. Inkubacja ptytek,

5. Dodanie dopetniacza,

6. Inkubacija,

7. Dodanie barwnika - eozyny,

8. Reakcja cytotoksyczna - zatrzyma-
nie przez dodanie formaliny,

9. Pozostawienie plytki w temperatu-
rze pokojowej na okoto jedna godzine,
10. Odczytanie wyniku w mikroskopie
odwréconym.

Ocena wyniku: ocenia sie w mikrosko-
pie swietlnym wyglad komorek, obli-
czajac odsetek komérek martwych
(wybarwionych) [32].

Stopien nasilenia reakcji podaje sie wg
umownej skali:

* Do 10 % komoérek martwych - wynik
ujemny

* Do 20 % komérek martwych - 2

* 20-50% komorek martwych - 4

* 50-75 % komérek martwych - 6

* 75-100 % komoérek martwych - 8
Metoda ta jednak ma juz charakter hi-
storyczny, ze wzgledu na powstanie
nowych, duzo doktadniejszych mozli-
wosci typowania.

METODY GENETYCZNE

Przedstawione wczesniej metody sero-
logiczne sa obarczone duzym biedem
siegajacym nawet 20%. Najwiecej
trudnosci pojawia sie przy typowaniu
serologicznym antygenéow z grupy
DRw52, szczegdlnie DRB1*13 [37].
Ponadto badania serologiczne nie za-
wsze sprawdzaja sie w przypadku ak-
tywacji wykazujacych
wzmozona ekspresje antygenéow HLA
na swej powierzchni oraz w chorobach
rozrostowych ukladu krwiotwdrczego.
Dlatego tez badania
obecnie sa =zastepowane technikami
biologii molekularnej. Typowanie ge-
netyczne staje sie najbardziej po-
wszechnym sposobem typowania HLA.
Wykorzystuje ono analize polimorfi-

limfocytow

serologiczne



zmu genetycznego na poziomie DNA.
Analiza taka jest o wiele prostsza i do-
ktadniejsza od analizy na poziomie
biatka. Podstawa interpretacji jest za-
leznos¢ pomiedzy sekwencja nukleoty-
dowa DNA, a sekwencja
aminokwasowa kodowanego biatka.
Duza zaleta metod genetycznego typo-
wania jest mozliwosé
wszystkich alleli, znikomy odsetek bte-
dow, tatwos$¢ standaryzacji, a takze
mozliwo$¢ badania martwych komo-
rek. Wada natomiast sa duze koszty
oraz wydtuzony czas badania.

Techniki oparte na analizie fragmen-
tow DNA o polimorficznej sekwencji
wykorzystuja [6]:

1. Specyficzne sekwencje inicjujace
tancuchowa reakcje polimerazy (ang.
polymerase chain reaction) - PCR (np.
PCR-SSP- PCR, nested- PCR, ARMS),

2. Enzymy restrykcyjne (PCR- RFLP),
3. Zestawu specyficznych sond oligo-
nukleotydowych (PCR-SSO),

4. Analize konformacyjnej (PCR-SSCP -
PCR, analiza heteroduplesow PCR,
DSCA).

5. Sekwencjonowanie (SBT).
Typowanie alleli genéw MHC przepro-
wadza sie:

a) MHC kI I: A, B, C: 2 i 3 egzon kodu-
jacy tancuch «,

b) MHC kl II DR: 2 egzon kodujacy
taficuch B: geny DR 1,3, 4, 5, DQ i DP:
2 egzon kodujacy tancuch « oraz B.
Przed przystapieniem do wykonania
typowania HLA metodami genetyczny-
mi nalezy wyizolowa¢ DNA i okresli¢
czysto§¢ DNA mierzac absorbancje
przy diugosci fali 260 i 290 nm. Stosu-
nek absorbancji 260/290 powinien
miesci¢ sie w przedziale 1,6-1,9 [36].

rozrdznienia

Dzieki genotypowaniu antygenéow HLA
mozemy uzyska¢ wynik o niskiej, po-
sredniej, badZ wysokiej rozdzielczosci,
w zwiazku z rodzajem/czutoscia uzytej
metody (Rys.8). Jako wynik niskiej
rozdzielczo$ci uznaje sie przyktadowo:
A*03, B*08. DR*11, gdzie litera ozna-
cza locus, gwiazdka jest symbolem
oznaczajacym, ze typowanie odbyto sie
metoda genetyczna, zas$ dwie liczby za
nia okreslaja numer rodziny alleli.
przypadku wyniku o wysokiej rozdziel-
czosci, przyktadowo: A*03:01:02, do-
chodza dwie dodatkowe liczby po
dwukropku - pierwsza oznacza kolejny
numer sekwencji egzonowej, nastepna
za$ mowi o polimorfizmie nukleotydow
w intronach. Natomiast wynik posred-
ni rownowazny jest z niejednoznacz-
nym wynikiem genotypowania,
przyktadowo: B*08:03/05/08, co ozna-
cza, ze mozliwa jest obecnos¢ jednego
z podanych alleli antygenu HLA B.

PCR SSP

Metoda SSP (ang. Single Specific Pri-
mer-Polymerase Chain Reaction) pole-
ga na przeprowadzeniu szeregu
reakcji PCR z uzyciem réznych par
starteréow dobranych tak, aby reakcja
byta mozliwa tylko i wytacznie w obec-
nosci okreslonego allelu lub grup alle-
li. Swoista amplifikacja DNA jest
mozliwa dzieki zastosowaniu wielu par
starterow obejmujacych tylko polimor-
ficzne miejsca egzonu kodujace dany
antygen HLA. Jest to najszybsza meto-
da typowania genetycznego, w ktorej
wynik uzyskujemy bezposrednio po re-
akcji PCR.

Etapy:

* Przygotowanie mieszaniny reakcyj-

25



26

nej PCR: DNA, Taq polimeraza, dNTP,
Mg2+, bufor odpowiedni dla polime-
razy,

* Przeniesienie mieszaniny do wielu
proboéwek reakcyjnych o réznej swo-
istosci (swoiste startery),

* Reakcja PCR - wiele swoistych am-
plifikacji,

* Przeniesienie na zel agarozowy,
 Elektroforeza,

* Analiza komputerowa kombinacji
dodatnich i ujemnych wynikéw reakcji
PCR [34].

SSOoP

Kolejna z metod genetycznych, dzieki
ktorej uzyskujemy wyniki o niskiej
rozdzielczosci okreslajacych najcze-
$ciej jeden locus jest metoda SSOP
(ang. Sequence-Specyfic Oligonucle-
otyde Probe) w Polsce najczesciej sto-
sowana do genotypowania HLA klasy
II: DR i DQ [9,10]. Podobnie jak w me-
todzie SSP, jej wykonanie wymaga
wstepnej izolacji DNA, natomiast sama
metoda sktada sie z 4 etapéw:

1. Amplifikacja wyizolowanego DNA
z uzyciem pojedynczej pary starteréow
amplifikujgcej caly egzon z uzyciem
PCR.

2. Hybrydyzacja wielu swoistych sond
umieszczonych na pasku nitrocelulo-
zowym z odpowiednimi allelami kodu-
jacymi dane antygeny HLA.

3. Uwidocznienie produktéw hybrydy-
zacji.

Istnieje kilka mozliwosci uwidacznia-
nia pozytywnej reakcji:

- dzieki stosowaniu biotynylowanych
starterow po etapie amplifikacji uzy-
skamy produkt potaczony z biotyna,
dzieki czemu w celu uwidocznienia

wystarczy inkubacja produktu reakcji
zstreptawidyna polaczona z enzymem
poprzez dodanie substratu dla tegoz
enzymu [24];

- uzywanie mikrokulek optaszczonych
fluorochromem -
jest swoista dla danego antygenu HLA
i ma swoja niepowtarzalna fluorescen-
cje, ktéra oceniamy za pomoca cysto-
metrii przeptywowej;

- SSOP Luminex - w tej metodzie takze
stosuje sie polistyrenowe kolorowe
mikrokulki sprzezone ze specyficznymi
sekwencjami oligonukleotydowymi,
ktore zawieraja regulowany stosunek
np. 2 fluorochroméw, tworzac kombi-
nacje 100 niepowtarzanych mikroku-
lek, co pozwala na ocene do 100
réznych parametréow jednoczesnie np.
100 réznych alleli HLA. Metoda ta jest
rownoznaczna z metoda cystometrii
przeptywowej, jednak do oceny fluore-
scencji stosuje sie wyspecjalizowany
aparat Luminex stuzacy stricte do
analiz z zastosowaniem wspomnianych
mikrokulek. [11]

- sondy zwiazane z ptytka ELISA - me-
toda ta taczy reakcje PCR z wizualiza-
cja produktu przy wuzyciu sond
oligonukleotydowych specyficznych
dla sekwencji (SSOP) w tescie immu-
noenzymatycznym postaci enzymu
(ELISA); moéowimy wtedy o metodzie
SSOP-ELISA [10].

4. Etap ostatni, niezaleznie od metody
uwidaczniania produktu, polega
na analizie komputerowej otrzymane-
go wyniku [1].

kazda mikrokulka

SSCP
Analize konformacji czasteczek DNA
w drodze réznych technik elektrofore-



tycznych: analiza konformacji poje-
dynczych nici (ang. single-stand con-
formation SSCP).
Techniki te pozwalaja na wykrycie po-
limorfizmu i zmian punktowych. Po
izolacji DNA amplifikujemy egzon in-
teresujacego nas genu za pomoca
techniki PCR, nastepnie, produkt tej
reakcji
w buforze obciazajacym z dodatkiem
formamidu bedacego czynnikiem de-
naturujacym. Nastepnie przeprowadza
sie elektroforeze w niedenaturujacym
srodowisku, co pozwala na uzyskanie
roznego skrecania ni¢ DNA i uzyskania
odmiennych wzoréw prazkowych ze
wzgledu na rézna szybkos¢ migracji
réznych konformacji. Tak np. analizuje
sie allele genu DRB1, gdzie dwa pa-
sma odpowiadaja homozygocie, zas
cztery heterozygocie danego genu [5].
Metoda opisana tutaj moze by¢ nieco
skomplikowana do zastosowania w ru-
tynowym typowaniu alleli HLA, jed-
nakze, jest przydatna w poszukiwaniu
"nowych" alleli [14].

polymorphism,

denaturujemy termicznie

Dodatkowa, unowoczesniong odmiana
technik analizy konformacji DNA, jest
tzw. badanie RSCA (ang. reference
stand conformational analysis), pole-
gajace na analizie réznic w ruchliwosci
fragmentow DNA w elektroforezie ka-
pilarnej na zelu poliakrylamidowym
[26]. RSCA jest obecnie rzadziej stoso-
wana metoda, co spowodowane moze
by¢ tym, iz szybkos$¢ migracji elektro-
foretycznej dwodch roézniacych alleli
moze by¢ zblizona. [16]

SBT
Kolejna metoda genetyczna badania

antygenow zgodnosci tkankowej jest
sekwencjonowanie DNA (ang. sequen-
ce-based typing, SBT). W metodzie tej
uzyskuje sie sekwencje nukleotydow,
ktora poréwnujemy z sekwencjami do-
stepnymi w bazie danych. Metoda ta
pozwala na wykrycie nowych, indywi-
dualnych alleli antygenéw HLA i uzy-
skanie wynikéw o} wysokiej
rozdzielczos$ci, pozadanych w trans-
plantologii zwtaszcza szpiku kostnego
[18]. Przykladowo badanie to mozna
przeprowadzi¢ metoda Sangera, gdzie
po izolacji DNA amplifikuje sie, w celu
identyfikacji HLA klasy I, egzon 2 i 3
chromosomu 6, klasy II egzon 2. Na-
stepnie, po oczyszczeniu produktéw
amplifikacji przeprowadzana jest re-
akcja PCR, w ktoérej uzywa sie znako-
wanych dideoksynukleotydéw, dzieki
czemu po elektroforezie kapilarnej
i detekcji laserowej poszczegdlnych
dideoksynukleotydow  terminujacych
nici DNA o roéznej dlugosci, mozna
okresli¢ badana sekwencje i poréwnac
ja z sekwencja alleli HLA z dostepnymi
w bibliotece sekwencji [35].

Zmniejszenie ryzyka odrzucania prze-
szczepu miedzy dawca i biorca zgod-
nym pod wzgledem HLA sprawia, ze
ich typowanie jest niezwykle wazne
w transplantologii. Typowanie HLA
jest rowniez wykorzystywane w dia-
gnostyce choréb powigzanych z HLA.
Przykladem moze by¢ antygen HLA-
B27, ktérego obecnos¢ pomaga w dia-
gnostyce zesztywniajacego zapalenia
stawow kregostupa [19].

Zasady doboru dawcow do przeszcze-
pu nerek i innych narzadow.
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Dobér dawcy i biorcy w przypadku
przeszczepu narzadu powinien
w gtéwnej mierze zapobiec odrzuceniu
przeszczepionego narzadu. Dawca
przeszczepu allogenicznego moze by¢
dawca niespokrewniony badz czionek
rodziny chorego. Najlepiej, gdy jest on
genetycznie zgodny (identyczny) pod
wzgledem antygenéw HLA, na przy-
ktad brat lub siostra (dawca klasycz-
ny), posiadajacy te same haplotypy
(geny) odziedziczone od ojca i matki.
Idealna sytuacja jest przeszczepienie
od dawcy rodzinnego, w ktérym dawca
i biorca sa para bliZzniat jednojajowych.
Dawca moze by¢ réwniez jedno z ro-
dzicéw lub rodzenstwa chorego, w po-
zgodne genetycznie.
W przypadku przeszczepow narzaddéw
oczekuje sie jak najwiekszej zgodnosci
dawcy i biorcy w antygenach HLA kla-
sy I loci A, B, i klasy II loci DR [2].

lowie

Czas przezycia narzadu jest uzaleznio-
ny od wielu czynnikéw, miedzy innymi
od réznic antygenowych miedzy dawca
i biorca. Z biegiem czasu po prze-
szczepieniu narzad ulega stopniowe-
mu, przewlekiemu uszkadzaniu.
W sytuacji przeszczepu narzadu una-
czynionego dochodzi do rozpoznania
obcych (niezgodnych) antygendéw na
powierzchni tkanek dawcy. Dochodzi
wowczas do reakcji immunologicznej,
ktéra moze przebiegac jako:

a) Odrzucanie narzadu przeszczepio-
nego przez biorce,

b) Odrzucanie narzadu przeszczepio-
nego w wyniku obecnosci w surowicy
biorcy preformowanych przeciwciat
przeciwko swoistym antygenom obec-
nych na powierzchni tkanek dawcy

(PRA) [30].

Przezycie przeszczepu w wypadku
transplantacji nerek uzyskanych od
zywych spokrewnionych dawcow jest
najdtuzsze, gdy dawca i biorca nie
réznia sie antygenami HLA. Istnieja
jednak sytuacje, w ktoérych badanie
zgodnosci HLA nie jest wykonywane,
na przyklad przy przeszczepianiu nie-
ktorych narzadow unaczynionych, jak
serce czy watroba. Jest to zwiazane
z niska dostepnoscia dawcow, a takze
Z ograniczonym czasem na wykonanie
przeszczepu. Niemniej jednak badania
wykazuja, iz dluzsze przezycie prze-
szczepu jest charakterystyczne dla
tych przypadkéw, w ktérych wystepuje
najmniej niezgodnosci w obrebie alleli
HILA. W wiekszosci obecnie wykony-
wanych transplantacji narzadéw, wy-
korzystuje sie narzady pobrane od
0s0b zmartych. Sprawia to, ze szansa
na dobranie biorcy o identycznych al-
lelach HLA co dawca jest znikoma. Do
zwiekszenia prawdopodobienstwa, iz
przypadkowo dobrana para dawca-
biorca beda identyczni pod wzgledem
HLA, przyczynia sie nieréwnowaga
sprzezen oraz czestsze wystepowanie
niektérych antygenéw HLA w danej
populacji. Ze wzgledu na ciagle wzra-
stajaca liczbe o0séb oczekujacych na
przeszczep, przewyzszajaca liczbe po-
tencjalnych dawcoéw, stosuje sie stra-
tegie doboru najbardziej zgodnego
biorcy do dawcy. Najbardziej pozadana
sytuacja jest dobér pary o jak naj-
mniejszej liczbie niezgodnych antyge-
néw, a zgodnos¢ w zakresie HLA-DR
i HLA-B zapewnia najlepsze wyniki
transplantacji. Zdarzaja sie jednak
przypadki, w ktérych mimo idealnej



zgodnosci badanych antygenow HLA
dochodzi do odrzucania przeszczepu.
W takiej sytuacji pierwszym krokiem
jest wykluczenie mozliwego btedu ty-
powania. Okazuje sie, ze kilkanascie
procent HLA-identycznych nerek zo-
staje odrzuconych ze wzgledu na réz-
nice w antygenach HLA, ktére nie sa
badane standardowo, np. HLA-DQ,
HLA-DP oraz w wyniku niezgodnosci
w obrebie stabych antygenéw zgodno-
$ci tkankowej czy uktadach antygenow
komoérek srédblonka i monocytow [2].

Warunki konieczne do przeszczepienia
nerki:

» Zgodnos¢ grupowa krwi

* Préoba krzyzowa ujemna

* Wybdr optymalnego biorcy

W przypadku przeszczepu obligatoryj-
nego nerki:

* Brak dostepu do dializ

« PRA<80%

* Biorca > 60 r.z o ile dawca > 65 r.z.
 Dawca <16 r. z dla biorcéw z listy

pediatrycznej

» Biorca przeszczepu wielonarzadowe-
go [3]

Warunki konieczne do przeszczepu in-
nych narzadow:

* Trzustka: zgodnos¢ ABO, ujemna
proba krzyzowa, zgodnos¢ HLA (A, B,
DR)

* Pluca: zgodnos$¢ ABO, (ujemna préba
krzyzowa), zgodnos$¢ HLA (A, B, DR)

» Serce: zgodno$¢ ABO, (ujemna préba
krzyzowa)

» Watroba: zgodnos¢ ABO [2].

Proba krzyzowa (ang. cross-match)
Jest to badanie, polegajace na prze-
prowadzeniu reakcji surowic wyselek-
cjonowanych pacjentéw z limfocytami
dawcy z wykorzystaniem techniki CDC
(cytotoksycznos¢ zalezna od dopelnia-
cza). Celem jest sprawdzenie, czy
w organizmie potencjalnego biorcy
kraza preformowane
przeciwciala anty-HLA dawcy, ktére
w wyniku zwigzania dopelniacza niosa

narzadu nie
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Rys.8 Poréwnanie rozdzielczosci niektérych metod.
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duze ryzyko ostrego procesu odrzuca-
nia. Aby przeprowadzi¢ prébe krzyzo-
wa, nalezy wyizolowac
z materialu tkankowego dawcy, a na-
stepnie podzieli¢ je na subpopulacje
limfocytow T i B. Obecnie najczesciej
do tego celu wykorzystuje sie zestaw
gotowych przeciwciat monoklonalnych
oraz kolumny ze zlozem paramagne-
tycznym. Osoby, u ktérych wykryto do-
datnia reakcje cytotoksyczna (C-M
dodatni, préba krzyzowa dodatnia) sa
wykluczane z ostatecznego zestawie-
nia potencjalnych biorcow. W metodzie
tej,
z wezta chlonnego inkubuje sie z suro-
wica potencjalnego biorcy. Wskazéwka
diagnostyczna, ktora okresla prawdo-
podobienstwo wystapienia dodatniej
reakcji w tescie CDC, jest wartos¢ PRA
(ang. Panel reactive antibodies). Reak-
cja limfocytotoksyczna zalezna od do-
petniacza posiada jednak ograniczona
czutos¢ i subiektywnos$¢ oceny nasile-
nia reakcji a takze niesie watpliwosci,
co do znaczenia klinicznego przeciw-
cial pozbawionych wtasciwosci cyto-
toksycznych. Przyczynitlo sie to do
rozwoju innych technik pozbawionych
wad testow limfocytotoksycznych, kté-
re umozliwiaja ocene
biorcy przeszczepu. Jedna z nich jest
technika FCXM (ang. Flow cytometric
crossmatch). Jest to proba krzyzowa
wykorzystujaca cytometrie przeplywo-
wa do pomiaru nasilenia reakcji po-
miedzy dawcy a
przeciwciatami biorcy. W wyniku zaj-
$cia reakcji obserwuje sie Swiecenie
komorek wiazacych znakowane fluoro-
chromem przeciwciato,
przeciwko przeciwcialu pochodzacemu

limfocyty

limfocyty dawcy wyizolowane

immunizacji

antygenami

skierowane

z surowicy pacjenta,. Nasilenie swie-
cenia jest proporcjonalne do
zwigzanych danych przeciwciatl znako-
wanych fluorochromem. Technika ta
umozliwia nie tylko odréznianie komo-
rek docelowych, ale réwniez okresle-
nie klasy immunoglobulin wykrytych
przeciwciat [30].

ilosci

PRA

Jak wspomniano wyzej, aby doszlo do
przeszczepu narzadu niezbedna jest
zgodnos¢ w gltéwnych grupach krwi
(ABO), jak najmniejsza niezgodnosc¢
w uktadzie HLA oraz ujemny wynik
proby krzyzowej. Dodatkowo, bardzo
waznym elementem jest tez brak
u biorcy przeciwciat limfocytotoksycz-
nych PRA, ktorych obecnos$¢ w zalez-
nosci od ich miana odpowiednio
wydtuza okres oczekiwania na prze-
szczep, a takze zmniejsza jego powo-
dzenie [27]. Przeciwciata te powstaja
w wyniku ekspozycji potencjalnego
biorcy na obce antygeny HLA np. pod-
czas ciazy (gdzie odsetek uczulonych
wielorédek wynosi 40%), wczesniej-
szego przeszczepienia narzaddéw, po
transfuzjach krwi (jedna transfuzja jest
przyczyna immunizacji 10% chorych,
a odsetek ten wzrasta do 50-70% wraz
z iloscia transfuzji, dlatego tez stosuje
sie preparaty krwi pozbawione masy
leukocytarnej) [27]. Do powstawania
tych przeciwciat przyczynia¢ sie moga
tez uogodlnione infekcje bakteryjne czy
wirusowe oraz szczepienia ochronne,
mogace nasila¢ wytwarzanie alloprze-
ciwciat [22]. U czesci chorych, wraz
z uplywem czasu, reaktywnos$¢ prze-
ciwciat zmniejsza sie lub nawet zanika,
jednak u czesci z nich, mimo braku



ekspozycji na czynniki immunizujace,
synteza przeciwciat utrzymuje sie na
stalym poziomie [14]. W zwiazku z wy-
sokim ryzykiem odrzucenia przeszcze-
pionego narzadu u takich chorych,
wazne jest wykrywanie takich oséb, co
powoduje z jednej strony wydluzenia
czasu czekania przez nich na trans-
plantacje, ale z drugiej daje im mozli-
wos¢ odczulania i tym samym
zmniejszenia ryzyka odrzucenia prze-
szczepu np. poprzez stosowanie im-
ludzkiej (IgG),
Rituximabu (przeciwciat anty-CD 20)
niszczacego limfocyty B odpowiedzial-
ne z produkcje alloprzeciwcial, czy
plazmaferezy [12].

munoglobuliny

Stopien uczulenia/immunizacji mozna
ocenia¢ in vitro w tescie mikrocyto-
toksycznym w panelu zawierajacym
wyizolowane limfocyty od okoto 30-50
dawcow krwi tak dobranych, by repre-
zentowali wiekszos$¢ antygenow HLA
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Sekcja Badania Bezkregowcow nalezy do Kola Naukowego Przyrodnikow
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Aktywnos¢ naukowo-
badawcza Sekcji skupia sie wokol badan nad taksonomia, ekologia oraz
zoogeografia bezkregowcow z wykorzystaniem technik molekularnych. Od
2012 roku jednym z wiodacych dzialan Sekcji jest realizacja projektu ba-
dawczego ,Palmiarnie w Polsce i Europie jako gorace plamy bioréznorod-
nosci (hot-spots) i ich rola w introdukcji gatunkow obcych”. Celem
podjetych zadan jest zbadanie réoznorodnosci gatunkowej bezkregowcow
zasiedlajacych wybrane palmiarnie i cieplarnie. Do tej pory zebrano ma-
terial z osrodkéw palmiarnianych w Berlinie, Pradze, Poznaniu, fodzi
i Krakowie. Dotychczasowe analizy pozwolily zaobserwowa¢ duze bogac-
two gatunkowe fauny bezkregowej badanych obiektow, w tym odkrycie
taksonow nowych dla nauki oraz gatunkow tropikalnych nieznanych dla
danego regionu geograficznego, o czym czlonkowie Sekcji donosza w pu-
blikowanych na biezaco artykulach naukowych [Kolicka 2014, 2016; Ko-
licka i in., 2013, 2015, 2016; Zawierucha i in., 2013]. Pod koniec 2015
roku Sekcja przystapila do realizacji projektu dotyczacego zmian sukce-
syjnych zachodzacych w rewitalizowanym miejskim Rezerwacie Przyrody
Zurawiniec w Poznaniu. Celem tego przedsiewziecia jest odbudowa pier-
wotnych warunkéw wodnych oraz przywrécenie charakterystycznego dla
rezerwatu zespolu roslinnosci typowej dla torfowisk przejsciowych. Nie-
dawno Sekcja zakonczyla projekt badawczy: ,Mejofauna zbiornikow stod-
kowodnych fiordu Hornsund (Spitsbergen, Arktyka)”. Badania mialy na
celu poznanie roznorodnosci gatunkowej mejofauny siedlisk stodkowod-
nych fiordu Hornsund, rozmieszczenia gatunkow, wspolwystepowania
grup i potencjalnych drdg ich migracji oraz przetestowanie hipotezy za-
kladajacej, ze biordoznorodnosc¢ i liczebnos¢ organizméow wzrasta wraz
z odlegloscia od lodowca.

Wstep
Sekcja Badania Bezkregowcéw jest Naukowego Przyrodnikéw Uniwersy-
jedna z najstarszych i najprezniej tetu im. Adama Mickiewicza w Pozna-

dzia]:ajacych grup naleZacych do Kola niu. Obecnie ].j.CZy ona 20 czlonkow



i sympatykéw. Od czasu powstania w
1967 roku jej profil naukowy skupia
sie wokdt taksonomii, ekologii oraz
zoogeografii bezkregowcéw. Oprocz
$cistej wspolpracy z Zakladem Takso-
nomii i Ekologii Zwierzat Wydzialu
Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewi-
cza w Poznaniu, Sekcja wspoélpracuje
z innymi krajowymi i zagranicznymi
jednostkami naukowymi, np. Instytu-
tem Oceanologii Polskiej Akademii
Nauk.

Aktualne projekty badawcze

Jednym z wiodacych projektéw Sekcji
jest badanie bioréznorodnosci, ekologii
oraz drog rozprzestrzeniania sie wy-
branych grup bezkregowcow zasiedla-
jacych palmiarnie. Te stosunkowo
stabo zbadane miejsca sa takze rozpa-
trywane pod wzgledem potencjalnej
aklimatyzacji gatunkow obcego pocho-
dzenia. Obiecujace wyniki badan prze-
prowadzone w Palmiarni Poznanskiej
byly impulsem do powstania projektu
»,Palmiarnie w Polsce i Europie jako
gorace plamy bioréznorodnosci (hot-
spots) i ich rola w introdukcji gatun-
kéw obcych”. Projekt dofinansowany
byt przez m. in. Dziekana Wydziatu
Biologii UAM oraz ze s$rodkéw Kota
Naukowego Przyrodnikéw UAM. W je-
go ramach przeprowadzono dotych-
czas badania w palmiarni w Poznaniu
oraz w palmiarniach w Kopenhadze,
Pradze, Berlinie, fLodzi i Krakowie.
W przysztosci planowana jest inwenta-
ryzacja kolejnych obiektéw znajduja-
cych sie w Minsku, Brzesciu oraz
Gliwicach. Dotychczasowe badania
byly publikowane w zagranicznych
czasopismach  naukowych. Dzieki

przeprowadzonej w 2012 roku inwen-
taryzacji Poznanskiej
stwierdzono  zaskakujaco  wysokie
zroznicowanie taksondéw fauny bezkre-
gowej, w tym: wrotkéw, plazincow,
skaposzczetéw, brzuchorzesek
mniej licznych w gatunki widlonogow,
roztoczy, wieloszczetéow i owadow [Ko-
licka i in., 2015]. Zwienczeniem badan
w Poznaniu bylo pierwsze stwierdzenie
wystepowania
(Schizomida) w Polsce [Zawierucha
i in., 2013], a takze odkrycie nowego
podrodzaju i 12 nowych dla wiedzy
gatunkéw brzuchorzeskéw. W Pal-
miarni Poznanskiej dokonano réwniez
pierwszego w Europie Srodkowej
stwierdzenia chrzaszcza z rodzaju
Pycnomerus. W roku 2013 badania
kontynuowano w palmiarni w Kopen-
hadze, w ktorej stwierdzono m. in. 5
gatunkéw brzuchorzeskéw, w tym jed-
nego nowego dla dunskiej fauny [Ko-
licka i in., 2013, Kolicka, 2014]. Wyniki
uzyskane na podstawie materialu po-
branego w palmiarni w fodzi umozli-
wily brzuchorzeskéw
zasiedlajacych  bromelie  [Kolicka,
2016]. Material pobrany w palmiar-
niach w Pradze oraz Berlinie jest
obecnie opracowywany ze szczegol-
nym uwzglednieniem roztoczy,
sporczakow, wijow, owadow, pajakow
oraz brzuchorzeskéw.

Palmiarni

oraz

rozlupnogtowcéw

opisanie

nie-

Pod koniec 2015 roku Sekcja Badania
Bezkregowcdédw przystapita rowniez do
projektu majacego na celu zbadanie
zmian zachodzacych w rewitalizowa-
nym miejskim Rezerwacie Przyrody
Zurawiniec. Rezerwat zostal utworzo-
ny w 1959 roku ze wzgledu na znajdu-

35



36

jace sie na jego obszarze torfowiska
przejsciowe o cennych walorach na-
ukowych i dydaktycznych. Powstanie
w bezposredniej okolicy osiedli miesz-
kalnych przyczynito sie do zmiany sto-
sunkéw wodnych doprowadzajac do
zniszczenia jego naturalnego charak-
teru. W latach 2012-2014 w rezerwa-
cie prowadzono badania geologiczne,
ktérych wyniki pozwalaja przesledzi¢
oraz odtworzy¢ przebieg zmian $rodo-
wiska przyrodniczego w przesztych
epokach. Projekt Rewitalizacji Rezer-
watu Przyrody Zurawiniec prowadzony
jest we wspotpracy z licznymi podmio-
tami, m. in. pracownikami naukowymi
Wydzialéw Biologii i Geografii Uni-
wersytetu Adama Mickiewicza w Po-
znaniu, wladz
miasta, dyrekcja Zakladu Laséw Po-
znanskich oraz Regionalnym Konser-
watorem  Przyrody w
Zadaniem Sekcji jest sledzenie proce-
sow sukcesji wtornej fauny bezkrego-
wej rezerwatu. W tym celu, co 3
miesiace, od listopada 2015 roku, po-
bierane sa proby sciétkowe oraz wod-
ne. Sciélka jest pobierana ramka o
objetosci 25 cm x 25 ¢cm x 10 cm w 30
wyznaczonych miejscach, a nastepnie
umieszczana w aparacie Tullgrena
w celu wyptoszenia fauny. Préby wod-
ne beda pobierane czerpakiem po na-
wodnieniu, obecnie wyschnietych,
zbiornikow. Material bedzie pozyski-
wany z dna zbiornika i roslin wodnych.
Po czerpakowaniu na miejscu, zostanie
on wytozony na folie i posegregowany
w celu znalezienia organizméw wod-
nych i przeniesienia ich do ptynu kon-
serwujacego. Zebrane préby beda
analizowane pod katem wystepowania

przedstawicielami

Poznaniu.

takich grup bezkregowcéw jak: pajaki,
owady, Slimaki, roztocze. W dalszym
etapie zebrane okazy beda identyfiko-
wane do gatunku. Przewiduje sie
zmiane poziomu bioréznorodnosci na
terenie rezerwatu oraz sktadu obecnej
fauny w kierunku obecnosci taksonéw
charakterystycznych dla torfowisk
przejsciowych. Ponadto badania moga
by¢ zrédlem informacji o przebiegu
zmian zoocenotycznych jakie dokonuja
sie na terenie zurbanizowanym.

Zakonczone projekty badawcze
Sekcja zakonczyta projekt badawczy:

~Mejofauna zbiornikéw stodkowod-
nych fiordu Hornsund (Spitsbergen,
Arktyka)”. Dotychczasowe badania

udowodnity, ze region ten, mimo suro-
wego klimatu i krétkiego okresu we-
getacyjnego, odznacza sie duza
zlozonoscia sktadu gatunkowego, jak
i znacznym zréznicowaniem rodzajow
i wyzszych jednostek taksonomicznych
na tle pozostatych regionéw arktycz-
nych. Jest to mltody i stabo przeksztat-
cony ekosystem, podatny na
antropopresje i zmiany klimatu. Bada-
nia miaty na celu poznanie réznorod-
nosci gatunkowej mejofauny siedlisk
stodkowodnych fiordu Hornsund
(brzuchorzeskéw, niesporczakéw, ni-
cieni, wrotkéw, widtonogéw, wioslarek,
wieloszczetow, malzoraczkow),
mieszczenia gatunkéw, wspotwystepo-
wania grup oraz potencjalnych drég
ich migracji, oraz przetestowanie hi-
potezy zakladajacej, ze rdéznorodnosc
taksonow i liczebnos¢ organizmoéow
wzrasta wraz z odlegtoscia od lodowca
(http://knp.home.amu.edu.pl/page.php
?id=dzialalnosc&s=2). Pobor materia-

roz-



lu zostal zakonczony, obecnie trwa
opracowywanie danych.

W 2015 roku cztonkowie Sekcji Bada-
nia Bezkregowcéw zajmowali sie ba-
daniem mejofauny jezior Czarnogory
i Albanii. Pélwysep Batkanski jest
uwazany za jedno z europejskich cen-
trow endemizmu. Dziatania Sekcji
mialty na celu poszerzenie wie-
dzy o faunie jezior tego terenu oraz
poszukiwanie korelacji czynnikéw sSro-
dowiskowych (zawartosci wegla orga-
nicznego, twardosci wody, stezenia
tlenu i azotu, pH) z wystepowaniem
poszczegodlnych taksonéw bezkregow-
cé6w wodnych. Analiza mejofauny je-
zior badanego terenu pozwolila na
pierwsze stwierdzenie obecnosci zwie-
rzat z grup: Tardigrada, Rotifera,
Rhabditophora, Collembola i Gastro-
tricha. W prébach ponadto zidentyfi-
kowano nastepujace taksony:
Polychaeta, Ostracoda, Acari, Copepo-
da, Cladocera, Nematoda, Gastropoda
i Amphipoda.
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Upowszechnianie wynikow

Wyniki prac Sekcji byly przedstawione
na wielu miedzynarodowych i ogélno-
polskich konferencjach, m. in. Polar
Ecology Conference, II i III Konferencji
Mtodych Naukowcéw z okazji Swiato-
wego Dnia Wody (II and III Young
Scientists Conference, World Water
Day), V i VI Studenckiej Konferencji
Biologii Przedstawiane
referaty oraz postery ciesza sie duzym
zainteresowaniem oraz sa szeroko
dyskutowane.

Sekcja Badania Bezkregowcéw anga-
zuje sie w popularyzacje nauki przez
organizowanie warsztatow i pokazow
dla mlodszych adeptéw nauki. Jest to
dobra okazja do zdobycia wiedzy
z technik mikroskopowania,
dzielnego zbioru bezkregowcoéw i ich
obserwacji. Dotychczasowe zajecia
odbywaty sie w ramach Nocy Biolo-
géw, Festiwalu Nauki i Sztuki oraz
Nocy Naukowcow.

Ewolucyjnej.

Samo-

279.

[4] Kolicka M. i in., Palm house - biodiversity
hotspot or risk of invasion? Aquatic
invertebrates: The special case of
Monogononta (Rotifera) under greenhouse
conditions, Biologia, 2015, 70(1), 94-103.

[5] Kolicka M. i in., Hidden invertebrate
diversity - phytotelmata in Bromeliaceae from
palm houses and florist wholesalers (Poland),
Biologia, 2016 (w druku).

[6] Zawierucha K. i in., First record of the
schizomid Stenochrus portoricensis
(Schizomida: Hubbardiidae) in Poland, with
DNA barcode data, Turkish Journal Of Zoology,
2013, 37, 357-361.

37



38
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Praca napisana pod opiekg dr hab. Anny Skorackiej

Kompleksy gatunkow kryptycznych obejmuja gatunki nierozréznialne na
podstawie cech morfologicznych, ktore czesto sa blisko spokrewnione ze
soba [Skoracka i in., 2015].

Szpeciele (Eriophyoidea) to roztocze (Acari) o ogromnym znaczeniu go-
spodarczym, poniewaz sa obligatoryjnymi pasozytami roslin, takze tych
szczegolnie istotnych dla czlowieka (rosliny uprawne). Wiekszos¢ ze zna-
nych gatunkow szpecieli cechuje waska specyficznos¢ zywicielska (paso-
zytowanie na jednym gatunku rosliny), ktore zasiedlaja zywicieli
nalezacych do réoznych gatunkow roslin. Przykladem gatunku szpeciela
o szerokiej specyficznosci zywicielskiej jest Aceria tosichella, powszechnie
nazywany wheat curl mite (WCM). Szpeciel ten jest pasozytem traw (Po-
aceae) oraz amarylkowatych (Amaryllidaceae). Zasiedlanie roslin z dwoéch
rodzin sklonilo do postawienia hipotezy, ze WCM jest kompleksem gatun-
kow kryptycznych o zréoznicowanej specyficznosci zywicielskiej [Miller
i in.,, 2013]. Do potwierdzenia powyzszej hipotezy uzyto metod biologii
molekularnej (odcinka mitochondrialnego DNA COI oraz fragmentu D2
28S rDNA), ekologicznych (eksperymentalne testowanie zakresu zywicie-
li) oraz analiz morfometrycznych w oparciu o cechy ilosciowe (PCA i ana-
liza dyskryminacyjna) [Skoracka i in., 2013, 2014].

Wyniki dotychczasowych badan pozwolily na opisanie dziesieciu odreb-
nych genetycznie linii w obrebie kompleksu WCM. Istnieja jednak prze-
stanki, ze zroznicowanie w obrebie kompleksu WCM jest nadal
niedokladnie oszacowane i konieczne sa dalsze badania majace na celu
identyfikacje kolejnych linii genetycznych WCM [Skoracka i in., 2015].

Wstep

Gatunki kryptyczne sa to gatunki cech morfologicznych, bedace zazwy-
trudne do rozréznienia na podstawie  czaj blisko ze soba spokrewnione



[Bickford i in., 2007; Knowlton, 1993].
Identyfikacja gatunkéw Kkryptycznych
jest szczegédlnie istotna w przypadku
organizméw waznych z punktu widze-
nia gospodarki, gdyz roézne gatunki
moga wymaga¢ innych strategii
ochrony lub kontrolowania ich liczeb-
nosci. Istnieje wiele przykladow ga-
tunkéw kryptycznych, np. komary
bedace wektorami dla zarodZca mala-
rycznego Plasmodium sp. [Perkins,
2000] Iub pasozytnicze nitnikowce
Gordius sp.[Hanelt i in., 2015]. Ponad-
to badania dotyczace zrdéznicowania
w obrebie gatunkéw umozliwiaja do-
ktadne
biologicznej na swiecie. W niniejszej
pracy chcielibysmy opisa¢ metody sto-
sowane podczas identyfikacji gatun-
kow kryptycznych na przykladzie
Aceria tosichella (wheat curl mite,
WCM). Szpeciele sa to jedne z naj-
mniejszych roztoczy, ktorych wielkosé
wynosi srednio 200 pm [Keifer, 1975;
Nalepa, 1887]. Ciato szpecieli ma ro-
bakowaty badz wrzecionowaty ksztatt
i jasna, najczesciej mlecznobiata bar-
we. Posiadaja dwie pary odndzy, co
odréznia je od innych roztoczy. Szpe-
ciele sa pasozytami roslin i cate ich
zycie zwiazane jest z roslina zywiciel-
ska. Obserwuje sie wsrdd nich duze
zroznicowanie w specjalizacji zywi-
cielskiej. Znane sa gatunki, ktore pa-
sozytuja na jednym gatunku rosliny
zywicielskiej (zdecydowana wiekszos¢)
oraz takie, ktére zasiedlaja rosliny na-
lezace do réznych gatunkow, rodzajow
i rodzin. WCM jest wektorem groznych
wirusow roslinnych (WMSV, WmoV,
TriMV, BrSMV) [Goetz i in., 1995; Hadi
iin., 2011; Seifers i in., 1997, 2009;

oszacowanie roznorodnosci

Slykhuis, 1956] oraz przyczyna bezpo-
$rednich uszkodzen rosdlin, dlatego
wazne jest dokladne poznanie biologii
1 strategii zyciowej WCM.

Historia kompleksu WCM

Aceria tosichella (wheat curl mite,
WCM) zostata po raz pierwszy znale-
ziony i opisany na terenie bylej Jugo-
stawii w 1969 r., na lisciach pszenicy
(Triticum aestivum L.). Z powodu jego
morfologicznego podobienistwa do po-
krewnego gatunku Aceria tulipae, opi-
sanego po raz pierwszy w 1938 roku
przez Keifera, bywal btednie oznacza-
ny jako A. tulipae. Ostateczne rozroz-
obu gatunkéw zostato
zaproponowane przez zespol badaczy
rosyjskich [Shevtchenko i in., 1970],
ktérzy opisali réznice w biologii i mor-
fologii obu gatunkéw. Rok przed publi-
kacja Shevtchenko i in. [1970], Keifer
opisal gatunek szpeciela wystepujace-
go na pszenicy jako A. tosichella
[1969]. Nazwa A. tritici nadana przez
Shevtchenko uznana zostala za syno-
nim nazwy gatunkowej A. tosichella.
Do tej pory wystepowanie gatunku
Aceria tosichella zostato potwierdzone
na okoto 90 gatunkach traw [Carew
1in., 2009; Connin, 1956, Harvey i in.,
2001; Navia i in., 2013; Skoracka i in.,
2012; Slykhuis, 1955; Somsen i in.,
1970]. Dalsze badania wykazaly jed-
nak, ze zrdéznicowanie ekologiczne
i genetyczne w obrebie tego gatunku
jest wysokie, a poszczegdlne linie ge-
netyczne roéznia sie znacznie specy-
ficznoscia zywicielska oraz zakresem
zywicieli [Carew i in., 2009; Miller
iin., 2013; Navia i in., 2013; Schiffer

nienie
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iin., 2009; Skoracka i in., 2012, 2013,
2014; Szydto i in., 2015].

Identyfikacja linii w obrebie kom-
pleksow gatunkow kryptycznych

Badania ekologiczne

Poszczego6lne linie genetyczne w obre-
bie kompleksow gatunkéw kryptycz-
nych moga znacznie sie rézni¢ pod
wzgledem biologii i ekologii, np. pod
wzgledem niszy ekologicznej lub roz-
mieszczenia geograficznego [Mayr,
1963]. W przypadku kompleksu WCM
badania ekologiczne polegaly na eks-
perymentalnym
zywicieli. W trakcie doswiadczenia
osobniki byly przenoszone z zywicieli
oryginalnych na nowych, a nastepnie
porownywano poziom ich dostosowa-
nia na oryginalnym i nowym zywicielu
[Skoracka i in., 2013, 2014]. Ponadto
analizowano proby roslin zebranych
w terenie. Osobniki WCM znalezione
na poszczegoélnych roslinach zywiciel-
skich byly nastepnie testowane w la-
boratorium pod katem zdolnosci do
zasiedlania réznych gatunkéw roslin
[Skoracka i in., 2012, 2013]. Roéznice
w zdolnosci do kolonizacji poszczego6l-
nych roslin zywicielskich moga suge-
wystepowanie odrebnych
gatunkéw w obrebie kompleksu [Sko-
racka i in., 2013]. W przypadku badan
nad kompleksem WCM wykazano réz-
nice w dostosowaniu poszczegdélnych
linii genetycznych. Najszerszy zakres
zywicieli wykazata linia MT-1, zasie-
dlajac pszenice, jeczmien, cebule, czo-
snek, perz, rajgras wyniosty oraz
stoktose. Liniami o waskiej specyficz-

testowaniu zakresu

rowac

nosci zywicielskiej sa m.in. MT-5 i MT-
7, ktore osiagaja niski fitness na rosli-
nach zywicielskich innych niz orygi-
nalne [Skoracka i in., 2013].

Badania molekularne

Sposrdéd roznych metod badania przy-
naleznosci taksonomicznej
zmow

oraz obecnosci gatunkéw Kkryptycz-
nych, najbardziej jednoznaczne wyniki
daja badania z dziedziny biologiimole-
kularnej [Hebert i in,. 2003, Sonnen-
berg i 20071]. Analizy
przeprowadza sie porownujac rozne
fragmenty DNA, tzw. specyficzne mar-
kery molekularne. Najistotniejsza ich
cecha jest posiadanie odpowiedniej
liczby wystepujacych polimorfizmoéw,
co pozwala na wykrycie réznic pomie-
dzy populacjami, liniami genetycznymi
lub gatunkami [Magalhéaes i in., 2007].
Do badan nad WCM uzyto fragmentow
mitochondrialnego DNA (COI i 16S)
oraz jadrowego DNA (region D2 28S
rDNA, ITS1, ITS2, ANT) [Miller i in.,
2013; Skoracka i in., 2013]. Uzyskane
wyniki umozliwity identyfikacje odreb-
nych linii genetycznych w obrebie
kompleksu WCM, a odlegtosci gene-
tyczne miedzy niektérymi liniami od-
powiadaty odlegtosciom
miedzygatunkowym [Skoracka i in.,
2013].

organi-

in.,

Badania morfologiczne

Gatunki kryptyczne moga roézni¢ sie
nieznacznie pod wzgledem morfologii.
Subtelne réznice sa bardzo trudne do
wykrycia bez przeprowadzenia kom-



pleksowych analiz morfometrycznych.
W wielu przypadkach dopiero duze se-
rie pomiaréw i ich weryfikacja staty-
styczna pozwalaja je zauwazy¢.
Badania morfologiczne w obrebie
kompleksu WCM polegaly na pomia-
rach cech istotnych diagnostycznie
u kilkudziesieciu osobnikéw z po-
szczego6lnych populacji. Do poréwny-
morfologii uzyto  analizy
sktadowych gtéwnych (PCA) oraz ana-
lizy dyskryminacyjnej (LDA) w oparciu
o cechy ilosciowe. W pierwszej kolej-
nosci wykonano analizy PCA w celu
sprawdzenia, czy pomiedzy populacja-
mi zasiedlajacymi réznych zywicieli
istnieja nieciagtosci. Nastepnie wyod-
rebnione linie genetyczne na podsta-
wie mtDNA COI analizowano przy
uzyciu LDA. Analiza ta dowiodla, ze
A. tulipae, gatunek blisko spokrewnio-
ny z WCM (bedacy czescia kompleksu
WCM) wykazuje znaczne réznice mor-
fologiczne w obrebie badanych cech
i zostal na ich podstawie jednoznacz-
nie rozrdézniony od reszty kompleksu
WCM. Analizy PCA i LDA nie wykazaty
réznic pomiedzy populacjami zasiedla-
jacymi pozostatych zywicieli oraz li-
niami genetycznymi kompleksu WCM
[Skoracka i in., 2012].

wania

Podsumowanie

Badania nad obecnoscia gatunkéw
kryptycznych powinny by¢ komplekso-
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we i wieloetapowe. Zintegrowane me-
tody z zakresu ekologii, biologii mole-
kularnej oraz morfologii pozwalaja
jednoznacznie wykaza¢ zréznicowanie
w obrebie danego kompleksu oraz wy-
odrebni¢ oddzielne linie genetyczne.
Zastosowanie opisanych powyzej me-
tod pozwolilo na wydzielenie dziesie-
ciu linii genetycznych w obrebie WCM,
ktore byly nierozréznialne na podsta-
wie obserwacji morfologicznych pro-
wadzonych przy uzyciu mikroskopu
stereoskopowego [Skoracka i in,,
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jako  organizm

Phaeodactylum tricornutum jest gatunkiem morskiej okrzemki, wystepu-
jacym w wodach przybrzeznych rozciagajacych sie od Niemiec w Europie
po Nowa Szkocje w Ameryce Polnocnej. Cecha charakterystyczna tego ga-
tunku jest slabe wysycenie krzemionkowego pancerzyka, przez co
okrzemki te moga rosnac¢ przy niedoborach krzemu w srodowisku. P. tri-
cornutum moze wystepowac¢ w trzech formach morfologicznych - wrzecio-
nowatej, owalnej i tréjramiennej, w zaleznosci od warunkow
srodowiskowych. Gatunek ten jest latwy w hodowli w warunkach labora-
toryjnych. Ponadto, jego genom zostal zsekwencjonowany. Wypracowano
protokoly transformacji i wyciszania genow P. tricornutum. Wszystko to
sprawilo, ze gatunek ten znalazl zastosowanie jako organizm modelowy.
Jest on szeroko wykorzystywany w badaniach biochemicznych, ekologicz-
nych i genetycznych. Brak obligatoryjnego zapotrzebowania na krzem
sprawia, Ze jest on obiecujacym celem badan nanobiochemicznych, daza-
cych do opisania procesu tworzenia krzemionkowego pancerzyka. P. tri-
cornutum zawiera w duzych ilosciach barwnik - fukoksantyne, dla ktorej
udowodniono dzialanie przeciwnowotworowe. Ponadto gatunek ten aku-
muluje wielonienasycone kwasy tluszczowe. Z tych powodow jest on inte-
resujacym obiektem badan farmaceutycznych. Akumulacja tluszczowcow
sprawia, ze organizm ten moze by¢ wykorzystany do produkcji biopaliwa.

Wstep

Okrzemki sa jednokomoérkowymi orga-
nizmami eukariotycznymi zdolnymi do
prowadzenia fotosyntezy. Powstaly one
na drodze wtérnej endosymbiozy po-
miedzy fotosyntetycznym eukariontem
(krasnorostem), a heterotroficznym
eukariontem [1]. Obecnie ta grupa or-
ganizmow jest odpowiedzialna za oko-
o 40% pierwotnej produkcji morskiej
biomasy i okoto 20% catkowitej pro-

dukcji pierwotnej [2,3]. Okrzemki sta-
nowia tez bardzo wazne ogniwo w glo-
balnym obiegu krzemu [4]. Organizmy
te sa tez Zrddiem biologicznie aktyw-
nych substancji, takich jak karotenoidy
czy wielonienasycone kwasy ttuszczo-
we (WNKT), wykazujacych dziatanie
prozdrowotne [5]. Phaeodactylum tri-
jest
okrzemek z grupy wydtuzonych (Pen-

cornutum przedstawicielem



nateae), bardzo szeroko wykorzysty-
wanym w réznych dziedzinach nauki,
takich jak biochemia [6] czy biologia
molekularna [7,8]. Organizm ten jest
powszechnie uwazany za gatunek mo-
delowy [9]. Niniejsza praca przedsta-
wia najwazniejsze zagadnienia
dotyczace biologii tego gatunku i pre-
zentuje jego wybrane zastosowania.

Ryc. 1. Komoérki P. tricornutum (forma
wrzecionowata; fot. dr Weronika Krze-
szowiec-Jelen).

Formy morfologiczne P. tricornu-
tum

Do chwili obecnej zaobserwowano
i opisano cztery rézne formy morfolo-
giczne gatunku P. tricornutum: wrze-
cionowatg, owalng, tréjramienna oraz,
opisana ostatnio, forme krzyzowa
[10,11]. Niektérzy autorzy wyrdzniaja
rowniez forme kulista [10]. Réznorod-
nos¢ form morfologicznych okrzemki
P. tricornutum wydaje sie by¢ spowo-
dowana bardzo szczegdlna budowa
$ciany komoérkowej, ktérej wysycenie
krzemem jest bardzo niewielkie w po-
réwnaniu do innych okrzemek [10].
Wydaje sie, ze wystepowanie okreslo-
nych morfotypow P. tricornutum jest

stabo zwigzane z genomem [10].

Formie wrzecionowatej wraz z forma
owalna poswiecano jak dotad najwie-
cej uwagi w stosunku do pozostatych
form morfologicznych [12]. Sugeruje
sie, ze wynika to z tatwosci utrzymania
wymienionych form morfologicznych
w hodowli [10]. Uwaza sie, ze wy-
ksztatcenie formy owalnej jest odpo-
wiedzia na stres srodowiskowy [13].

Forma tréjramienna wystepuje stosun-
kowo rzadko, co jest prawdopodobna
przyczyna, dla ktérej temu morfotypo-
wi poswiecono niewiele czasu w bada-
niach nad P [10,12].
Utrzymanie tego morfotypu w hodowli
nalezy do zadan trudnych, a niektérzy
badacze sugeruja wrecz, ze jest to for-
ma nietypowa w cyklu zyciowym P. tri-
cornutum [14]. Pomimo trudnosci
w utrzymaniu opisywanej formy mor-
fologicznej w hodowli, jest ona czesto
obserwowana w prébkach pobranych
bezposrednio z akwenéw [10,12].

tricornutum

Forma krzyzowa zostala opisana do-
piero w 2014 roku. Wystepowanie
omawianej formy morfologicznej wy-
daje sie by¢ $cisle zalezne od tempe-
ratury hodowli, a najwyzszy odsetek
formy krzyzowej uzyskuje sie w przy-
padku hodowli w niskiej temperaturze.
Autorzy odkrycia sugeruja, ze poza
niezwyklym ksztattem, morfotyp krzy-
zowy moze charakteryzowac sie od-
mienna zawartoscia kwaséw
thuszczowych. Poszerzenie wiedzy na
ten temat moze by¢ kluczowe dla
przysztej produkcji biopaliw, w ktorej
mozna wykorzysta¢ okrzemki P. tricor-
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nutum [11].

Analiza i modyfikacje genomu P.
tricornutum

Genom P. tricornutum zostal zsekwen-
cjonowany w roku 2008. Sktada sie on
z 27,4 milionéw par zasad i zawiera
10402 przewidywanych genoéw, nato-
miast na jeden gen przypada Srednio
0,79 intronu [15]. P. tricornutum dzieli
57% genéw z Thalassiosira pseudona-
na, pierwszym organizmem z grupy
okrzemek, ktérego genom zostal zse-
kwencjonowany [15,16]. Az 784 prze-
widywanych genoéw P. tricornutum, co
stanowi 7,5% genomu, jest pochodze-
nia bakteryjnego i znalazlo sie w ge-
nomie tej okrzemki na
horyzontalnego transferu genéw. Geny
te nie pochodza z konkretnego zrddia,
lecz od wielu organizmoéw, wliczajac
w to przedstawicieli sinic, proteobak-
terii i archeonéw [15]. Genom chloro-
plastéw P. tricornutum nie zawiera tylu
genéow co genomy Kkrasnorostéw
(z ktérych to najprawdopodobniej sie
wywodza [1]), co swiadczy o transferze
duzej liczby genéw chloroplastowych
do jadra gospodarza po zajsciu wtérnej
endosymbiozy [15]. Sekwencja geno-
mowa jest dostepna na stronie
http://genome.jgipsf.org/Phatr2/Phatr2
.home.html.

zasadzie

De Martino i wsp. zanalizowali réznice
genetyczne pomiedzy réznymi szcze-
pami P. tricornutum [10]. Ich analiza
oparta o sekwencje ITS2 (ang. internal
transcribed spacer 2) wykazata istnie-
nie czterech genotypéw P. tricornu-
tum, oznaczonych jako A, B, C i D.

Sekwencje ITS2 cechowaly sie wyso-
kim podobiefistwem miedzy wszystki-
mi analizowanymi
Wykazano istnienie polimorfizméow tyl-
ko w pieciu pozycjach nukleotydowych
i na tej podstawie wydzielono cztery
genotypy. Ponadto ITS2
wszystkich szczepow P. tricornutum
bardzo réznily sie od tych sekwencji
w innych gatunkach okrzemek. Po-
zwolilo to na wypracowanie testu wy-
krywajacego obecnos¢ P. tricornutum
w probkach pobranych ze srodowiska,
opartego o specyficzne startery i reak-
cje PCR [10]. Wykorzystanie metody
gRT-PCR do badania biologii P. tricor-
nutum, wraz z opisem odpowiednich
kontroli wewnetrznych (geny konsty-
tutywnie ekspresjonowane, takie jak
18S rRNA czy histon H4) oraz wekto-
row zostato podsumowane przez Siaut
iwsp. [17].

Szczepami.

sekwencje

Mozliwos¢ przeprowadzenia transfor-
macji i modyfikowania genomu tego
modelowego organizmu od zawsze pa-
sjonowata badaczy. Pierwszej stabilnej
transformacji P. tricornutum dokonano
w 1996 roku (czyli dlugo przed tym
zanim genom zostal zsekwencjonowa-
ny), kiedy to Apt i wsp. wprowadzili do
genomu tego organizmu gen sh ble
kodujacy biatko zapewniajace opor-
nos¢ stransformowanych okrzemek na
antybiotyki zeocyne i fleomycyne [18].
W celu wprowadzenia genéw do ko-
moérek wykorzystano metode bioli-
styczna (z wykorzystaniem dziata
genowego). Na kazde 108 komorek
uzyskano 10-100 stransformowanych
kolonii. Integracja genu sh ble byta
stabilna nawet po 50 podziatach ko-



moérkowych. Inna grupa badawcza wy-
kazala, ze optymalizacja wykorzysty-
wanych kodonéw odgrywa istotna role
w wydajnosci ekspresji genéw repor-
terowych w transformowanych komoér-
kach P, tricornutum [19].

Najczesciej wykorzystywana metoda
transformacji komorek P. tricornutum
jest metoda biolistyczna [17-23], a
w ostatnich latach wypracowano me-
tody transformacji tego gatunku opar-
te o metode elektroporacji, uzyskujac
w ten sposdb wydajnos¢ 1000 strans-
formowanych kolonii na 108 komodrek
[24]. Zastosowanie metody pulsowej
elektroporacji pozwolito na podniesie-
nie wydajnosci transformacji do 4500
na 108 komoérek [25], jednak ta meto-
da wymaga specjali-
stycznego sprzetu. Poprawa warunkéw
transformacji przy zastosowaniu stan-
dardowego sprzetu pozwolilo na uzy-
skanie wydajnosci transformacji
wynoszacej 2800 stransformowanych
kolonii na 108 komorek [26].

zastosowania

Rozwinieciu ulegaja takze metody wy-
ciszania genow P. tricornutum. Do-
tychczas udato sie doprowadzi¢ do
wyciszenia genow biatka reporterowe-
go B-glukuronidazy [27], deepoksydazy
wiolaksantyny [28] i pirofosforylazy
UDP-glukozy [29].

Wykorzystanie P. tricornutum do
produkcji monoklonalnych prze-
ciwcial i antygenow

Postepy w badaniach molekularnych P.
tricornutum doprowadzilty do wyko-

rzystania tego organizmu jako systemu
ekspresyjnego ludzkich biatek. Hempel
i wsp. wykorzystali P. tricornutum do
ekspresji ludzkiego przeciwciala prze-
ciwko biatku powierzchniowemu wiru-
sa zapalenia watroby typu B oraz
odpowiedniego przeciwciata (HBsAg)
[30]. Uzyli oni indukowanego systemu
opartego o promotor reduktazy azota-
nu(V). Do przeciwciat dotaczono sy-
gnat retikulum
endoplazmatycznym. Przeciwciata ule-
gajace ekspresji w systemie okrzem-
kowym byly w pemli funkcjonalne
w testach in vitro, glikozylowane i po
dwudniowej indukcji stanowity ok. 9%
catkowitej puli rozpuszczalnych biatek
[30]. HBsAg takze wykazywal peina
funkcjonalnos$¢ in vitro i akumulowat
sie w komorkach P. tricornutum w ilo-
$ci odpowiadajacej 0,7% catkowitego
rozpuszczalnego biatka [30]. Ponadto,
ludzkie produkowane
w komoérkach P. tricornutum moga by¢
wydzielane do medium hodowlanego
i osiagna¢ stezenie 2,5 ng/mL (przy
braku sygnatu lokalizacji do retikulum
endoplazmatycznego) [31]. Ten sposdéb
ekspresji
koszty oczyszczania produkowanych
przeciwcial, jako ze P. tricornutum nie
wydziela innych biatek [31]. Podkresla
to role tego gatunku jako obiecujacego
systemu ekspresji ludzkich biatek [30].
Produkowane w ten sposdéb przeciw-
ciata monoklonalne sa homogeniczne
pod wzgledem czesci C-koncowej (nie
dochodzi do proteolizy) i glikozylowa-
ne na N-koncu [32]. Jednakze optyma-
lizacja produkciji przeciwciat
w systemie okrzemkowym wymaga
pelniejszego zrozumienia Sciezek gli-

lokalizacji w

przeciwciata

moze drastycznie obnizy¢
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kozylacji w komoérkach tego gatunku
okrzemek [32].

P. tricornutum a produkcja biopa-
liwa

Glony, do ktérych naleza okrzemki, sa
cennym zrédlem biopaliwa. Sugeruje
sie, ze w przysztosci biopaliwo produ-
kowane przez glony moze zastapi¢ pa-
liwa kopalne, jako ze cechuja sie one
najwieksza produktywnoscia sposrod
organizméw  wykorzystywanych do
produkcji biopaliwa [33]. Okrzemki
posiadaja szereg cech czynigcych
z nich doskonalych producentéw bio-
paliwa. Cechy te to zdolnos¢ do przy-
stosowania sie do réznych warunkoéow
srodowiskowych, wysoka produktyw-
nos¢ oraz akumulacja duzych ilosci li-
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Ryc. 2. Struktury chemiczne wybra-
nych bioaktywnych zwiazkéw wyste-
pujacych w P. tricornutum (wykonane
w programie ChemSketch).

pidow, co zostato niedawno podsumo-
wane przez Hildebranda i wsp. [34].

P, tricornutum jest gatunkiem wyko-
rzystywanym w badaniach przydatno-
sci okrzemek do produkcji biopaliw.
Zawartos¢ lipidow w komorkach tego
gatunku siega 20-30% [33], przy czym
moze by¢ zwiekszona poprzez modyfi-
kacje warunkow hodowlanych. Wyka-
zano, ze produkcja lipidéw przez
P. tricornutum wzrasta w warunkach
niedoboru azotu (maksymalnie 2,4-
krotnie) [35,36]. Takie warunki ho-
dowlane powoduja takze spadek ilosci
wielonienasyconych kwaséw ttuszczo-
wych na korzys$¢ nasyconych i jedno-
nienasyconych [36]. Ponadto, niedobo6r
krzemu takze wplywa na sktad kwasow
thuszczowych [37].

Innym sposobem podniesienia znacze-
nia P. tricornutum jako Zrédla biopali-
wa sa manipulacje genetyczne.
Biopaliwo odznacza sie lepszymi wta-
sciwosciami, gdy jest zlozone ze zna-
czacej krétkich nasyconych
kwasow tluszczowych [38]. Natomiast
P. tricornutum zawiera bardzo duzo
wielonienasyconych kwaséw ttuszczo-
wych [6]. Z tego powodu wypracowano
metody genetycznych manipulacji,
majacych na celu podniesienie zawar-
tosci krétkich, nasyconych kwasow
ttuszczowych w komoérkach tego ga-
tunku. Transgeniczna ekspresja dwoch
tioesteraz specyficznych wzgledem
krotkotancuchowych kwasow ttuszczo-
wych w komoérkach P. tricornutum ko-
reluje ze =zwiekszona akumulacja
kwaséw laurynowego i mirystynowego
[21]. Z kolei nadekspresja dehydroge-
nazy kwasu jabtkowego prowadzi do

ilosci



2,5-krotnego zwiekszenia zawartosci
lipidobw w komorkach P tricornutum
[39]. Inne podejscie, polegajace na
edytowaniu genéw odpowiedzialnych
za biosynteze lipidéw przy uzyciu me-
ganukleaz i nukleaz TALEN spowodo-
walo 45-krotne podniesienie stezenia
triacylogliceroli w poréwnaniu z wyj-
sciowym szczepem P. tricornutum [40].

Zastosowanie P. tricornutum do pro-
dukcji biopaliwa na duza skale wyma-
ga znaczacej optymalizacji warunkéw
hodowli. Ciekawym podejsciem jest to
wypracowane przez Zaslavskaja i wsp
[20]. Dzieki transformowaniu P. tricor-
nutum dwoma ¢genami kodujacymi
transportery glukozy (glutl i hupl)
udalo sie uzyska¢ szczep zdolny do
wzrostu heterotroficznego, odzywiaja-
cego sie glukoza pod nieobecnos¢
Swiatla. Pozwala to na wykorzystanie
technik fermentacyjnych do kultywacji
P. tricornutum na szeroka skale [20].

Produkty metabolizmu P. tricornu-
tum jako farmaceutyki

Juz w 1992 roku zaobserwowano, ze
wodne ekstrakty P. tricornutum dziata-
ja spowalniajaco na osrodkowy uktad
nerwowy [41]. Od tego czasu zidenty-
fikowano szereg zwiazkow wystepuja-
cych w tym organizmie
o bioaktywnych wtasciwosciach.

Fukoksantyna jest dominujacym barw-
nikiem ksantofilowym u okrzemek
z gatunku P. tricornutum [42]. Od cza-
su jej odkrycia fukoksantynie przypi-
suje sie coraz wiecej prozdrowotnych
wilasnosci, ktérych rozpietos¢ jest za-

skakujaco duza. Najprawdopodobniej
wilasnie doniesienia o dobroczynnym
wplywie fukoksantyny na organizm
spowodowaly, ze zostala ona wprowa-
dzona do obrotu handlowego jako su-
plement diety. Ponizej zostaly
przedstawione wybrane wtasnosci opi-
sywanego barwnika.

Fukoksantyna wykazuje (przynajmniej
na modelu dziatanie
ograniczajace przyrost masy bialej
tkanki ttuszczowej. Uwaza sie ze dzieje
sie tak dzieki ekspresji biatka UCP1
(ang. uncoupling protein-1) w adipo-
cytach biatej tkanki ttuszczowej [43].
Wykazano réwniez, ze fukoksantyna
obniza poziom glukozy we krwi. Po-
nadto sugeruje sie, ze obnizenie po-
ziomu glukozy moze by¢ skutkiem
zmniejszenia ekspresji biatka MCP-1
(ang. monocyte chemoatractant prote-
in-1), a zwiekszenia ekspresji GLUT-4
(ang. glucose transporter type 4) oraz
Adrb3 (ang. adrenoreceptor B3) [44].

Opisywany barwnik ma réwniez wta-
snosci przeciwzapalne, co wykazano
na modelu komérkowym, wykorzystu-
jac makrofagi stymulowane lipopolisa-
charydem (LPS). Hodowane komorki,
ktorym podano fukoksantyne, wykazy-
waly nizsza nawet o 80% produkcje
tlenku azotu (bedacego mediatorem
stanu zapalnego) niz komérki stymulo-
wane, a nietraktowane fukoksantyna.
Ponadto wykazano, ze fukoksantyna
dodana do medium hodowlanego zna-
czaco obnizyta ekspresje cyklooksyge-
nazy 2 (COX) indukowalnej
syntazy tlenku azotu (iNOS) [45].
Z wykorzystaniem tych samych ma-
krofagéw (RAW 264.7) udowodniono,

zwierzecym)

oraz
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ze dodatek fukoksantyny do medium
hodowlanego znacznie obniza ekspre-
sje cytokin prozapalnych w komoérkach
[46].

Duze nadzieje budza wtasnosci prze-
ciwnowotworowe fukoksantyny, ktore
wykazano na wielu liniach komorko-
wych. Dosy¢ dluga liste linii komorko-
wych wraz z konkretnymi biatkami, na
ktore fukoksantyna oddzialuje, oraz li-
ste nowotworéw na ktorych fukoksan-
tyne testowano in vivo mozna znalezé
w pracy Koji Mikami i Masashi Hoso-
kawa [47].

Diatoksantyna to inny ksantofil okrze-
mek. Powstaje on pod wplywem silne-
go swiatla, jako produkt deepoksydacji
diadinoksantyny w jednym =z cykli
ksantofilowych zwanym cyklem diadi-
noksantynowym, wystepujacym
u okrzemek z gatunku P. tricornutum
[48]. Wykorzystujac model komérkowy
(linia mysich makrofagéw RAW264.7)
wykazano, ze diatoksantyna podana do
pozywki hodowlanej komérek, zmniej-
szyta w sposob istotny ekspresje cyto-
kin prozapalnych w komoérkach, ktore
byty inkubowane z LPS [49]. Powyzsze
odkrycie otwiera droge do préb zasto-
sowania diatoksantyny jako leku prze-
ciwzapalnego.

Innym ksantofilem wystepujacym w
P. tricornutum, oprécz dwoch wspo-
mnianych, jest diadinoksantyna. Jest
ona badana jako skladnik kremoéw do
opalania, z powodu jej zdolnosci do
efektywnego filtrowania promieniowa-
nia UV [50].

Inng biologicznie aktywna grupa sub-
stancji wystepujaca w P. tricornutum
sa wielonienasycone kwasy ttuszczowe
(WNKT). Zwiagzki te sa niezbednymi
sktadnikami diety i sa wazne w proce-
sach rozwojowych [51]. Komoérki P. tri-
cornutum akumuluja zwlaszcza kwas
eikozapentaenowy (EPA, 20:5 A5, 8,
11, 14, 17, w-3) w ilosci osiagajacej
27-40% masy wszystkich lipidéw. Co
wiecej, zawarto$s¢ tego kwasu moze
ulec zwiekszeniu, w zaleznosci od wa-
runkéw hodowlanych [6,52]. Z tego
powodu gatunek ten jest intensywnie
badany jako komercyjne zrodio EPA
[52,53]. Dzieki optymalizacji procesu
produkcji mozna osiagna¢ produktyw-
nos$¢ wynoszaca 52 mg EPA na litr na
dzien [53].

Innym WNKT o dziataniu prozdrowot-
nym jest kwas dokozaheksaenowy
(DHA, 22:6 A4, 7, 10, 13, 16, 19, w-3).
P. tricornutum produkuje DHA w S$la-
dowych ilosciach, osiagajacych 0,7%
lipidéw [6]. Zawarto§¢ DHA moze by¢
znacznie podniesiona przez koekspre-
sje A5- i A6-elongazy. Ponadto, wyge-
ten sposéb DHA
akumulowat sie pod postacia triacylo-
gliceroli (zamiast galoktolipidéw), co
utatwia jego dalsza ekstrakcje z komo-
rek [22].

Zawartos¢ WNKT w komorkach P, tri-
cornutum moze zosta¢ podniesiona
przez nadekspresje acetylo-
transferazy diacyloglicerolu typu 2
[54].

nerowany w

takze

Takie manipulacje genetyczne pozwa-
laja na wykorzystanie P. tricornutum
do produkcji biologicznie aktywnych



kwasow tluszczowych, nawet takich,
ktore normalnie nie akumuluja sie
w tych komérkach.

P. tricornutum w badaniach biomi-
neralizacji krzemu

P. tricornutum nie wymaga obecnosci
krzemu do wzrostu i funkcjonowania.
Z tego powodu jest on idealnym obiek-
tem do badania procesu tworzenia
pancerzyka krzemionkowego, ktéry
u pozostalych okrzemek zbudowany
jest m.in. z nieorganicznej krzemionki,
utozonej w skomplikowane struktury
[55]. Tatwos$¢ manipulacji genetycz-
nych P tricornutum oraz szeroki za-
kres dostepnych narzedzi
molekularnych pozwoli na badania,
majace na celu zrozumienie tego
skomplikowanego procesu zachodza-
cego w okrzemkach [56]. Przyktadowo,
analiza transkryptomu P. tricornutum
wykazata, ze ekspresja 223 gendéw te-

Bibliografia:

[1] Falkowski PG, Katz ME, Knoll AH,
Quigg A, Raven JA, Schofield O, Taylor FJ.
The evolution of modern eukaryotic
phytoplankton. Science. 2004;
305(5682):354-60.

[2] Falkowski PG, Barber RT, Smetacek VV.
Biogeochemical controls and feedbacks on
ocean primary production. Science. 1998;
281(5374):200-7.

[3] Field CB, Behrenfeld M]J, Randerson JT,
Falkowski P. Primary production of
thebiosphere: integrating terrestrial and
oceanic components. Science.
1998;281(5374):237-40.

[4] Tréguer P, Nelson DM, Van Bennekom
AJ, Demaster DJ, Leynaert A, Quéguiner B.
The silica balance in the world ocean: a
reestimate. Science. 1995;268(5209):375-
9.

[5] Borowitzka MA. Microalgae as sources
of pharmaceuticals and other biologically

go gatunku jest regulowana dostepno-
$cig krzemu [57].

Podsumowanie

Phaeodactylum tricornutum jest nie-
zwyklym gatunkiem morskiej okrzem-
ki, odznaczajacym sie
charakterystycznymi cechami, takimi
jak wielo$¢ form morfologicznych, fa-
kultatywny  brak krzemionkowego
pancerzyka, akumulacja duzej ilosci li-
pidow (w tym WNKT) czy wystepowa-
nie innych  bioaktywnych
zwiazkéw. Cechy te sprawily, ze orga-
nizm ten jest intensywnie badany
i wypracowano bardzo wiele narzedzi
stuzacych analizie jego proceséw me-
tabolicznych, w tym metody modyfika-
cji genetycznej. Wszystko to przetozyto
sie na powszechne uznanie P. tricor-
nutum za organizm modelowy o wielu
potencjalnych zastosowaniach prze-
mystowych.

wieloma

wielu

active compounds. J Appl Phycol. 1995;
1(7):3-15.

[6] Zhukova N, Aizdaischer NA. Fatty acid
composition of 15 species of marine
microalgae. Phytochemistry. 1995;
39(2):351-35.

[7] Bozarth A, Maier UG, Zauner S.
Diatoms in biotechnology: modern tools
andapplications. Appl Microbiol
Biotechnol. 2009; 82(2):195-201.

[8] Ulrike E, Alexandros B, Jiurgen B,
Claudia B, Gerhard S. Limitations in the
biosynthesis of fucoxanthin as targets for
genetic engineering in Phaeodactylum
tricornutum. J Appl Phycol. 2016;
1(28):123-129.

[9] Montsant A, Maheswari U, Bowler C,
Lopez PJ. Diatomics: toward diatom
functional genomics. ] Nanosci
Nanotechnol. 2005; 5(1):5-14.

[10] De Martino A, Meichenin A, Shi J, Pan

51



52

K, Bowler C. Genetic and phenotypic
characterization of Phaeodactylum
tricornutum (Bacillariophyceae)
accessions. J Phycol. 2007; 43:992-1009.
[11]He L, Han X, Yu Z. A rare
Phaeodactylum tricornutum cruciform
morphotype: culture conditions,
transformation and unique fatty acid
characteristics. PLoS One.
2014;9(4):€93922.

[12] Tesson B, Gaillard C, Martin-Jézéquel
V. Insights into the polymorphism of the
diatom Phaeodactylum tricornutum Bohlin.
Botanica Marina. 2009; 52:104-116.

[13] De Martino A, Bartual A, Willis A,
Meichenin A, Villazén B, Maheswari U,
Bowler C. Physiological and molecular
evidence that environmental changes elicit
morphological interconversion in the
model diatom Phaeodactylum tricornutum.
Protist. 2011; 162(3):462-81.

[14] Lewin JC, Lewin RA, Philpott DE.
Observations on Phaeodactylum
tricornutum. J] Gen Microbiol. 1958;
18:418-426.

[15] Bowler C i wsp. The Phaeodactylum
genome reveals the evolutionary history of
diatom genomes. Nature. 2008;
456(7219):239-44.

[16] Armbrust EV i wsp. The genome of the
diatom Thalassiosira pseudonana: ecology,
evolution, and metabolism. Science. 2004;
306(5693):79-86.

[17] Siaut M i wsp. Molecular toolbox for
studying diatom biology in Phaeodactylum
tricornutum. Gene. 2007; 406(1-2):23-35.
[18] Apt KE, Kroth-Pancic PG, Grossman
AR. Stable nuclear transformation of the
diatom Phaeodactylum tricornutum. Mol
Gen Genet. 1996; 252(5):572-9.

[19] Zaslavskaia LA, Lippmeier JC, Kroth
PG, Grossman AR, Apt KE. Transformation
of the diatom Phaeodactylum tricornutum
(Bacillariophyceae) with a variety of
selectable marker and reporter genes. ]
Phycol. 2000; 36:379-386.

[20] Zaslavskaia LA, Lippmeier JC, Shih C,
Ehrhardt D, Grossman AR, Apt KE. Trophic
conversion of an obligate photoautotrophic
organism through metabolic engineering.
Science. 2001; 292(5524):2073-5.

[21] Radakovits R, Eduafo PM, Posewitz
MC. Genetic engineering of fatty acid
chain length in Phaeodactylum

tricornutum. Metab Eng. 2011; 13(1):89-
95.

[22] Hamilton ML, Haslam RP, Napier JA,
Sayanova O. Metabolic engineering of
Phaeodactylum tricornutum for the
enhanced accumulation of omega-3 long
chain polyunsaturated fatty acids. Metab
Eng. 2014; 22:3-9.

[23] Kira N, Ohinishi K, Miyagawa-
Yamaguchi A, Kadono T, Adachi M. Nuclear
transformation of the diatom
Phaeodactylum tricornutum using PCR-
amplified DNA fragments by microparticle
bombardment. Mar Genomics.2016; 25:49-
56.

[24] Niu YF i wsp.Transformation of
diatom Phaeodactylum tricornutum by
electroporation and establishment of
inducible selection marker. BioTechniques
Rapid Dispatches. 2012; 52(6):1-3.

[25] Miyahara M, Aoi M, Inoue-Kashino N,
Kashino Y, Ifuku K. Highly efficient
transformation of the diatom
Phaeodactylum tricornutum by multi-pulse
electroporation. Biosci Biotechnol
Biochem. 2013; 77(4):874-876.

[26] Zhang C, Hu H. High-efficiency
nuclear transformation of the diatom
Phaeodactylum tricornutum by
electroporation. Mar Genomics. 2014;
16:63-66.

[27] De Riso V, Raniello R, maumus F,
Rogato A, Bowler C, Falciatore A. Gene
silencing in the marine diatom
Phaeodactylum tricornutum. Nucleic Acid
Res. 2009; 37(14).

[28] Lavaud J, Materna AC, Sturm S,
Vuginec S, Kroth PG. Silencing of the
violaxanthin de-epoxidase gene in the
diatom Phaeodactylum tricornutum
reduces diatoxanthin synthesis and non-
photochemical quenching. PLoS One.
2012; 7(5).

[29] Zhu BH, Shi HP, Yang GP, Lv NN, Yang
M, Pan KH. Silencing UDP-glucose
pyrophosphorylase gene in Phaeodactylum
tricornutum affects carbon allocation. New
Biotechnology. 2016; 33(1):237-244.

[30] Hempel F, Lau J, Klingl A, Maier UG.
Algae as protein factories: expression ofa
human antibody and the respective antigen
in the diatom Phaeodactylum tricornutum.
PLoS One. 2011; 6(12).

[31] Hempel F, Maier UG. An engineered



diatom acting like a plasma cell
secretinghuman IgG antibodies with high
efficiency. Microb Cell Fact. 2012; 11:126.
[32] Vanier G, Hempel F, Chan P, Rodamer
M, Vaudry D, Maier UG, Lerouge P, Bardor
M. Biochemical Characterization of Human
Anti-Hepatitis B Monoclonal Antibody
Produced in the Microalgae
Phaeodactylum tricornutum. PLoS One.
2015; 10(10).

[33] Chisti Y. Biodiesel from microalgae.
Biotechnology Advances. 2007; 25:294-
306.

[34] Hildebrand M, Davis AK, Smith SR,
Traller JC, Abbriano R. The place of
diatoms in the biofuels industry. Biofuels.
2012; 3(2):221-240.

[35] Burrows EH i wsp. Dynamics of Lipid
Biosynthesis and Redistribution in the
Marine Diatom Phaeodactylum
tricornutum Under Nitrate Deprivation.
Bioenerg Res. 2012; 5:876-885.

[36] Yang ZK i wsp. Molecular and cellular
mechanisms of neutral lipid accumulation
in diatom following nitrogen deprivation.
Biotechnology for Biofuels. 2013; 6:67.
[37] Zhao PP i wsp. Silicon enhances the
growth of Phaeodactylum tricornutum
Bohlin under green light and low
temperature. Scientific Reports. 2014;
4:3958.

[38] Stournas S, Lois E, Serdari A. Effects
of fatty acid derivatives on the ignition
quality and cold flow of diesel fuel. JAOCS.
1995; 72:433-437.

[39] Xue ], Niu YF, Huang T, Yang WD, Liu
JS, Li HY. Genetic improvement of the
microalga Phaeodactylum tricornutum for
boosting neutral lipid accumulation. Metab
Eng. 2015; 27:1-9.

[40] Daboussi F i wsp. Genome
engineering empowers the diatom
Phaeodactylum tricornutum for
biotechnology. Nat. Commun. 2014;
5:3831.

[41] Villar R, Laguna MR, Calleja JM,
Cadavid I. Effects of Phaeodactylum
tricornutum and Duneliella tetriolecta
extracts on the central nervous system.
Planta Med. 1992; 58:405-409.

[42] Kim SM, Jung Y], Kwon ON, Cha KH,
Um BH, Chung D, Pan CH. A potential
commercial source of fucoxanthin
extracted from the microalga

Phaeodactylum tricornutum. Appl Biochem
Biotechnol. 2012; 166(7):1843-55.

[43] Maeda H, Hosokawa M, Sashima T,
Funayama K, Miyashita K. Fucoxanthin
from edible seaweed, Undaria pinnatifida,
shows antiobesity effect through UCP1
expression in white adipose tissues.
Biochem Biophys Res Commun. 2005;
332(2):392-7.

[44] Maeda H, Hosokawa M, Sashima T,
Murakami-Funayama K, Miyashita K. Anti-
obesity and anti-diabetic effects of
fucoxanthin on diet-induced obesity
conditions in a murine model. Mol Med
Rep. 2009; 2(6):897-902.

[45] Heo S] i wsp. Evaluation of anti-
inflammatory effect of fucoxanthin isolated
from brown algae in lipopolysaccharide-
stimulated RAW 264.7 macrophages. Food
Chem Toxicol. 2010; 48(8-9):2045-51.

[46] Kim KN, Heo SJ, Yoon W], Kang SM,
Ahn G, Yi TH, Jeon Y]. Fucoxanthin inhibits
the inflammatory response by suppressing
the activation of NF-kB and MAPKs in
lipopolysaccharide-induced RAW 264.7
macrophages. Eur J Pharmacol. 2010;
649(1-3):369-75.

[47] Mikami K, Hosokawa M. Biosynthetic
pathway and health benefits of
fucoxanthin, an algae-specific xanthophyll
in brown seaweeds. Int J Mol Sci. 2013;
14(7):13763-81.

[48] Olaizola M, La Roche ], Kolber Z,
Falkowski PG. Non-photochemical
fluorescence quenching and the
diadinoxanthin cycle in a marine diatom.
Photosynth Res. 1994; 41(2):357-70.

[49] Konishi I, Hosokawa M, Sashima T,
Maoka T, Miyashita K. Suppressive effects
of alloxanthin and diatoxanthin from
Halocynthia roretzi on LPS-induced
expression of pro-inflammatory genes in
RAW 264.7 cells. ] Oleo Sci. 2008;
57(3):181-9.

[50] Johnsen G, Lysaa PA, Aamodt K.
Sunscreen compositions comprising
carotenoids. Patent US 8834855 B2, 2014.
[51] Voigt RG, Jensen CI, Fraley JK, Rozelle
JC, Brown FR, Heird WC. Relationship
between omega-3 long-chain
polyunsaturated fatty acid status during
early infancy and neurodevelopmental
status at 1 year of age. J. Hum. Nutr.Diet.
2000; 15(2):111-120.

53



54

[52] Mirén AS i wsp. Shear stress
tolerance and biochemical characterization
of Phaeodactylum tricornutum in quasi
steady-state continuous culture in outdoor
photobioreactors. Biochemical Engineering
Journal. 2003; 16:287-297.

[53] Meiser A, Schmid-Staiger U, Trosch.
Optimization of eicosapentaenoic acid
production by Phaeodactylum tricornutum
in the flat panel airlift (FPA) reactor. J Appl
Phycol. 2004; 16:215-225.

[54] Niu YF iwsp. Improvement of neutral
lipid and polyunsaturated fatty acid
biosynthesis by overexpressing a type 2
diacylglycerol acyltransferase in marine
diatom Phaeodactylum tricornutum. Mar

Drugs. 2013; 11(11):4558-4569.

[55] Lopez PJ, Desclés ], Allen AE, Bowler
C. Prospects in diatom research. Curr Opin
Biotechnol. 2005; 16(2):180-186.

[56] Vartanian M, Desclés ], Quinet M,
Douady S, Lopez PJ. Plasticity
androbustness of pattern formation in the
model diatom Phaeodactylum tricornutum.
New Phytol. 2009; 182(2):429-42.

[57] Sapriel G i wsp. Genome-wide
transcriptome analyses of silicon
metabolism in Phaeodactylum tricornutum
reveal the multilevel regulation of silicic
acid transporters. PLoS One. 2009;
4(10):e7458.



Molekularna diagnostyka chorob wywotanych
przez mikroorganizmy na przykiadzie sepsy oraz

zakazenia kretkiem B. burgdorferi.
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Wedlug raportu Gléwnego Inspektora Sanitarnego w 2014 roku w Polsce
odnotowano 944 przypadki zachorowan za sepse i az 13875 przypadkow
boreliozy. Obydwie te choroby charakteryzuje bakteriemia, czyli wystepo-
wanie zywych patogenow bezposrednio we krwi chorego. W obydwu przy-
padkach obserwuje sie wzrost zachorowan na przestrzeni ostatnich lat.
Sepsa, to ogdlnoustrojowe zakazenie organizmu mikroorganizmami, wy-
wolane przez bakterie (bakteriemia) lub grzyby (fungemia), wymagajace
hospitalizacji i czesto prowadzace do zgonu pacjenta. Borelioza z uwagi
na niska wykrywalnos¢ moze prowadzi¢ do powaznych, nieodwracalnych
zmian w ukladzie kostnostawowym, naczyniowym jak i nerwowym. Do ru-
tynowej diagnostyki takich zakazen naleza posiewy krwi (sepsa) oraz testy
immunologiczne (borelioza). Coraz czesciej jednak diagnostyka mikro-
biologiczna siega po narzedzia biologii molekularnej. Opracowuje sie te-
sty bazujace na amplifikacji DNA drobnoustrojow w oparciu o metode
PCR. Nie jest to jednak proste zadanie, gdyz wymaga uzyskania wysokiej
jakosci izolatow oraz pokonania szeregu trudnosci takich jak obecnosc¢
inhibitoréw czy mala ilos¢ mikroorganizméw w probce krwi. Metody te sa
ciagle rozwijane i standaryzowane, a ich rozwoj daje nadzieje na szybka
i skuteczna diagnostyke, a co za tym idzie terapie ww. chorab.

Wstep

Borelioza

Czynnikiem etiologicznym boreliozy sa
kretki Borrelia spp. W czasie ich roz-
woju, w zaleznosci od etapu cyklu,
moga by¢ pasozytami wewnatrz nlub
zewnatrzkomérkownymi. W zwiazku

z tym wykazuja szereg cech predyspo-
nujacych je do zasiedlania organizmu
zywiciela. Sa to miedzy innymi silnie
skrecony ksztalt i zdolnos¢ do ruchu
[Maczka, Tylewska- Wierzbanowska,
2011]. Badania molekularne pozwolity
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stwierdzi¢, ze kretki posiadaja jedynie
szczatkowy wilasny metabolizm, co
niemal catkowicie uzaleznia je od go-
spodarza [Zajkowska, Pancewicz,
2007]. Cechuje je rowniez niespotyka-
ny u innych bakterii polimorfizm anty-
genow [Witecka- Knysz i in., 2007].
Genom B. burgdorferi nalezy do jed-
nego z najmniejszych wsréd dotych-
czas poznanych. W jego sktad wchodzi
pojedynczy chromosom, 9 plazmidow
liniowych i 12 plazmidéw kolistych
[Steere, 2001].

Borelioza nalezy do zoonoz, czyli cho-
rob  odzwierzecych  przenoszonych
przez wektor. W zaleznosci od miejsca
wystepowania przenosza ja rézne ga-
tunki kleszczy nalezace do rodzaju
Ixodes [Liang i in., 2002]. Jej wystepo-
wanie stwierdzono na catej pétkuli
péocnej.

Jedynym objawem patognomonicznym
wczesnej fazy boreliozy jest rumien
wedrujacy. Wystepuje on u okoto 80%
zakazonych [Steere, 2001] i jest zwia-
stunem fazy wczesnej miejscowej,
w ktorej stwierdza sie objawy reuma-
tologiczne, neurologiczne i kardiolo-
giczne [Legatowicz- Koprowska,
2010]. Kolejny etap to faza pdzna wy-
stepujaca po kilku miesigcach. Moze
nie by¢ poprzedzona zadnymi objawa-
mi [Legatowicz- Koprowska, 2010].
Cechuje sie trwalym uszkodzeniem za-
jetych narzadow [Szczeklik, 2010]. Ze-
spot  poboreliozowy, ktéry moze
wystepowa¢ po skutecznym leczeniu
charakteryzuje fibriomialgia, przewle-
kte zmeczenie i zaburzenia pamieci
[Legatowicz- Koprowska, 2010].

Sepsa

Posocznica (sepsa) to zespdél ogdlno-
ustrojowej reakcji zapalnej, powstatej
w wyniku zakazenia. Jej czynnikiem
etiologicznym sa bakterie i grzyby lub
ich toksyczne metabolity wydzielane
do krwi chorego (toksemia). Objawia
sie zespolem systemowej reakcji za-
palnej SIRS (Systemic Inflammatory
Response Syndrome) [Matot, Sprung,
2001] dajacej szereg objawéw klinicz-
nych, do ktérych naleza:

1) temperatura ciata powyzej 38°C lub
ponizej 36°C,

2) czesto$¢ akcji serca powyzej 90
uderzen na min.,

3) czestos¢ oddechéw powyzej 20/min.
lub cisnienie parcjalne dwutlenku we-
gla we krwi tetniczej (pCO2) ponizej
32mmHg,

4) leukocytoza powyzej 12 000/ul lub
ponizej 4 000/ul lub obecnos¢ wiecej
niz 10% form niedojrzatych leukocy-
tow. [Bone i in., 1992]

W przebiegu choroby zaobserwowano
rowniez nadmierna odpowiedz ukladu
immunologicznego na czynniki wywo-
lujace sepse. Moze ona prowadzi¢ do
atakowania przez uklad odpornoscio-
wy tkanek wlasnych organizmu [Red],
Schlag, 1991].

W Polsce w latach 2003-2009 zanoto-
wano 4999 przypadkow ciezkiej sepsy.
Najwieksza Smiertelnos$¢ na poziomie
56% odnotowano w 2004 roku. Sepsa
byta powodowana zakazeniami po-
zaszpitalnymi jak i szpitalnymi [Kubler
iin., 2015].



Rutynowa diagnostyka zakazen

»Zlotym standardem” w diagnozowa-
niu sepsy sa posiewy krwi pacjentow,
u ktorych stwierdzono SIRS. Ich zaleta
jest relatywnie niski koszt oraz prosto-
ta wykonania badania z zastosowa-
systeméw hodowli
automatycznych takich jak na przyktad
BACTEC™ (BectonDickonson). Nieste-
ty czas oczekiwania na wynik wyno-
szacy nawet powyzej 5 dni nie pozwala
na odpowiednio wczesne wdrozenie
wymaganego leczenia [Gosiewski i in.
2011, Jamal i in., 2005]. Ponadto, po-
mimo zaistnienia objawoéw tylko 50%
testow metoda posiewu daje pozytyw-
ny wynik [Shafazand, Weinacker,
2002].

niem

W przypadku boreliozy za postepowa-
nie rutynowe przyjeto badania serolo-
giczne polegajace na wykonaniu testu
ELISA (z ang. enzyme-linked immuno-
sorbent assay). Do weryfikacji jego
dodatniego wyniku stosuje sie test
metoda Western Blot pozwalajacy na
oznaczenie przeciwciatl klas IgM i IgG
dla antygenéw B. burgdorferi [Miasi-
kiweicz i in., 2011]. Nalezy pamietac¢ o
tym, iz nie sa to metody pozbawione
wad. Trudnosci diagnostyczne wynika-
ja zarowno ze ztozonego patomechani-

zmu tego schorzenia, wielu
mechanizméw unikania odpowiedzi
immunologicznej, jak i zmiennosci

morfologicznej oraz antygenowej kret-
ka [Zajkowska, Pancewicz, 2007].

Diagnostyka molekularna

Tradycyjne, wymienione powyzej me-

tody diagnostyki sa coraz czesciej za-
stepowane metodami z dziedziny bio-
logii molekularnej. Testy te wykazuja
wieksza czulos¢, pozwalaja rowniez na
znaczne skrécenie procesu diagno-
stycznego, co bezposrednio moze sie
przetozy¢ na efektywnos¢ procesu le-
czenia chorego. Znajduja zastosowanie
tam, gdzie hodowla drobnoustrojow
jest trudna badZ niemozliwa [Budzyn-
ska i in., 2008].

Zaréwno DNA jak i RNA kazdego or-
ganizmu zawieraja unikalne dla niego
sekwencje, stanowiace swoisty , odcisk
palca”. Dzieki znajomosci tych se-
kwencji mozliwe jest zastosowanie
metod takich jak tanicuchowa reakcja
polimerazy (z ang. polymerase chain
reaction, PCR) czy fluorescencyjna hy-
brydyzacja in situ (fluorescence in situ
hybridization, FISH) do wykrycia
obecnosci mikroorganizméw we krwi
[Gosiewski i in., 2011].

Wykorzystanie krwi jako materiatu do
badan niesie za soba pewne ograni-
czenia. Mozna ws$réd nich wymienic
miedzy innymi mata liczbe mikroorga-
nizmow wystepujacych w pojedynczej
prébece krwi, czy obecnos¢ inhibitorow.
Kluczowe jest réwniez pozyskanie wy-
sokiej jakosci izolatéw [Gosiewski i in.,
2014, Schrader i in. 2012]. Powyzsze
trudnosci moga by¢ powodem niskiej
dostepnosci testéw komercyjnych wy-
krywajacych sepse , takich jak np.
SeptiFast (Roche) [Gosiewski in.,
2014].

Juz w 2004 roku Siondarski wraz ze
wspolpracownikami poréwnywali sku-
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tecznos¢ posiewéw i metod molekular-
nych z wykorzystaniem metody PCR
do wykrywania drobnoustrojow we
krwi pacjentéw. Wykorzystujac ampli-
fikacje sekwencji DNA otrzymali
11,3% pozytywnych wynikéw, podczas
gdy tradycyjne metody hodowlane po-
twierdzily obecnos¢ bakterii zaledwie
u 3,8% [Siondarski i in., 2004].

Zhang i wspoéipracownicy zajmowali
sie detekcja bakterii we krwi pacjen-
tow z martwiczym zapaleniem trzustki.
Ich wyniki potwierdzily obecnos¢
drobnoustrojow we krwi u 34,6% pa-
cjentéw, podczas gdy posiewy daty po-
zytywny rezultat zaledwie u 4,6 %
[Zhang iin., 2011].

Alternatywa dla amplifikacji kwaséow
nukleinowych moze by¢ wykorzystanie
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ.
Dotychczas byta ona jednak wykony-
wana z zastosowaniem materiatu po-
branego z hodowli in vitro, gdyz
wymagala wczesniejszego namnozenia
mikroorganizméw [Calderaro i
2013].

in.,

Gosiewski i wspélpracownicy wykazali,
ze jest mozliwe zastosowanie techniki
FISH z wykorzystaniem prébki krwi
pobranej bezposrednio od pacjenta.
Zespoél przebadal 71 préobek krwi cho-
rych z klinicznymi objawami sepsy.
Stosujac metode FISH uzyskano 29,6
% wynikow pozytywnych. Te same
probki przebadano stosujac zagniez-
dzony multipleksowy PCR (nested
multiplex PCR) w czasie rzeczywistym.
Umozliwito to symultaniczna obserwa-
cje przyrostu amplifikowanego pro-

duktu w czasie przebiegu reakcji,
dzieki zastosowaniu sond i barwnikéw
interkalujacych z helisa DNA [Higuhi
iin., 1993, Gosiewski i in., 2014]. W
celu zwiekszenia czulosci reakcji za-
stosowano odmiane nested PCR pole-
gajaca na wykonaniu dwustopniowej
amplifikacji. Podczas pierwszej z nich,
przy starterow
wnetrznych, powielono dtuzsze odcinki
DNA stanowiace matryce w drugim
etapie, gdzie startery
0o wysokiej (startery
wewnetrzne). Otrzymano w ten sposéb
71,8% wynikéw pozytywnych. W przy-
padku testu SeptiFast dodatni rezultat
dato 25,3 % badanych prébek.

zastosowaniu ze-

zastosowano
specyficznosci

Proby diagnostyki w oparciu o metody
biologii molekularnej prowadzono
rowniez w przypadku zakazenia kret-
kiem B. burgdorferi. Santino i wspot-
pracownicy
reakcje polimerazy do przebadania
20 probek surowicy pacjentéw z Kkli-
nicznymi objawami boreliozy. Wyniki
PCR okazaly sie pozytywne w 100%
przypadkéw. Poréwnano je réwniez
z badaniami serologicznymi, ktére wy-
kazywaty kretkiem
u wszystkich 20 badanych. [Santino
iinn., 2008].

stosowali  lancuchowa

zakazenie

Badania nad molekularna diagnostyka
boreliozy z wykorzystaniem nested
PCR w czasie rzeczywistym u pacjen-
tow zglaszajacych wystapienie rumie-
nia wedrujacego przeprowadzili
Kondrusik i wspotpracownicy. Jako
material do badan wykorzystali krew
i mocz 86 pacjentéw. Test przeprowa-
dzono w dwéch etapach: przed i po



antybiotykoterapii. Po amplifikacji se-
kwencji DNA w pierwszym przypadku
reakcja data pozytywny efekt u 73,3%
pacjentow. Po przeprowadzonym le-
czeniu taki efekt uzyskano u 52,3%
badanych. W przypadku prébek DNA
wyizolowanych z moczu nie stwierdzo-
no wynikéw pozytywnych [Kondrusik
iin., 2007].

Liveris i wspétpracownicy przeprowa-
dzili PCR w wersji nested oraz poje-
dyncza amplifikacje w
rzeczywistym na grupie 64 pacjentéow z
klinicznym podejrzeniem wystapienia
boreliozy. Zastosowanie obydwu rodza-
jow reakcji pozwolito uzyska¢ pozytyw-
ny wynik w 45% prob. Z tej grupy
metoda nested zdiagnozowano 65%
przypadkéw, a metoda PCR w czasie
rzeczywistym 24% [Liveris i in., 2007].

czasie
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Nanotechnologia zajmuje sie otrzymywaniem i wykorzystaniem
materialéw, struktur, urzadzen oraz systemow skladajacych sie z atomow
i molekul w rozmiarze nano. Znajduje zastosowanie w medycynie, m.in.
w wykrywaniu i leczeniu nowotworéw, a takze w stomatologii przy
produkcji preparatow przeciwprochniczych. W kosmetologii nanometale
stanowia dodatek do kremow pielegnacyjnych, filtrow
przeciwstonecznych, szminek do ust, cieni do powiek, farb do wlosow czy
lakierow do paznokci. W rolnictwie ich obecnos¢ pozwala na
bezpieczniejsze stosowanie srodkow ochrony roslin, natomiast ich
wlasciwosci antybakteryjne i antygrzybiczne znajduja zastosowanie m.in.
w kulturach in vitro. Ograniczeniem w stosowaniu nanomaterialow jest,

wciaz nie do konca poznane, ich ewentualne toksyczne dziatanie.

Wstep

Nanotechnologia, stosunkowo nowy
obszar nauki, definiowana jest jako
wykorzystanie materii o wymiarach
w skali 1-100 nanometréw. Z uwagi na
unikatowe wtasciwosci nanomateria-
t6éw, dyscyplina ta znajduje zastosowa-
nie w wielu obszarach. Dostarcza
materialy o nowych witasciwosciach
w porownaniu do skali makro i ten fakt
pozwala na prowadzenie badan, daze-
nie do poznania nowych perspektyw
wykorzystania, tworzenie udoskonalo-
nych lub zupelnie nowych urzadzen
i systemow [1]. Obecnie, nanomateria-
ly stosuje sie juz w medycynie, farma-
cji, kosmetologii, rolnictwie, ochronie
roslin, a nawet w informatyce, mecha-

nice, energetyce czy inzynierii optycz-
nej, przy czym nadal mozliwosci ich
wykorzystania pozostaja niewyczerpa-
ne [2].

Medycyna

Obecnie  najwiekszym  problemem
w medycynie sa, nieuleczalne jak do-
tad, choroby nowotworowe. W Stanach
Zjednoczonych czesto$¢ wystepowania
raka i zgonéw z nim zwiazanych
zmniejszyla sie w ciagu ostatnich
trzech lat dzieki wczesnemu wykrywa-
niu i leczeniu, jednak nowotwory sa
wciaz odpowiedzialne za jedna czwar-
ta zgonow w tym kraju [3]. Tradycyjna
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chemioterapia sprawdza sie w kwestii
samych zmian nowotworowych, jed-
nakze mnogos¢ skutkéw ubocznych
sktania do poszukiwania nowych roz-
wiagzan. Stosowane leki maja dziatanie
toksyczne i ostabiaja odpornos¢ pa-
cjentéw. Ze wzgledu na swoje unikato-
we wiasciwosci fizyczne i biologiczne,
chemioterapia oparta na nanotechno-
logii wydaje sie by¢ przyszioscia
w wykrywaniu i leczeniu nowotworow.
Zdolnos¢ do swoistego docierania do
ognisk (tkanek i komorek guza),
zwiekszona skuteczno$¢ i niska tok-
sycznos¢ w stosunku do niezmienio-
nych
pozadane witasciwosci metod terapeu-
tycznych. Konstrukcja nanoczastek
powinna by¢ swoista dla choroby. Ze
wzgledu na to, ze guzy réznia sie od
siebie, a guz pierwotny zazwyczaj réz-
ni sie od jego przerzutéw, ten sam no-

nowotworowo komorek to

wotwor moze ulega¢ zmianom z dnia
na dzien, dlatego tez, projektowanie
nanoczastek powinno mie¢ charakter
indywidualny dla kazdego przypadku.
Biorac pod uwage zmienne mikrosro-
dowisko guza i niekontrolowane zmia-
ny proliferacyjne, pojawia sie ogromna
bariera przy wdrazaniu tej technologii
[4]. Badania wskazuja, ze liderzy glo-
balnego nanorynku zajmuja sie wdra-
zaniem nanotechnologii do leczenia
konkretnych nowotworow, np.
w Szwajcarii - raka prostaty, w Japonii -
raka jelita grubego, w Chinach - raka
jajnika, w Gregji - raka trzustki) [5]. In-
ne specjalizacje w poszczegdlnych kra-
jach zostaty uwzglednione w Tabeli 1.

Ze wzgledu na cenne wtasciwosci
przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicz-
ne, nanoczastki (a szczegdlnie nano-
srebro) sa szeroko wykorzystywane
przy produkcji bandazy i opatrunkow,

e rak rak rak jelita rak rak rak
kraj piersi prostaty S grui])ego jajnika trzustki mézgu
Australia '
Kanada ' v
Chiny ' ' v v
Francja I'd v
Niemcy I'd v v
Grecja v v
Indie ' ' v 7
Iran ' v v v
Izrael v v v
Wiochy v ' v v
Japonia I'd v v v
Holandia v ¥ v
Singapur s I'd v I'd v 7 v v
Korea
Poludniowa v v vV v v v
Hiszpania I'd I'd v
Szwecja v v ¥
Szwajcaria v I'd I'd v v v
Tajwan v v
Wielka
Brytania v
N v v v v v
Zjednoczone

*»  mniejsza specjalizaga
¥ « wieksza specjalizacja

Tabela 1. Specjalizacja krajow w wykorzystaniu lekéw przeciwnowotworowych
bazujacych na nanotechnologii w leczeniu okreslonych typéw nowotworéw (2000-

2012) [5].



a takze przeciwprochniczo w stomato-
logii [6].

Kosmetologia

Najwiekszy udzial nanotechnologii do-
tyczy poprawy dostarczania sktadni-
kow kosmetycznych do skéry. Dzieki
nanosomom, czyli pecherzykom w for-
mie nano, bedacymi wektorami sub-
stancji aktywnych, mozliwa jest
skuteczniejsza aplikacja kreméw pie-
legnacyjnych czy innych kosmetykow
[7]. Nanomaterialy moga by¢ réwniez
stosowane w celu nadania stabilnosci
preparatom zawierajacym sktadniki,
ktére moga sie rozklada¢ na skutek
m.in. utlenienia. Eliminujac ryzyko po-
wstawania reaktywnych form tlenu,
a takze pochlaniajac szkodliwe dla
skory promieniowanie UV, nanoczastki
doskonale sprawdzaja sie jako dodatek
w produktach ochrony przeciwsto-
necznej. Najwieksze znaczenie maja tu
nanoczastki ditlenku tytanu oraz tlen-
ku cynku [8]. Z udzialem nanokolo-
idow, wytwarzane sa rowniez lipidowe
nanoczastki, ktére ze wzgledu na ge-
sta konsystencje, same w sobie moga
juz preparat nawilzajacy
i poprawiajacy elastycznos¢ skory.
Wtlasciwos¢ ta cieszy sie zaintereso-
waniem, zwlaszcza ze strony produ-
kremoéw przeciw-
zmarszczkowych. Oprocz specyfikow
do pielegnacji skéry, nanoczastki sa
rowniez wykorzystywane w kosmeto-
logii do nadawania barwy szminkom
do ust, farbom do wtoséw czy cieniom
do powiek. W produkcji lakieréw nato-
miast polepszaja ich trwatos¢ [9]. Na-
noczastki srebra oraz miedzi, ze

stanowic

centow

wzgledu na swoje wtasciwosci antymi-
krobiologiczne, moga by¢ wykorzysty-
wane jako srodki konserwujace w
kosmetykach, zastepujace specyfiki
syntetyczne oraz przy produkcji mydet
[8, 9].

Rolnictwo i ochrona roslin

Jedna z gléwnych przyczyn strat
w uprawach jest wystepowanie owa-
dow i szkodnikéw. Rolnicy radza sobie
z nimi, w mniejszym lub wiekszym
stopniu, stosujac pestycydy pochodze-
nia naturalnego badZ syntetycznego.
Poniewaz naturalne srodki ochrony ro-
slin sa bardziej pozadane ze wzgledu
na mniejsza toksycznos$¢ dla srodowi-
ska, a ich syntetyczne formy sa sku-
teczniejsze, dazy sie do polaczenia
tych cech. Nanotechnologia jest przy-
datnym narzedziem do tworzenia no-
wych preparatow o pozadanych
wlasciwosciach. Dobrze zaprojektowa-
ny system kontrolowanego uwalniania
czasteczek moze poprawi¢ docelowa
specyficznos¢, optymalizujac dzialanie
substancji czynnej, a tym samym
zwiekszajac skutecznos$é stosowanego
preparatu. Minimalizowane jest przy
tym ryzyko toksycznego dziatania na
organizmy inne niz docelowe oraz nie-
pozadanego rozkltadu przez drobno-
ustroje  [10]. Oprécz ulepszania
srodkow ochrony roslin, dzieki wyko-
rzystaniu nanotechnologii,
jest wykrywanie pozostatosci pestycy-
doéw. Nanoczastki znajduja takze za-
stosowanie jako czujniki do
monitorowania stanu gleby [11].

mozliwe

63



64

Roslinne kultury in vitro

Wspomniane juz wtasciwosci antybak-
teryjne i antygrzybiczne nanoczastek,
znajduja zastosowanie takze w kultu-
rach in vitro. Z uwagi na koniecznos¢
zachowania sterylnosci, antyseptyczne
warunki podczas inicjacji kultur nie sa
wystarczajace. Waznym elementem
jest dezynfekcja eksplantatow roslin-
nych, pochodzacych z roslin in vivo.
Nanoczastki sa skutecznym $rodkiem
do przeprowadzania tego procesu.
Naukowcy wykonali szereg badan,
skupiajac sie na reakcji poszczegol-
nych szczepow drobnoustrojéow na
rozne stezenia rozmaitych nanometali
oraz skutecznosci
czastek dla réznych gatunkéw roslin.
Bezsprzecznym dowodem potwierdza-
jacym teze odnoszaca sie do wykorzy-
stania nanokoloidéw metali w procesie
dezynfekcji jest duza liczba wynikéw
dostepnych w literaturze. Jedno z ba-
dan dotyczyto dezynfekcji nasion rze-
paku. Wykorzystanie nanosrebra
w stezeniu 20 ppm w tym etapie oka-
zalo sie najskuteczniejsze (100% ste-
rylnos¢) w poréwnaniu z innymi
kombinacjami w doswiadczeniu (Cu
w stezeniu 20 ppm, Ag+Cu: 10 i 20
ppm) [12]. W innym eksperymencie li-
kwidacja zakazen mikrobiologicznych
podczas mikrorozmnazania gerbery
byta oceniona w czterech réznych ste-
zeniach nanosrebra (25, 50, 100 i 200
mgedm3). Eksplantaty byly moczone
przez 15, 30, 60 oraz 180 minut. Jako
obiekty kontrolne postuzyly dwie kom-
binacje z powszechnie stosowanym do
dezynfekcji podchlorynem sodu w po-
laczeniu z chlorkiem rteci (udziat

stosowania nano-

ostatniego zwigzku moze mie¢ nega-
tywny wplyw na wzrost i rozwdj ro-
slin). Najkorzystniejszym wariantem
okazalo sie moczenie eksplantatéw w
nanokoloidzie srebra w stezeniu 25
mgedm3 przez 60 minut, poniewaz
oprocz skutecznego dziatania przeciw-
drobnoustrojowego, nie wywotywato
ono niekorzystnego wplywu na rege-
neracje mikrosadzonek [13]. Do tej
pory inne wykorzystanie nanometali
w kulturach in vitro nie zostalo do
konca poznane. Nowym przedmiotem
badan staje sie ocena wplywu nano-
czastek na wzrost i regeneracje eks-
plantatéw roslinnych.

Ograniczenia w wykorzystaniu na-
notechnologii

Pomimo, Ze nanomaterialy sa juz po-
wszechnie stosowane w wielu obsza-
rach, okazuje sie, ze ich toksycznosc
nie zostala jeszcze catkowicie wyklu-
czona. Badania dowiodly, ze dlugoter-
minowa ekspozycja na nanoczastki nie
jest do konica bezpieczna dla ludzi,
zwierzat oraz roslin. W dwoéch ostat-
nich grupach =zaobserwowano poja-
wienie sie stresu oksydacyjnego, ktory
w nastepstwie moégt powodowac
uszkodzenie DNA oraz indukowaé pro-
liferacje. U ludzi natomiast zaobser-
skutki uboczne, miedzy
innymi w postaci alergii skérnych. [14,
15, 16]. Jednakze wplyw nanomateria-
16w na s$rodowisko =zalezny jest od
ksztattu i rozmiaru ich czastek, dlate-
go w celu uzyskania wiarygodnych
wynikéw nalezaloby przeanalizowac
temat bardziej szczegétowo [17].

wowano



Podsumowanie

Struktury pomniejszone do rozmiaru
nano znajduja obecnie ogromne zasto-
sowanie w wielu dziedzinach. Na-
ukowcy poszukuja nowych kierunkéw
ich wykorzystania, poniewaz potacze-
nie unikatowych wtasciwosci oraz nie-
wielkich rozmiaréw stwarza niemalze
nieograniczone pole
wzgledu na zdolnos¢ docierania do
ognisk zmian rakowych, nanoczastki
sa nadzieja na wdrozenie skutecznych
terapii nowotworowych.
sprawdzaja sie jako nosniki substancji
aktywnych w kosmetykach. Dzieki nim
mozliwe jest kontrolowane doprowa-
dzenie s$rodkéw ochrony roslin do
miejsc docelowych, bez negatywnego

dzialania. Ze

Idealnie
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