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Konopie indyjskie jako bron w walce z choroba Lesniowskiego-Crohna

Brzdek Michat ®

! Collegium Medicum UJK
Michat Brzdek: michal.brzdek@gmail.com

Streszczenie

Choroba Lesniowskiego-Crohna jest zapalng, nawracajaca choroba przewodu pokarmowego. Istnieje kilka grup
lekow, ktore wykorzystuje si¢ w terapii. Celem leczenia jest uzyskanie jak najdtuzszej remisji. Niestety, choroba
jest nieuleczalna i czgsto konczy si¢ interwencja chirurgiczng. Czy istnieje sposob, aby remisja byla trwata?
Istnieja przestanki, ze taki efekt mozna uzyskac stosujac konopie indyjskie. Znajduja si¢ w nich substancje,
nazywane kannabinoidami. Moga one pomdc w walce z choroba Lesniowskiego-Crohna. Jest to wynik interakcji
tych zwiazkow chemicznych z uktadem endokannabinoidowym. Przeprowadzono badania na zwierzgtach oraz
ludziach, ktére wykazaty wptyw kannabinoidéw na te¢ chorobe. Celem tego artykulu jest przeglad aktualnej
wiedzy na temat mozliwo$ci wykorzystania konopi indyjskiej w leczeniu tej choroby.

Stowa kluczowe: Choroba Le$niowskiego-Crohna, konopie indyjskie, uktad endokannabinoidowy

Cannabis as a weapon in the fight against Crohn's disease

Summary

Crohn's disease is an inflammatory, recurrent food disease. There are several groups of drugs that are used in
therapy. The goal of treatment is to include as long as possible. Unfortunately, the disease is incurable and often
ends with surgical intervention. And if there is a way to make remission permanent? Available uploaded that
such an effect can be obtained from cannabis. They contain substances that are called cannabinoids. Combine
one help in the fight against Crohn's disease. This is the result among these chemical drugs with an
endocannabinoid system. Studies conducted on humans and people that affect the effect of cannabinoids on this
disease. The purpose of this article is to review current knowledge about the possibilities of using cannabis in
choosing this disease.

Keywords: Crohn's disease, cannabis, endocannabinoid system

1. Wstep

Choroba Lesniowskiego-Crohna (ChL-C) jest to pelnoscienne zapalenie przewodu
pokarmowego, moze dotyczy¢ kazdego jego odcinka. Najwigksza liczba chorych wystepuje
w krajach wysoko rozwinigtych, dotyczy ona najczesciej mtodych oséb w wieku 15-25 lat
(Gajewski i in., 2019). Czestos¢ wystgpowania ChL-C wynosi 3-20 przypadkow na 10000
ludzi (Feuerstein i in., 2017). Jest wiele czynnikow ryzyka, ktore mogg doprowadzi¢ do
rozwoju choroby. Jednym z najwazniejszym sg predyspozycje genetyczne. Udowodniono
powigzania rodzinne w wystgpowaniu schorzenia. Ponadto warto zauwazy¢, ze czgsto$¢
wystepowania jest najwicksza u Zydow aszkenazyjskich. Wazne sa takze czynniki
srodowiskowe. Przemawia za tym wzrost zachorowalnosci w grupach etnicznych, w ktorych
osoby rzadko zapadaly na chorobe (np. Azjaci czy Latynosi). Istotnym czynnikiem ryzyka
jest palenie tytoniu czy niezdrowy tryb zycia (Baumgart i in., 2012). Zachorowalno$¢ wydaje

si¢ by¢ coraz wigksza, co moze by¢ zwigzane z faktem, ze zywno$¢ jest coraz mniej
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zanieczyszczona drobnoustrojami. A co za tym idzie, procesy ktore powinny regulowaé
odpowiedz immunologiczng w btonie $§luzowej uktadu pokarmowego nie sg wystarczajgco
rozwinigte (Kumar i in., 2019). Istnieje wiele sposobow terapii ChL-C, ktére wydaja si¢ by¢
skuteczne. Umozliwiaja wywolanie i utrzymanie stanu remisji choroby. Niestety az 30%
pacjentow po pieciu latach od postawienia diagnozy bedzie wymagato leczenia operacyjnego.
Istnieje grupa pacjentow, dla ktorej znane metody leczenia zawodza (Feuerstein i in., 2017).
Trwaja, wigc poszukiwania nowych skutecznych metod terapii. Nadziejg dla takich osob
moga by¢ zwigzki chemiczne wystepujace w konopiach indyjskich-kannabinoidy (Leinwand i
in., 2017).
2. Charakterystyka kannabinoidéw konopi indyjskich

Konopie indyjskie sa potocznie nazywane marihuang (Ahmed i in., 2016). Jest to
ro$lina, ktora zaczeto uprawiac jako jedna z pierwszych. Istnieja dowody na to, ze starozytni
Chinczycy 4000 lat p.n.e. zajmowali si¢ hodowla tej rosliny. Wykorzystywali ja migedzy
innymi do celow leczniczych, np. zwalczano dzigki niej zaparcia (Zuardi, 2006). Obecnie
wykorzystanie konopi w celach leczniczych zwigksza sig, jest to skutek jej legalizacji
w niektorych panstwach (Picardo i in., 2019). W konopiach indyjskich odkryto ponad 560
sktadnikow (EI Sohly, 2017). Znajduja si¢ w nich: kannabinoidy, zwigzki fenolowe i terpeny
(Andre 1 in., 2016). Najwazniejsza grupa zwiazkéw pod wzgledem medycznym to
kannabinoidy. Do nich zalicza si¢ A9-tetrahydrocannabinol (A9-THC), kanabidiol (CBD),
kannabigerol (CBG), kanabichromen (CBC) (ElISohly, 2017). Substancje te maja niezwykle
szerokie dziatanie farmaceutyczne (Andre i in., 2016). Kannabinoidy wykorzystuje si¢
w leczeniu przewleklego bolu, bezsennosci, zespotu stresu pourazowego (Slawek i in., 2019).
Konopie indyjskie znalazly zastosowanie takze w terapii AIDS, stwardnienia rozsianego,
stwardnienia zanikowego bocznego, wirusowego zapalenia watroby typu C, padaczki (Ahmed
i in.,, 2016). Ponadto kannabinoidy sg modulatorami immunologicznymi, moga dziata¢
przeciwzapalnie (Nallathambi i in., 2017). Obecnie wcigz sa badane mozliwosci lecznicze
wszystkich zwigzkoéw zawartych w konopiach indyjskich (Andre i in., 2016). Lekarze sg
czgsto nieswiadomi mozliwosci wykorzystania tej rosliny w leczeniu chordéb przewodu
pokarmowego (Ahmed i in., 2016).
3. Mechanizm dzialania kannabinoidéw

W organizmach ludzi znajduje si¢ uktad, endokannabinoidowy. Odgrywa on wazng rolg
w regulacji: apetytu, bolu, pamigci, ptodnosci czy uktadu odpornosciowego (Battista i in.,
2012). Uktad ten jest wcigz badany i wiedza na temat jego budowy, zadan i sposobu

funkcjonowania zwigksza si¢ (Sharkey 1 in., 2016). Okazuje si¢, ze ukfad
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endokannabinoidowy odgrywa szczegdlnie wazng role w regulacji funkcjonowania przewodu
pokarmowego. Ma wplyw na jego motoryke, funkcje wydzielnicze, regeneracj¢ btony
$luzowej, a takze na odpowiedZ immunologiczng (Leinwand i in., 2017). Jest to system, ktory
sktada si¢ z receptorow kannabinoidowych typu 1 (CBIR), receptoréw kannabinoidowych
typu 2 (CB2R), kannabinoidéw endogennych i1 enzymow, ktore regulujg ten uktad
(Basavarajappa i in., 2017). CBIR wystepuja glownie w synapsach osrodkowego
i odwodowego uktadu nerwowego (Woodhams i in., 2015). Z kolei CB2R znajduje si¢ na
komorkach odpornosciowych: neutrofilach, makrofagach, limfocytach B, a takze limfocytach
T CD4+, ktore odgrywaja istotng role w ograniczaniu biednych odpowiedzi
immunologicznych (Leinwand i in., 2017). Oba typy receptoroOw sg sprezone z biatkiem G.
Kannabinoidy endogenne to np.: anandamid i 2-arachidonyloglicerol, sa one ligandami
receptorow CB1R i CB2R (Andre i in., 2016). Sa syntetyzowane z fosfolipidow, maja wigc
charakter lipofilny. Dzigki temu z tatwosciag moga przenika¢ przez btony komoérkowe. Po ich
polaczeniu z tymi receptorami nastepuje zmiana aktywnosci biologicznej komorek, na
ktorych umiejscowione sg CB1R i CB2R (Woodhams i in., 2015). Enzymy zaliczane do
uktadu endokannabinoidowego to N-acylo-fosfatydyloetanoloaminy (NAPE-PLD), lipazy
diacyloglicerolowe (DAGL) a i B, hydrolaza amidowa kwasu thuszczowego (FAAH) i lipaza
monoacyloglicerolu (MAGL) (Di Marzo i in., 2015). Ligandy, po aktywowaniu receptorow sa
wychwytywane, a nastgpnie rozktadane przez enzymy. Anandamid jest degradowany do
kwasu arachidonowego przez FAAH. Z kolei 2-arachidonyloglicerol jest rozktadany na kwas
arachidonowy i glicerol, dzigki aktywnosci MAGL (Leinwand i in., 2017). Zaburzenia
w funkcjonowaniu uktadu endokannabinoidowego prowadza do wielu zaburzen. Na szczescie
istniejg sposoby, aby modulowac¢ dziatanie receptorow tego uktadu. Wiedza na temat uktadu
endokannabinoidowego jest coraz wigksza, co umozliwia tworzenie nowych sposobow
terapeutycznych (Battista i in., 2012). Istnieje mozliwo$s¢ modulacji tego uktadu
kannabinoidami ros$linnymi (nazywanymi fitokannabinoidami) lub kannabinoidami
syntetycznymi  (Ahmed i in.,, 2016). Kannabinoidy roslinne moga aktywowaé lub
antagonizowac¢ receptory CBIR i CB2R (Di Marzo i in., 2015). Uwaza si¢, Zze agonisci tych
receptorow moga redukowac zapalenia jelit (Hasenoehrl i in., 2017). Jest to fakt, ze
kannabinoidy ograniczaja wydzielanie histaminy, prostaglandyn, czynnika martwicy

nowotworow (TNF-a), interferonu-y, interleukiny-1 (Naftali i in., 2013).



4. Efekty wykorzystania kannabinoidéw w terapii ChL-C

e Modulacja uktadu, kannabinoidowego, jako sposdb na zwalczenie stanu zapalnego u

myszy

Udowodniono, ze aktywacja receptorow CB2R powoduje zmniejszenie zapalenia jelita
kretego u myszy (Leinwand 1 in., 2017). Aktywowany receptor CB2R powoduje apoptoze
limfocytow T, zmniejszenie ich proliferacji, zmniejsza si¢ takze ilo§¢ makrofagow, neutrofili
w miejscu stanu zapalnego okreznicy (Schicho i in., 2014). Po przeprowadzonych badaniach
na myszach, okazuje si¢, ze uktad endokannabinoidowy odgrywa wazna role w regulacji
stanu zapalenia w jelicie grubym. Istnieja mozliwosci wptywania na ten system i dzigki temu
modulowania stanu zapalnego (Massa i in., 2004). Kannabinoidy wykazuja réwniez
wilasciwosci immunosupresyjne (Katchan i in., 2016).

e Sposob porownywania aktywnosci ChL-C
Do poréwnania aktywnosci ChL-C  wykorzystuje si¢  wspolczynnik  CDAI
(Crohn's disease activity index) (Best i in., 1976). Zostal od opracowany na poczatku lat
70-tych XX-go wieku. Jest okreslany mi¢dzy innymi na podstawie subiektywnych odczu¢
pacjenta, badania fizykalnego czy wartosci hematokrytu (Kim i in., 2017). Jesli jego wielko$¢
u pacjenta jest mniejsza od 150 to oznacza to catkowitg remisje¢ choroby. W przypadku, gdy
CDAI znajduje si¢ w przedziale 150-220 méwi si¢ o tagodnej aktywnosci choroby, gdy CDAI
jest migdzy 220, a 450, to oznacza to umiarkowanie ci¢zka forme¢ choroby. Natomiast CDAI
powyzej 450 cechuje powazne nasilenie choroby. Za lek, ktory wykazuje aktywno$¢ kliniczng
w walce z chorobg uznaje si¢ taki lek, ktore powoduje spadek CDAI o co najmniej 70, z tym
Ze coraz czgsciej mowi sig, ze ta warto$¢ powinna wynosi¢ minimum 100 (Lahiffi in., 2013).
Wspotczynnik CDAI, jest trudny do okreslenia, dlatego wykorzystuje si¢ takze inny
wspotczynnik-HBI (Harvey — Bradshaw Index). Jesli pacjent ma HBI mniejsze lub rowne 4 to
oznacza to catkowita remisje, gdy HBI jest migdzy 5, a 7 mowi si¢ o tagodnej aktywnosci
choroby, w przypadku, gdy HBI znajduje si¢ w przedziale 8-16 to oznacza to umiarkowanie
ciezkg chorobe. Natomiast HBI powyzej 16 cechuje powaznie nasilenie choroby (Kim 1 in.,
2017).

e Pacjenci wierza, ze konopie indyjskie mogg im pomoc w walce z chorobg ChL-C

Wiadomo, ze czesto pacjenci chorzy na ChL-C stosuja we wlasnym zakresie marihuang

medyczng w celu zwalczenia przykrych objawow tej choroby jak np.: bole brzucha, biegunki
Czy obnizenia apetytu. Potwierdza to badanie przeprowadzone w Ontario w 2011 r, ktorego
wyniki sg zaskakujace. Az 50% pacjentow z ChL-C stosowato konopie indyjskich jedynie
w celu zmniejszenia dolegliwosci wywotanych swoim schorzeniem. To potwierdza, ze
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pacjenci giteboko wierza, ze marihuana medyczna moze im pomoc przezwyci¢zy¢ ich chorobe
(Ahmed i in., 2016). Jednak istnieja dowody na to, ze dlugotrwale jej wykorzystywanie
zwigksza ryzyko koniecznej operacji w przysztosci. Mozna to by¢ spowodowane rozwojem
choroby, mimo ustgpienia lub redukc;ji jej objawdw. Pacjenci, ktorzy nie odczuwajg oznakoéw
swojego schorzenia, zaniedbujg kontrole u lekarzy. W konsekwencji moze dochodzi¢ do
zaostrzenia choroby (Storr i in., 2014). ChL-C wraz z inng choroba-wrzodziejagcym
zapaleniem jelita grubego sg zaliczane do chordb zapalnych jelit. Doktadny mechanizm
powstawania tej choroby nie jest znany, ale przebieg ChL-C jest podobny. Polega na
nawracajagcym zapaleniach przewodu pokarmowego. W 2015 roku przeprowadzono badania
dotyczace stosowania marihuany medycznej wsrdd pacjentow z choroba zapalng jelit. Wzieto
w niej udzial dwa miliony 0s6b chorych. W grupie kontrolnej znajdowaty si¢ osoby, ktére
uzywaty podobng ilo$¢ konopii indyjskiej, co spoteczenstwo. Wyniki potwierdzity
przypuszczenia, ze osoby z chorobg zapalng jelit czgsciej siggaja po marihuang (w grupie
badawczej czestos¢ stosowania byta o 6,3% wigksza niz w grupie kontrolnej). Pacjenci,
czesto bez konsultacji z lekarzem, probowali wykorzysta¢ konopie indyjskie, w celu
ztagodzenia objawow choroby. Co ciekawe osoby, ktore tak zrobity, byty przekonane, co do
pozytywnego dzialania tej rosliny na ich chorobg¢ (Ahmed i in., 2016).
e Badania skuteczno$ci marihuany medycznej w terapii ChL-C

Pierwsze badania u ludzi chorych na ChL-C, dotyczace wykorzystania konopi
indyjskich przeprowadzono na grupie 30 osob. Pacjentom podawano doustnie konopie
indyjskie. U 21 badanych, zaobserwowano redukcje aktywnos$ci choroby, co spowodowato
zmniejszenie ryzyka koniecznosci poddawania si¢ operacji oraz dzigki temu pojawila si¢
mozliwos¢ redukcji stosowania innych lekéw. Srednia wartos¢ HBI spadta z 14 = 6,7 do
7 £4,7 (Naftali i in., 2011).

Sposrod kannabinoidéw najbardziej znanym z wiasciwosci medycznych jest THC
(tetrahydrokannabinol) (Woodhams i in.,, 2015). Badano wptyw THC na ChL-C.
W dos$wiadczeniu wzigty udziat osoby, u ktorych CDAI bylo wigksze niz 200 i nie reagowaty
na terapi¢ innymi sposobami (leczono ich, co najmniej jedng z wymienionych substancji
aktywnych: mesalamina, kortykosteroidy, tiopuryny, metotreksat lub anty-TNF-a). Pacjentow
podzielono na dwie grupy. Pierwszej grupie podawano codziennie 2 dawki THC w postaci
papierosow. W kazdym papierosie znajdowalo si¢ jedna dawka, czyli 115 mg THC. Drugiej
grupie podawano papierosy, w ktorych znajdowaty sie kwiaty konopi, ale bez THC 1 innych
kannabinoidow. Terapia trwata 8 tygodni, po czym obserwowano pacjentow jeszcze dwa

tygodnie. Po tym czasie, okazato si¢, ze u ponad 90% badanych (10/11 pacjentow w grupie
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badawczej) zaobserwowano znaczng poprawe (spadek o minimum 100 CDALI), z czego u 45%
chorych stwierdzono catkowita remisje (spadek CDAI ponizej 150). Dla poréwnania,
w grupie placebo catkowita remisj¢ uzyskano u 1 osoby na 10, a odpowiedz kliniczng
u 4 pacjentow. U wszystkich badanych nie zaobserwowano zadnych skutkow ubocznych
terapii. Pacjenci nie zglaszali zmian w zachowaniu, nie mieli probleméw z koncentracjg czy
pamigcig. Nie wystgpity objawy uzaleznienia si¢ od palenia konopi (uwaza si¢, ze czas
stosowania byl zbyt krotki, aby to nastgpito) (Naftali i in., 2013).

Przeprowadzono takze badania majgce na celu okresli¢ skutecznos$¢ leczenia ChL-C
przy uzyciu CBD. W doswiadczeniu wzigto udziat dwudziestu pacjentéw, (z czego
19 ukonczylo). Wybrano osoby, u ktorych CDAI wynosit ponad 200 i nie reagowaly na
terapi¢ innymi sposobami (leczono ich, co najmniej jedng z wymienionych substancji:
steroidy, tiopuryna, antagonisci TNF). Chorym w grupie badawczej podawano dwa razy na
dobe dawke CBD lub placebo. Dawka CBD zawierata 10 mg tej substancji i byla podawana
przez osiem tygodni. Po tym czasie jeszcze przez dwa tygodnie obserwowano aktywnos$¢
choroby u pacjentéw. Niestety nie zauwazono korzystnych efektow terapii. Co prawda CDAI
spadto w grupie badawczej z poziomu 337 + 108 do 220 + 122, lecz podobny spadek wystapit
w grupie placebo: z 308 + 96 do 216 + 121. Byl to skutek przeprowadzania do$wiadczenia
przy nie przerywaniu innych sposobow terapii. W badaniu nie wystapity zadne skutki
uboczne (Naftali i in., 2017).

Na uwage zastuguje doswiadczenie, ktore przeprowadzono na szczurach.. Dotyczyto
wplywu THC 1 CBD na zapalenie okr¢znicy. Wykorzystano 85 gryzoni. Podano im
dootrzewnowo kwas 2,4,6-trinitrobenzenosulfonowy (TNBS), aby wywota¢ zapalenie
w jelicie grubym (taki stan mozna uzna¢ za szczurzy model ChL-C). Nastgpnie szczury
podzielono na grup¢ kontrolng, ktoérej nie podawano zadnego leku oraz grupe badawcza.
W obrebie, ktorej wyznaczono podgrupy, w zaleznos$ci od leku 1 dawki jaki jest im podawany.
Szczurom aplikowano THC, CBD, mieszanke THC 1 CBD lub sulfasalazyne (jest to lek
stosowany w chorobach zapalnych jelit). Po trzech dniach od podania TNBS, szczury zabito.
Zbadano probki okreznicy zwierzat pod katem obecnosci 1 intensywnos$ci stanu zapalnego.
Okazato sig¢, ze wszystkie zastosowane leki wykazaly skuteczno$¢. Zmniejszyly one stan
zapalny. Najwigkszymi efektami wykazat si¢ THC. Badanie to potwierdza, ze kannabinoidy
moga by¢ opcjg terapeutyczng w leczeniu ChL-C (Jamontt i in., 2010).
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5. Whioski

Kannabinoidy maja korzystny wpltyw na terapi¢ ChL-C. Dziatanie to polega na
zmienianiu funkcjonowania uktadu immunologicznego za posrednictwem modulacji uktadu
endokannabinoidowego. Badania przedkliniczne i kliniczne potwierdzaja, ze sktadniki konopi
indyjskich moga by¢ opcja terapeutyczng w leczeniu ChL-C. Nalezy jednak zauwazy¢, ze nie
wszystkie kannabinoidy okazuja si¢ by¢ skuteczne. Potrzeba wigcej badan, aby okresli¢, jakie
konkretne kannabinoidy i w jakich dawkach nalezy stosowac, aby uzyska¢ optymalny efekt.
Do rozstrzygnigcia pozostaje takze kwestia, jaka droga podania przyniesie najlepsze wyniki
W leczeniu 1 czy interakcja miedzy kannabinoidami korzystnie wplywa na terapi¢. Nalezy
réwniez odpowiedzie¢ na pytanie czy konopie indyjskie powoduja prawdziwe ustgpienie
choroby, czy tylko maskuja jej objawy. Niezbedne jest takze badanie skutkéw ubocznych
stosowania marihuany medycznej u pacjentéw z ChL-C.
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Streszczenie

Biomasa jest jednym ze statych no$nikow energii, ktory posiada duzy potencjat energetyczny w Polsce.
Wykorzystanie biomasy w sektorze elektroenergetycznym zmniejsza emisje dwutlenku wegla do atmosfery oraz
zwicksza udzial odnawialnych Zrédet energii w ogdlnym bilansie energetycznym kraju. Biomasa z uwagi na
swoje wlasciwosci, powinna by¢ wykorzystywana, jako jedno z lokalnych Zrodet energii. Jednym z rodzajow
biomasy o istotnym potencjale energetycznym sa gatezie z przycinki drzew w sadach jabloniowych. W Polsce
sady zajmuja prawie 331 tys. ha. Wojewddztwo lubelskie jest drugim obszarem o najwyzszym potencjale
energetycznym biomasy z sadownictwa. Sady w wojewddztwie lubelskim zajmujg ponad 30 tys. ha, z czego
ponad 22 tys. ha to sady jabloniowe. Wykorzystanie biomasy z sadéow jabtoniowych po uwzglednieniu
potencjalu teoretycznego, technicznego oraz ekonomicznego biomasy pozwala na wyprodukowanie ciepta
potrzebnego do ogrzania okoto 12 000 gospodarstw domowych.

Stowa kluczowe: biomasa odpadowa, sady jabloniowe, ogrzewanie gospodarstw domowych, potencjat
energetyczny

Apple orchards as a source of local biomass for households heating in the

Lubelskie Voivodeship

Summary

Biomass is one of the solid energy carriers, which has a significant energetic potential in Poland. The use of
biomass in the energy sector reduces carbon dioxide emissions to the atmosphere and increases the share of
renewable energy sources in the country's overall energy balance. Due to its properties, biomass should be used
as one of the local energy sources. One of the types of biomass with significant noticeable energy potential are
branches from pruning of trees in apple orchards. The total area of all orchards in Poland is more than 331
thousand hectares. The Lubelskie Voivodeship is the second area in Poland, which has the largest energy
potential from orchards biomass. The area of orchards in this region is more than 30 thousand hectares, of which
over 22 thousand hectares are apple orchards. After assessing the theoretical, technical and economical biomass
potential from apple orchards in the Lubelskie Voivodeship region is possible to provide the energy for heating
purposes to ca. 12 thousand households.

Keywords: pruned biomass, apple orchards, household heating, energy potential

1. Wstep

Polska, jako kraj starajacy si¢ stosowaé do zasad zréwnowazonego rozwoju naktada
wymagania na kazdy z sektoréw gospodarki. Priorytetem sektora wytwarzania energii 1 ciepta
jest zapewnienie bezpieczenstwa energetycznego kazdemu z obywateli przy jak najmniejszym

negatywnym oddziatywaniu na srodowisko naturalne. Wigze si¢ z tym zmniejszenie zuzycia
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paliw kopalnych, a takze zwigkszenie wykorzystania potencjatu lokalnych, odnawialnych
zrodet energii.

Paliwa kopalne nalezy stopniowo zastgpowaé odnawialnymi zréodtami energii. Wedtug
Gloéwnego Urzedu Statystycznego energia pozyskiwana ze zrodet odnawialnych w Polsce
w 2018 r. pochodzila gtownie z biopaliw statych (68,88%). Kolejnymi Zrédtami energii byt
elektrownie wiatrowe (12,55%) oraz biopaliwa ciekte (10,33%). Wyniki te wskazuja na
wysoki potencjat biomasy, ktora charakteryzuje si¢ rowniez niskimi kosztami przetwarzania,
podobnie jak w Rumunii, Butgarii, na Ukrainie i W innych krajach baltyckich. Szacuje si¢, ze
polski potencjat biomasy do 2030 r. wyniesie okoto 1,5 EJr?, zajmujac czwarte miejsce
w Europie (UE) (Wit, Faaji 2010). W calej Unii Europejskiej 92% biomasy wykorzystywane
jest do produkcji ciepta, 7% do produkcji energii elektrycznej, a tylko 1% do wytwarzania
paliw transportowych (Stolarski i in., 2008).

Duzy potencjal biomasy stalej w Polsce stanowi drewno odpadowe z laséw, odpady
z przemyshu drzewnego, odpady drewniane pouzytkowe, drewno z sadoéw oraz drewno
z pielegnacji i wycinek drzew przydroznych (Jasiulewicz i Janiszewska, 2012).

Duzy potencjal lokalnej biomasy zwigksza mozliwosci energetycznego jej
wykorzystania. W krajach o znacznym udziale rolnictwa w strukturze gospodarczej, a co si¢
Z tym wigze wysokim udziatem gruntéw rolnych w catkowitym areale panstwa, ekonomicznie
uzasadnione jest zastosowanie biomasy na cele energetyczne, w tym cieptownicze
(grzewcze). Na uwage zastuguja odpady z przemystu rolno-spozywczego, takie jak galezie
drzew jabtoni, pochodzace z regularnych przycinek pielegnacyjnych w sadach jabloniowych.
W zaleznosci od wieku drzewa, odmiany, liczby nasadzen oraz sposobu prowadzenia sadu,
Z jednego hektara sadu jabloniowego mozna uzyska¢ $rednio 3,5 Mg-rok'1 biomasy
odpadowej 0 wilgotnosci 40-45% (Habiera i in., 2018).

Ciecie pielegnacyjne to niezbedny zabieg towarzyszacy uprawom sadowniczym,
zwlaszcza takim, jak drzewa jabtoni, czeresni czy wisni. Cigcie to wykonywane jest zar6wno
na mlodych, nowych nasadzeniach, jak rowniez na starszych drzewach. Zasadniczym celem
cigcia jabtoni jest zapewnienie I utrzymanie réwnowagi migdzy wzrostem i rozwojem
wegetatywnym drzew, a ich owocowaniem. Ponadto, zabieg ten formuje ksztalt (forme)
korony, reguluje jej rozmiar i zageszczenie. Prawidlowo wykonany zabieg pielggnacyjny
umozliwia swobodny ruch powietrza i przenikanie promieni stonecznych w obrgbie korony
drzewa. Cigcie jest rowniez bardzo waznym zabiegiem fitosanitarnym, gdyz usuwane sg pedy
porazone przez patogeny, przez co eliminuje si¢ zrodta mozliwych infekcji drzew (Meszka,
2013).
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Galezie pochodzace z przycinek sadow jabtoniowych mozna wykorzysta¢, jako zrodto
energii do ogrzewania gospodarstw domowych. Jednak wysoka wilgotno§¢ biomasy nawet do
60% oraz niska koncentracja energii w jednostce objetosci powoduje utrudnienia
w dystrybucji ijej uzytkowaniu w postaci pierwotnej, szczegdlnie w kotlach stosowanych
w ogrzewnictwie komunalnym i indywidualnym (Stolarski, 2005). Nalezy, wiec
przeprowadzi¢ proces przystosowania surowca do wymogéw potencjalnego odbiorcy.
Poprzez proces suszenia oraz kompaktowania biomasy zmniejsza si¢ iustala na stalym
poziomie zawarto$¢ wody, zwigksza si¢ koncentracja masy i energii w jednostce objetosci
oraz znacznie podnosi si¢ komfort dystrybucji i uzytkowania tego granulowanego paliwa
(Thek i Obernberger 2004; Grzybek, 2004; Kowalik, 2003). W efekcie koncowym powstaja:
pellet, baloty, zrebki lub brykiety.

Powierzchnia sadow w Polsce w roku 2018 wynosita prawie 331 tys. ha. Wojewodztwo
lubelskie, zaraz po wojewoddztwie mazowieckim, ma najwiekszy potencjal sadowniczy
w Polsce. W 2018 roku powierzchnia sadow zajmowata ponad 30 tys. ha., z czego prawie
23 tys. ha stanowity sady jabtoniowe, co jest rowne ponad 76% calkowitego arealu sadow
w wojewodztwie lubelskim (GUS, 2019).

Celem pracy byta analiza mozliwo$ci wykorzystania lokalnego potencjalu biomasy
sadowniczej, pochodzacej z sadéw jabloniowych wojewodztwa lubelskiego do celow
grzewczych w gospodarstwach domowych.

2. Materialy i metodyka

W celu okreslenia stopnia wykorzystania biomasy zsadéw jabtoniowych
W wojewodztwie lubelskim niezbedne bylo oszacowanie jej zasobow oraz pozniejsze
oznaczenie potencjatu teoretycznego, technicznego oraz ekonomicznego.

Zasoby biomasy zostaly oszacowane na podstawie wynikoéw przeprowadzonych badan
terenowych w sadach jabtoniowych. Badania zostaty wykonane w sadach o réznej odmianie
drzew jabtoniowych. Dokonano przycinki zimowo-wiosennej na wybranych losowo
drzewach, aby uzyska¢ mase gale¢zi (traktowanych, jako biomasa odpadowa), ktdorg mozna
uzyskac z jednego drzewa jabloniowego.

Podstawa do oszacowania ilo$ci biomasy sadowniczej byly galezie $cigte z pigciu
losowo wybranych drzew w danym sadzie jabtoniowym. W celu zwazenia galezi zostata
wykorzystana przenosna waga Lutron FG-5100 z doktadnoscia pomiaru + 0,05 kg. Nastepnie,
otrzymane wyniki ze wszystkich drzew usredniono oraz uwzgledniono gestos¢ nasadzenia, co
pozwolito na otrzymanie $redniej ilosci pozyskanej biomasy z jednego drzewa z powierzchni

uprawy jednego hektara. Otrzymang warto$¢ odniesiono do catkowitej powierzchni sadéw
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jabtoniowych w wojewodztwie lubelskim. Badania przeprowadzono na 10 r6znych
odmianach jabtoni.

Teoretyczng mas¢ biomasy odpadowej pozyskanej zsadow jabloniowych
W wojewddztwie lubelskim oszacowano na podstawie wzoru:

Mgo =m;-n - Ag 1)
gdzie:

Mgo — catkowita masa biomasy odpadowej pozyskana z sadéw jabtoniowych
W wojewodztwie lubelskim, kg-rok™,

m; — $rednia masa biomasy odpadowej pozyskana z jednego drzewa owocowego
kg-szt'l-rok'l,

n — ilo$¢ nasadzonych drzew na jednym hektarze plantacji, szt-ha™,

As— powierzchnia sadow jabtoniowych w wojewodztwie lubelskim, ha.

Potencjal techniczny to warto$¢ odzwierciedlajaca ilos¢ biomasy, ktéora moze by¢
przeznaczona na cele energetyczne po uwzglednieniu technicznych mozliwosci jej pozyskania
(Gajewski, 2011). Z tego powodu potencjat biomasy odpadowej z sadow w wojewoddztwie
lubelskim zostal oszacowany przy uwzglednieniu strat, jakie wystepuja przy zbiorze galezi.
Przyjeto, Zze sg to straty na poziomie ok. 9% (Magagnotti iin., 2013). Dodatkowo,
w potencjale technicznym wykluczono sady o areale mniejszym niz 1 ha, ich udziat stanowit
15% (Urzad Statystyczny w Lublinie, 2012). W sadach o tak malej powierzchni nie wykonuje
si¢ czesto regularnych i precyzyjnych cig¢ pielegnacyjnych.

Potencjat ekonomiczny, czyli technicznie dostgpny w warunkach ekonomicznej
optacalnos$ci przedsigwzigcia, zalezny od cen paliw 1 energii, podatkow, struktury finansowej
i wskaznikow ekonomicznych (Zbytek i Adamczyk, 2017). Potencjat ten zostal oszacowany
przy pomini¢ciu sadow o powierzchni mniejszej niz 5 ha, ktore stanowity udzialt w wysokosci
46% (Urzad Statystyczny w Lublinie, 2012) przez wzglad na nieoptacalno$¢ zakupu drogich,
profesjonalnych maszyn do zbioru gatezi.

Jako ostatni wyznaczono potencjat energetyczny biomasy odpadowej z sadow
jabtoniowych w wojewodztwie lubelskim. Uwzgledniono w nim zawarto$¢ wilgoci w §wiezej
biomasie, ktora wynosita okolo 45%. Spalanie takiego surowca jest nieefektywne oraz
powoduje straty ciepta. Jednak, po zastosowaniu odpowiedniego procesu mechanicznego
przetwarzania biomasy otrzyma¢ mozna pellet lub brykiet, ktory bedzie charakteryzowat si¢
znacznie nizszg zawartoscig wilgoci wynoszacg od 6 do 10% oraz wysoka warto$cig
energetyczng do 19.MJ -kg'l, a takze niskg zawartoscig popiotu (4-5% masy) (Gasiorski
I Posylek, 2014). Paliwo biomasowe w takiej postaci zalecane jest do spalania
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w indywidualnych kottach grzewczych o matej mocy z zachowaniem standardow emisyjnych.
Na podstawie powyzszych danych, masa biomasy z sadow jabtoniowych w wojewodztwie

lubelskim nadajacej si¢ do energetycznego wykorzystania wynosi:

_ Mcp-(1-Xp)

gdzie:
Mck - catkowita masa biomasy odpadowej przy wilgotnosci 10%, Mg-rok'1,
Mcp — catkowita masa biomasy odpadowej (potencjal ekonomiczny) przy wilgotnosci ok.
45%, Mg-rok™*
Xp — wilgotnos¢ §wiezej biomasy odpadowej (przyjeto Xp =0,45), -,
Xk — wilgotno$¢ podsuszonej biomasy (przyjeto Xk =0,1), -.
Teoretyczna ilos¢ energii, ktora mozna pozyska¢ w wyniku spalania biomasy
odpadowej z sadow jabtoniowych w wojewddztwie lubelskim wynosi:
E = Mcgw=10%) WOB 'n (3)
gdzie:
E — teoretyczna ilos¢ energii zawarta w biomasie odpadowej z sadow jabtoniowych, MJ-rok™,
Mckw=10%) — Catkowita masa biomasy odpadowej przy wilgotnosci 10%, kg-rok™,
WE — warto$¢ opatowa biomasy sadowniczej (przyjeto WF= 18 MJ-kg™ dla W=10% (Telmo,
Lousada 2011)), MJ-kg™
n — sprawnos¢ spalania paliwa w kottach automatycznych (przyjeto = 0,91 (www 1)), -.
Sumaryczng roczng ilos¢ energii niezbednej do ogrzania gospodarstwa domowego
okreslono z rownania:
E]GD = Wg - Agp (4)
gdzie:
Ejep — il0§¢ energii zuzywana przez gospodarstwo domowe, kWh-rok™,
We — wskaznik $redniego zapotrzebowania na energie dla gospodarstwa domowego (przyjeto
We =70 KWh-m2-rok™ (Dz.U. 2015 poz. 1422)), kWh-m?-rok™,
Acp — $rednia powierzchnia gospodarstwa domowego w Polsce (przyjeto Agp = 135,1 m?
(GUS 2017)), m?.
Liczbe gospodarstw domowych, ktore mozna ogrza¢ energia pochodzaca ze spalania

biomasy sadowniczej w wojewddztwie lubelskim obliczono z réwnania:

®)
gdzie:
Nep — liczba gospodarstw, ktore mozna ogrzac energiag pochodzaca ze spalania biomasy
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odpadowej z sadow jabtoniowych, szt.,
E — teoretyczna ilos¢ energii uzyskanej z energetycznego wykorzystania biomasy odpadowej
z sadéw jabloniowych, MJ-rok™,
Ejep — il0§¢ energii zuzywana przez gospodarstwo domowe, MJ-rok™.
3. Wyniki

W tabeli 1 zestawiono wyniki pomiaré6w masy zebranych gat¢zi z sadéw jabtoniowych
po wykonanym cieciu pielggnacyjnym.

Tabela 1. Wyniki obliczen wielko$ci biomasy z przycinki zimowo-wiosennej sadu jabloniowego (opracowanie
wlasne)

Srednia masa : Wi.lgotnoéé ¢ :
. [lo$¢ nasadzen Masa gatezi biomasy Srednia
Gatunek gatezi (stan roboczy)
kg-szt™’ szt-ha Mg-ha™ % Mg-ha™
Ambas 2,85 1666 4,75 41,68
Sunrise 1,25 1666 2,08 48,37
Early Genewa 2,9 1666 4,83 47,67
Idared 4,25 833 3,54 43,82
Boscob Red 2,1 1315 2,76 45,42
Gala 2,5 1754 4,39 48,51 37
Champion 1 2,3 1666 3,83 46,81
Sunrise 1,25 1250 1,56 48,37
Lobo 4,75 1250 5,94 42,65
Champion 2 3,35 1250 4,19 45,33

Z danych zamieszczonych w tabeli 1 wynika, ze w zalezno$ci od gatunku jabtoni, masa
zebranych galezi zmienia si¢. Do dalszych obliczen i wyznaczenia potencjatow biomasy
sadowniczej przyjeto zatem warto$¢ S$rednig wynoszaca 3.7 Mg-ha’1 (przy wilgotnosci
sredniej W=45%).

Wyniki obliczen potencjatu teoretycznego, technicznego i ekonomicznego oraz liczby
ogrzanych gospodarstw domowych w catym wojewodztwie lubelskim oraz w poszczegdlnych
powiatach zostaty zestawione w tabeli 2.

Najwigkszy potencjat teoretyczny ma powiat opolski i jest to powiat 0 najwigkszym
areale sadow jabloniowych wsrod powiatow z wojewodztwa lubelskiego. Analiza wykazata,
ze z zebranych w tych sadach galezi rocznie pozyska¢ mozna ponad 6600 Mg-rok'1 biomasy
sadowniczej. Kolejne powiaty o duzym potencjale biomasy sadowniczej to powiat lubelski,
bialski i putawski, wartoé¢ pozyskanej biomasy waha si¢ w granicach 1500-2500 Mg-rok™.
Najmniejszy potencjat teoretyczny wyznaczono dla miast na prawie powiatdow oraz dla
powiatow janowskiego i wlodawskiego. Catkowita wielkos¢ potencjatu teoretycznego dla

wojewodztwa lubelskiego wyniosta ponad 84 000 Mgrok™. Graficzne przedstawienie
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wielkosci potencjatu teoretycznego w poszczegolnych powiatach wojewodztwa lubelskiego

zostato przedstawione na rysunku 1.

Tabela 2. Wyniki obliczen potencjalu teoretycznego, technicznego, ekonomicznego oraz liczby ogrzanych
gospodarstw domowych na terenie wojewddztwa lubelskiego (opracowanie wiasne na podstawie danych

statystycznych z GUS)
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- ha Mg-rok™ | Mgrok™® | Mg-rok™ | Mg-rok™ | GJ-rok™ | GJ-rok™ szt

bialski 1733,6 | 64145 4961,6 3152,1 1926,3 | 31552,3 928
parczewski 302,1 1117,8 864,7 549,3 335,7 5498,6 161
radzynski 890,8 3296,0 2549,5 1619,7 989,8 16212,9 476
wlodawski 221,0 817,8 632,5 401,8 245,6 4022,5 118
m. Biala Podlaska | 64,9 240,1 185,7 118,0 72,1 1180,9 34
bitgorajski 382,6 1415,4 1094,8 695,5 425,1 6962,4 204
chelmski 1039,5 | 3846,2 2975,0 1890,0 1155,0 | 18919,1 556
hrubieszowski 8435 3121,0 24141 1533,6 937,2 15351,8 451
krasnostawski 863,1 3193,5 2470,2 1569,3 959,0 15708,5 462
tomaszowski 491.4 1818,1 1406,3 893,4 546,0 8942,9 263
zamojski 1052,4 | 3893,7 3011,8 19134 1169,3 | 19152,8 563
m. Chetm 26,4 97,5 75,4 47,9 29,3 479,7 14
m. Zamos¢ 10,1 37,5 29,0 18,4 11,3 184,5 34 5
lubartowski 867,8 3211,0 2483,7 1577,9 964,3 15794,6 464
lubelski 2220,3 | 82151 6354,3 4036,9 2467,0 | 40409,1 1188
teczynski 548,8 2030,6 1570,7 997,9 609,8 9988,5 293
$widnicki 1250,4 | 46264 3578,6 22734 1389,3 | 22757,1 669
m. Lublin 81,8 302,6 2341 148,7 90,9 1488,4 43
janowski 2345 867,8 671,2 426,4 260,6 4268,5 125
krasnicki 1156,4 | 42788 3309,7 2102,6 1284,9 | 21047,2 619
tukowski 457,6 1693,0 1309,6 832,0 508,4 8327,9 244
opolski 5989,7 | 22161,9 | 17142,2 | 10890,4 | 66552 | 1090124 3206
putawski 1549,8 | 57343 4435,5 2817,8 1722,0 | 28206,4 829
rycki 4975 1840,6 1423,7 904,5 552,7 9053,6 266

SUMA 22776 84271,2 | 65183,8 | 41410,9 | 25306,6 | 414522,8 12181
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Rys. 1. Potencjat teoretyczny wykorzystania biomasy sadowniczej na cele grzewcze (opracowanie wlasne)

W przypadku potencjatu technicznego pomini¢to sady 0 powierzchni ponizej 1 ha, ktore
stanowity 15% wudzialu w calej strukturze upraw sadowniczych (GUS, 2010) oraz
uwzgledniono straty generowane podczas zbioru gale¢zi przez maszyny. Najwigkszy potencjat
techniczny wystepuje W powiecie opolskim. Najmniejszy za$ wystgpuje W miastach na
prawach powiatu oraz w powiecie parczewskim, wlodawskim i janowskim. Jak zauwazyc
mozna na mapie (Rys. 2) w powiecie parczewskim i wlodawskim, ze wzgledu na ich
sgsiedztwo wykorzystanie tego potencjalu w praktyce bedzie mozliwe, gdy zostanie
stworzona spotdzielnia, zrzeszajaca matych sadownikow, ktérej zalozenie umozliwi wspdlne
wykorzystanie wyspecjalizowanych, ale takze kosztownych maszyn zbierajacych.

& Potencjat techniczny

, Mg-rok™

I -0z 10 000
[ 1 000-9 999
[ J100-999
:]ponizej 100

Rys. 2. Potencjat techniczny wykorzystania biomasy sadowniczej na cele grzewcze (opracowanie wlasne)
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Potencjat ekonomiczny (Rys. 3) wyznaczono pomijajac sady o powierzchni ponizej
5 ha. W sadach o takiej powierzchni nicoptacalny jest zakup maszyn zbierajacych galezie.
W wojewddztwie lubelskim sady takie stanowia 46% (GUS, 2010). Najwickszy potencjal
ekonomiczny wystepuje w powiecie opolskim i wynosi ponad 10890 Mg-rok™. Dla tego
regionu najbardziej optacalny jest zakup maszyn do zbioru biomasy. Najmniejszy potencjat
ekonomiczny wystepuje w potnocno-wschodniej oraz potudniowej czeSci wojewodztwa.
Z powodu mniejszej liczby sadow jabtoniowych w niektérych powiatach, wykorzystanie
potencjatu ekonomicznego, tak jak w przypadku potencjatu technicznego, w zasadzie jest
mozliwe tylko po zrzeszeniu si¢ wlascicieli matych, pojedynczych sadow i doktadnej analizie

kosztéw dodatkowych np. transportu maszyny zbierajacej do sadownika.

N . .
Potencjat ekonomiczny 1
A , Mg-rok

-powyzej 10 000
I 1 000 -9 999
[ ]100-999
[:I ponizej 100

Rys. 3. Potencjat ekonomiczny wykorzystania biomasy sadowniczej na cele grzewcze (opracowanie wlasne)

Sumaryczng ilo$¢ energii jakg mozna pozyskaé ze spalenia biomasy odpadowej z sadow
jabloniowych w wojewodztwie lubelskim (Tab. 2) wynosi ponad 414 000 GJ-rok™. Jest to
ilo$¢ energii wystarczajaca do ogrzania ok. 12 100 gospodarstw domowych, przy zalozeniu,
ze przecigtne gospodarstwo domowe na cele uzytkowo-bytowe zuzywa ok. 34 GJ rocznie
(gospodarstwo energooszczedne).

4. Dyskusja wynikow i podsumowanie
Sady jabtoniowe w wojewodztwie lubelskim s3 bardzo cennym Zrédlem biomasy
odpadowej. Wykorzystanie ich potencjatu to dobry krok w strone rozwoju lokalnego

rozproszonego systemu energetycznego. Poprzez duzy areal, jaki zajmuja sady, zwigksza si¢
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ilos¢ generowanych odpadéw w postaci galezi pochodzacych z regularnych przycinek
pielegnacyjno-przeswietlajagcych. Z przeprowadzonej analizy wynika, ze w powiecie
opolskim warto$¢ ta jest najwicksza. Uzyskana z nich biomasa sadownicza pozwala na
ogrzanie 3206 gospodarstw domowych rocznie, co stanowi 15% procent wszystkich
gospodarstw powiatu opolskiego. Zagospodarowujagc biomase sadowniczg z calego
wojewodztwa lubelskiego (z sadow 0 powierzchni powyzej 5 ha) mozna wytworzy¢
ok. 414 000 GJ energii, ktéra powinna zaspokoi¢ roczne zapotrzebowanie na ciepto ponad
12 000 tys. gospodarstw domowych.

Wazne jest jednak, aby zwigksza¢ swiadomos$¢ techniczno-technologiczng sadownikow,
by zmieniala si¢ obecna tendencja do rozdrabniania i pozostawiania gatezi w sadach. Jest to
praktyka czesta, mimo ze w pewnym stopniu niebezpieczna poprzez narazenie roslin na
przenoszenie si¢ chorob. W wojewddztwie lubelskim przewazaja sady mniejsze, co nie
oznacza nieoptacalno$ci zbierania z nich gatezi po przycinkach. Zaktada sie, ze zrzeszonym
sadownikom latwiej bedzie ponies¢ koszty zakupu i utrzymania wyspecjalizowanych maszyn,
a takze prowadzi¢ dzialania na rynku sprzedazy surowca. Dobra praktyka potaczenia cigé
pielegnacyjnych w sadach jabtoniowych z energetycznym zagospodarowaniem odpadow,
biomasowych przez wszystkich sadownikow moze przyczyni¢ si¢ do poprawienia jakosci
srodowiska naturalnego. Biomasa jest alternatywnym nosnikiem energii dla spalania
wysokoemisyjnego wegla.

5. Literatura

Wit M., Faaij A., 2010, European Biomass Resource Potential and Costs. Biomass Bioenergy,
34, 188-202, doi:10,1016/j.biombioe.2009.07.011.

Gajewski R., 2011, Potencjat rynkowy biomasy z przeznaczeniem na cele energetyczne,
Szanuj energi¢, Polska Izba Biomasy, Warszawa

Gasiorski A., Posytek Z., 2014, Wpltyw wilgotnosci biomasy na straty mocy w torze
falowodowym na pasmo X z wycietym przelotowo otworem, Przeglad elektrotechniczny,
ISSN 0033-2097, R. 90 NR 12/2014

Grzybek A. 2004. Potencjal biomasy mozliwej do wykorzystania na produkcje peletu. Czysta
Energia, 6: 24-25

Gtowny Urzad Statystyczny. 2017. Budownictwo mieszkaniowe I KWARTAL 2017r.,
Warszawa, ISSN: 0239-2178

Gtowny Urzad Statystyczny. 2018. Energia ze Zrodet odnawialnych w 2017r., Warszawa,
ISSN: 1898-43479

24



Gtowny Urzad Statystyczny. 2018. Tablica 9 (221) Powierzchnia 1 zbiory owocoéw z drzew
w 2017r., Warszawa

Gtowny Urzad Statystyczny. 2019. Produkcja upraw rolnych i ogrodniczych w 2018 r.,
Warszawa, ISNN: 2353-5180

Habiera K., Lach A., Dyjakon A. 2018. Metody zagospodarowania biomasy z sadow
jabtoniowych w Polsce. XlI, 138-152, ISBN 978-83-950719-2-8

Jasiulewicz M., Janiszewska A., 2012, Potencjal biomasy wojewodztwa
zachodniopomorskiego w aspekcie wykorzystania do celow energetycznych, Zeszyty
naukowe Szkoly Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, 12 (27), 83-93

Kowalik P. 2003. Pelety z biomasy - paliwo przysztosci. Agroenergetyka, 1: 36-37
Magagnotti N., Pari L., Picchi G., Spinelli R., 2013, Technology alternatives for tapping

the pruning residue resource, Bioresource Technology, Vol. 128, 697-702

Meszka B. 2013, Metodyka integrowanej ochrony wisni, Instytut ogrodnictwa, Skierniewice,
ISBN 978-83-60573-72-3

Stolarski M. 2005. Charakterystyka zrebkoéw oraz peletow (granulatow) z biomasy wierzby
i slazowca jako paliwa. Uniwersytet Warminsko-Mazurski w Olsztynie, 13 (1), 13-22
Stolarski M., Szczukowski S., Tworkowski J. 2008. Biopaliwa z biomasy wieloletnich roslin
energetycznych. Energetyka i ekologia, 77-80

Telmo C., Lousada J. 2011. Heating values of wood pellets from different species.

Biomass and Bioenergy, 35, 2634-2639

Thek G., Obernberger 1. 2004. Wood pellet production costs under Austrian and in
comparison to Swedish framework conditions. Biomass and Bioenergy, 27: 671-693

Urzad Statystyczny w Lublinie. 2012. Charakterystyka gospodarstw rolnych w wojewodztwie
lubelskim, Powszechny Spis Rolny 2010. Lublin, ISBN: 978-83-7402-199-9

Zbytek Z., Adamczyk F., 2017, Mozliwosci wykorzystywania biomasy statej. Czg$¢ 2.
Sposoby okreslenia potencjatu biomasy stalej 1 doboru maszyn do jej zbioru, ...

Zrédta internetowe:

www 1 - http://www.ekspertbudowlany.pl/artykul/id3307_(data dostepu: 28.01.2020)

25



Jezyk niebinarny: Sphinx Anne Garréta i mozliwosci bezplciowej narracji

w jezyku francuskim

Dziurzynska Magdalena @

! Uniwersytet Wroctawski
Magdalena Dziurzynska: ma.dziurzynska@gmail.com

Streszczenie

Narracja bezplciowa, to typ narracji, w ktorej, dzigki unikaniu form meskich i zenskich, pte¢ narratora, badz
innych postaci nie zostaje ujawniona. Efekt ten jest najczeSciej osiagany poprzez uzycie formy
pierwszoosobowej, ktora w wielu przypadkach pozwala na pominigcie konstrukcji wyrazajacych pteé.
Mozliwos$¢ skonstruowania tego typu narracji, zalezy od charakterystyki danego jezyka. Najwigksza
popularno$cig cieszy si¢ jezyk angielski, ze wzgledu na swoja neutralno$§é w aspekcie ptci. Stworzenie narracji
,bezplciowe]” w jezyku francuskim, wydaje si¢ by¢ praktycznie niemozliwe, ze wzgledu na jego nasycenie
formami zenskimi i meskimi. Udato sie to jednak Anne Garréta, ktora w swojej powieSci Sphinx, przedstawia
romans pomiedzy narratorem i jedna z postaci, lecz ich pte¢ nigdy nie zostaje okreslona. Artykul ma na celu
odnalezienie i przeanalizowanie $rodkow, ktorymi postuzyla si¢ autorka by osiagna¢ narracje neutralng ptciowo
w jezyku francuskim, a takze zbadanie, w jaki sposob wptywa to na cato$¢ tekstu i jego odbior.

Stowa kluczowe: niebinarno$¢, narracja, j. francuski, gender, OuliPo.

Nonbinary language: Anne Garréta’s Sphinx and the possibilities of

genderless narration in the French language

Summary

The idea of nonbinary narration rests upon the story in which the sex of the protagonists or the narrator is not
revealed. It usually requires the use of first-person narrator which allows genderless constructions. The
possibilities of applying such a narration depends on the language among which English is the most common.
Genderless narration in the French language seems to be extremely difficult to achieve as gender in French is
conveyed not only by the pronouns, but also by other lexical constructions and parts of speech. Anne Garréta
was the first one to achieve genderless narration. She found the loopholes in the French language which allowed
her to create the story of two lovers in which their gender is never revealed. This article analyses the means used
by the author to create genderless narration and how it influenced the text and its’ reception.

Keywords: non-binary, narration, French language, gender, OuliPo.

1. Wstep

Jezykiem niebinarnym mozna okres$li¢c wszystkie struktury i elementy jezyka, ktore
wychodzg poza tradycyjny podziat na formy meskie 1 zenskie. Poprzez taki jezyk mozliwe
jest stworzenie narracji bezptciowej, czyli neutralnej ptciowo, w ktorej pte¢ samego narratora,
podmiotu moéwiacego, badZz bohaterdow powiesci, nie zostaje okreslona poprzez zadne
struktury jezykowe. Efekt ten, najczesciej uzyskiwany jest poprzez narracje pierwszoosobowa
1 w wigkszos$ci przypadkow to wlasnie ple¢ narratora pozostaje niesprecyzowana. Ten typ
narracji autorzy osiggajg poprzez sprawne ominiecie zaimkoéw osobowych on, ona i skupienie
si¢ na zaimku ja, ktory pozostaje neutralny w aspekcie pici. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na
fakt, Ze powiesci bazujace na narracji bezptciowej sa to dziela anglojezyczne. Jezyk angielski,
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ze wzgledu na swoja neutralno$¢ w aspekcie plci, umozliwia sprawne utworzenie takiej
narracji poprzez narratora pierwszoosobowego, lub rzadziej, drugoosobowego. Mimo
wyzwan, jakie towarzysza tworzeniu takich dziet, mozna naliczy¢ kilkanascie pozycji tego
typu, a najbardziej znang jest powies¢ Written on the Body (1992), autorstwa Jeanette
Winterson. Jest to ksigzka uznawana za najwicksze osiggni¢cie w realizacji narracji neutralnej
ptciowo. Opowiada ona o romansie narratora, o nieokre§lonej pici, z kobieta o imieniu
Louise. Jest to jednoczes$nie jedyna powies¢ tego typu, ktdra zostata przettumaczona na jezyk
polski. Ze wzgledu na specyfike jezyka polskiego i mocne nacechowanie aspektami pici,
unikniecie uzywania form meskich 1 zenskich okazato si¢ niemozliwe. W zwigzku z tym
w przektadzie thtumaczka decyduje si¢ nada¢ narratorowi pte¢ zenska, zmieniajgc tym samym
zamyst powiesci i tworzac dzieto opowiadajace o mitosci homoseksualnej. Jednak sytuacja
jest jeszcze trudniejsza w jezyku francuskim, ktéry réwniez mocno opiera si¢ na elementach
jezykowych okreslajacych pte¢, a unikniecie tych form z wielu wzgledow, szczegélnie
w jezyku pisanym, moze wydawac si¢ zadaniem niezwykle trudnym, wrecz niemozliwym.
2. Aspekt plci w jezyku francuskim

Zanim mozliwa bedzie analiza ewentualnych sposobow osiggnigcia narracji bezptciowe;j
w jezyku francuskim, nalezy skupi¢ si¢ na tym, jakie elementy jezykowe okreslaja w jezyku
pte¢. W jezyku francuskim formy meskie i zenskie sa wyrazane nie tylko poprzez zaimki, lecz
réwniez poprzez czg¢sci mowy, elementy leksykalne 1 niektore kategorie jezykowe (czas lub
aspekt). Jezyk francuski posiada dwa rodzaje gramatyczne, jesli chodzi o rozrdznienie
rzeczownikow: rodzaj meski i1 zenski (przykltadowo: un étudiant (uczen), une étudiante
(uczennica)). Rodzaj moze by¢, wigc wyrazany zarO6wno poprzez sam rzeczownik, jak
1 poprzez poprzedzajacy go rodzajnik. Aspekt pilciowy posiada rowniez wigkszos¢
przymiotnikow, ktore r6znig si¢ forma w zalezno$ci od osoby lub obiektu, ktore okreslaja, na
przyktad: heureux (szczesliwy), heureuse (szczgsliwa). Oczywiste jest, ze ple¢ okreslaja
réwniez zaimki osobowe zaréwno te akcentowane jak i nieakcentowane: Elle (ona) Elles
(One) 1l (on) lls (oni), Lui, Eux. Poza zaimkami osobowymi, forme Zenska i mgska posiadaja
rowniez zaimki dopetnienia blizszego, czyli odpowiadajace na pytanie, ,.kogo, co?”: le (jego)
i la (ja). Podzial na form¢ me¢ska i zenska pojawia si¢ rowniez w czasach zlozonych
np. w czasie przesztym passé composé lub zaprzesztym plus-que-parfait. W tych czasach
imiestow czasu przesztego musi zosta¢ uzgodniony z podmiotem, w przypadku czasownikow
odmienianych z czasownikiem positkowym étre, na przyktad: Je suis allé (poszediem),
Je suis allée (posztam). Uzgadniane zostajg réwniez czasowniki odmieniane z czasownikiem

avoir, gdy dopetnienie blizsze wystepuje przed czasownikiem.
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Bioragc pod uwage wyzej wymienione zasady jezykowe, mozna zauwazy¢, ze jezyk
francuski jest do$¢ mocno nacechowany strukturami jezykowymi wyrazajacymi ptlec.
W zwigzku z tym, mozna sobie wyobrazi¢, jak trudne moze by¢ skonstruowanie narracji
neutralnej piciowo. Ta sztuka udata si¢ jednak francuskiej pisarce Anne Garréta w jej
pierwszej powiesci zatytutowanej Sphinx.

3. Anne F. Garréta i Sphinx

Anne Garréta jest francusky pisarkg urodzong w 1962. Sukces literacki przyniosta jej
juz pierwsza powies¢ Sphinx, wydana, w 1986, ktéra okrzyknig¢ta zostala innowacyjnym
eksperymentem i wielkim osiggnieciem literatury francuskiej. W 2000 roku, Garréta, jako
jedna z pierwszych kobiet, zostata przyjeta do literackiego stowarzyszenia OuLiPo® (Duncan,
2019). Cztonkowie tej grupy literackiej pracuja nad tworzeniem literatury eksperymentalnej,
opartej na r6znorodnych wzorach i prawach matematycznych, a takze grach stow. Sa to czgsto
dzieta przekraczajace granice tradycji literackich, zarowno w formie jak 1 w tre$ci (Duncan,
2019). Uznano, ze jej powies¢ Sphinx idealnie wpisuj¢ si¢ w eksperymentalne koncepcje lat
60tych i 70tych, praktykowanych w OuLiPo. Sukces, jakim bylo stworzenie narracji
bezplciowej w jezyku francuskim porownano do tego, co osiagnal Georges Perec w powiesci
La Disparition, w ktorej stworzyt lipogram z samogtoska e (Duncan, 2019).

Sphinx jest to opowies¢ o mito$ci pomigdzy narratorem Je (Ja) i obiektem jej/jego
westchnien: A***. Narracja prowadzona jest w formie pierwszoosobowej, histori¢ poznajemy
wiec z perspektywy Je. Przez calag powies¢ nie poznajemy jednak ani imion tych dwoch
postaci, ani ich ptci. Jedyne, czego dowiadujemy si¢ o bohaterach, to ogdlne fakty, jak to, ze
Je jest osobg, ktora studiowata teologie¢, pochodzi z rodziny mieszczanskiej, i pracuje, jako
DJ. A*** natomiast jest postacig czarnoskora, o korzeniach afroamerykanskich, pochodzaca
z Harlemu i tanczaca w paryskich kabaretach na placu Pigalle. Jest to historia o stopniowym
poznawaniu si¢ narratora/ki 1 A*** 1 o uczuciu, ktore stopniowo rodzi si¢ miedzy nimi.
Jednak, dzieki temu, ze ich pte¢ nie jest sprecyzowana ani jezykowo, ani nie jest wskazana
w zaden sposob w tekscie, nie wiadomo, jakiego typu jest to relacja.

4. Narracja ,,bezplciowa” w jezyku francuskim

Stworzenie niebinarnej narracji wymagalo od autorki przedsigwzigcia konkretnych
srodkéw. Mozna by pokusi¢ si¢ o stwierdzenie, ze Garréta wykorzystala mozliwe luki
w jezyku francuskim, dotyczace aspektu pici w strukturach jezykowych, tak by swoim

postaciom pilci nie nadaé. Ponizej przeanalizowane zostang sposoby, dzigki ktorym osiggneta
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zamierzony efekt. Zostang one przedstawione na podstawie wybranych przyktadow z ksigzki,
wraz z podanym autorskim ttumaczeniem na jgzyk polski. Uwaga zwrocona bedzie rowniez
na to, jak uzyte przez autorke chwyty wptywaja na sam tekst i jego odbior.

Pierwszym elementem jest catkowity brak dialogow w powiesci. Autorka ani razu nie
przedstawia zadnej z rozmow pomie¢dzy bohaterami. Cata narracja odbywa si¢ w sposob
opisowy, z perspektywy narratora/ki, w stylu przypominajacym pamigtnik. Uniknigcie
dialogdéw sprawia, ze sprawnie mozna poming¢ uzywanie form osobowych i zaimkow, ktére
moglyby w jakikolwiek sposob zdradzi¢ pte¢ bohaterow. Sprawia to jednak, ze tekst moze
wyda¢ si¢ odbiorcy statyczny i po pewnym czasie wrecz nuzacy, jako ze brak dialogow dla
niektorych oznacza brak akcji 1 tempa w narracji.

Kolejnym aspektem widocznym w tekscie jest czeste, wrecz nagminne powtarzanie
nazw wlasnych, szczegélnie imienia A***. Powtorzenie imienia pozwala autorce uniknaé
uzycia zaimkoéw osobowych, ktore musialyby wskazaé pte¢ danej postaci. Dostrzec mozna
wiele wyrazen czy zdan, w ktorych naturalne byloby uzycie zaimka osobowego, zamiast tego
pojawia si¢ po prostu imi¢ postaci. Widaé to na ponizszych przyktadach:

1. A*** m'entretint longtemps de choses diverses. Nous étions ivres et A*** plus que
moi (Garréta, 111).
A*** dlugo opowiadal/a mi o r6znych rzeczach. ByliSmy pijani/ne i A*** bardziej niz
ja.
2. Cette affection que j'éprouvais pour A*** réclamait son incarnation, ce plaisir que je
ressentais en sa compagnie exigeait sa plénitude. Je voulais A*** (81).
To co czulem/am do A*** wymagalo swojego wcielenia, ta przyjemnos¢ ktora
odczuwalem/am w jego/je] towarzystwie domagala si¢ spelnienia. Chcialam/em
AxFx
W obydwu powyzszych przypadkach, widzimy powtdrzenie imienia A***, ktore pojawia si¢
w zdaniach nastepujacych po sobie. Jako ze podmiot pozostaje juz okreslony, naturalne
byloby postuzenie si¢ w drugim zdaniu zaimkiem osobowym, co jednak musiatoby przybrac
form¢ meska lub zenska. Zamiast tego, otrzymujemy, wigc powtorzenie. Warto przyjrze¢ si¢
jeszcze jednemu przyktadowi:
3. Tout, ce que j’appris, de la bouche de A***, fut qu’elle? était sensible & ma réserve, aux

attentions que j’avais pour elle. De tous les gens qu’elle avait 1’occasion de voir en

2 zaimki elle w cytacie odnosza sie do stowa la bouche (z) - usta; nie okreslaja one plci postaci.
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compagne de A*** c’est pour moi, semble-t-il, qu’elle avait le plus d’estime. Ma

jeunesse 1’étonna (j’avais dix ans de moins que A*** )

Wszystko, czego dowiedzialem/am si¢ z ust A *** to to, ze byly wrazliwe na moja

powsciagliwos¢, na uwage ktorg mialem dla nich. Sposrod wszystkich ludzi, ktorych

widzialy w towarzystwie A *** wydawalo mi si¢, ze mialy dla mnie najwickszy

szacunek. Moja mtodos$¢ go/ja zadziwita (bylam/em 10 lat mtodszy/a od A***)
W powyzszym fragmencie dostrzec mozna nietypowo czgste powtdrzenie nazwy wiasnej.
W przeciggu czterech krotkich zdan, odbiorca otrzymuje trzy powtorzenia imienia A***,
mimo ze zardwno naturalne jak 1 poprawne gramatycznie byloby uzycie zaimkow
osobowych. Nalezy, wigc zastanowi¢ sig¢, jaki efekt wywiera to na czytelniku. Ze wzgledu na
powtdrzenia imienia, mozna odczu¢ odnies¢ wrazenie, ze posta¢ zostaje ciggle od nowa
wprowadzana do tekstu. Uzycie zaimkow osobowych umozliwitoby oswojenie czy
zaznajomienie si¢ z postacig. Ich brak powoduje, ze czytelnik nie jest w stanie do konca
pozna¢ danego bohatera i jednocze$nie nie jest w stanie w zaden sposob si¢ z nim utozsamic,
jako ze jest dla niego postacig obcg, nowa. Wynikna¢ moze z tego zar6wno brak empatii
wobec bohatera, jak i jakichkolwiek uczu¢ wzgledem niego.

Nastgpng wazng kwestig jest uzycie zaimkow dzierzawczych i zaimkow dopetnienia
blizszego. Jesli chodzi o te drugie to, jak zostato juz wcze$niej wspomniane, przyjmujg one
forme¢ zenska la i meska le. Zastepuja rzeczownik lub osobg stojace zaraz po czasowniku,
okreslajac jego pte¢. Pamigta¢ nalezy jednak, Ze zaimki dopelnienia blizszego, przed
czasownikami zaczynajacymi si¢ na samogloske, muszg zosta¢ skrocone do formy I, jako ze
dwie samogloski nie moga znajdowac si¢ obok siebie. Jednoczesnie, forma skrocona nie
zdradzi czy jest to forma meska czy zenska, w zwigzku z tym pte¢ dopetienia pozostanie
nieznana. T¢ luke jezyka wykorzystuje wiasnie Garréta. Uzywajac zaimkoéw dopetnienia
blizszego, stosuje je w zdaniach wraz z czasownikami zaczynajacymi si¢ od samogtosek, co
mozna zauwazy¢ na ponizszych przyktadach:

1. Je l'accusai en vrac d'indifférence et de narcissisme. A***me reprocha en retour (147)
Oskarzatam/em go/ja o obojetno$¢ i narcyzm. A *** obwinial/ala mnie rowniez.
2. Ma jeunesse I’étonna j’avais dix ans de moins que A*** (123)

Moja mtodos¢ go/ja zadziwita. Bytam/em 10 lat mtodszy/a od A***

Jak wida¢ w powyzszych zdaniach, dzigki uzyciu formy skroconej, nie znamy formy piciowe;j
dopelnienia, przez co nie wiemy czy osoba, o ktorej mowa jest kobieta czy mezczyzng.
Przyktadow takich jest w tek$cie bardzo duzo, jako ze autorka bardzo sprawnie wykorzystuje

te zasade w swojej narracji.
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Jezeli chodzi o zaimki dzierzawcze, to istotny jest fakt, ze w jezyku francuskim zaimki
co prawda maja forme¢ meska son i zefiska sa (zaimki 3 osoby liczby pojedynczej jego/jej), ale
uzgadniaja one swoja forme z rzecza posiadang, a nie z posiadaczem, na przyktad: son pere,
gdzie son moze zarowno oznacza¢ jego jak i jej, a forma meska wynika z tego, ze pére
(ojciec) ma forme¢ meska. Ten aspekt jezykowy, jako Ze nie wyraza plci posiadacza, rowniez
zostal szeroko wykorzystany przez pisarke, co widoczne jest w ponizszych zdaniach:

1. (...) j’écoutais les détails de sa journée, les anecdotes de son diner (24) stuchalem/am

szczegotow jej/jego dnia, anegdot z jego/jej kolacji.

2. Jentrais dans sa loge peu aprés son arrivée, apportant souvent une marque de mon
attachement: des fleurs, une photo prise a la dérobée au moment de son entrée en scéne

(24)

Przychodzitem/am do jego/jej garderoby krotko po jego/jej przybyciu, czgsto

przynoszac dowod mojego przywigzania: kwiaty, zdjecie zrobione ukradkiem

W momencie jego/jej pojawienia si¢ na scenie.

W pierwszym przyktadzie, zarbwno zaimek sa jak i zaimek son nie zdradzajg pici osoby,
o ktorej jest mowa, a zdanie zostato skonstruowane tak, by umozliwi¢ uzycie wilasnie tych
zaimkoéw dzierzawczych. W przykladzie drugim roéwniez widoczne jest nasycenie
wypowiedzi zaimkami dzierzawczymi. Pozwala to na przekazanie wielu informacji zaréwno
o samych postaciach jak 1 o czynnos$ciach przez niewykonywanych, bez okreslenia pftci.

Powyzszy zabieg jezykowy prowadzi bezposrednio do kolejnej, waznej kwestii, jaka
jest uzycie synekdoch. Synekdocha to figura stylistyczna, ktora zastepuje przedmiot nazwa
jego czesci. Figura ta jest dla autorki niezwykle uzyteczna, mozna wregcz powiedzied, ze tekst
jest przepetniony synekdochami. Opisanie osoby, jako catosci, wigzatoby si¢ w duzej mierze
z uzyciem zaimka osobowego i, w zwigzku z tym, z okre$leniem pici podmiotu czy
dopelienia. Jednak poprzez stworzenie opisu osoby na podstawie czes$ci ciata, mozna
sprawnie temu zapobiec, uzywajac neutralnych zaimkoéw dzierzawczych 1 synekdoch, co
wida¢ w jednym z powyzszych cytatow (patrz strona 5, cytat 3). We fragmencie mozna
dostrzec, ze jest to opis osoby, opis A***  jednak jest on przekazany nie poprzez
przedstawienie cato$ci, lecz poprzez przedstawienie czgéci, a mianowicie ust. Wedlug tego
opisu to usta majg szacunek i to one sg wrazliwe i czule, jednak mozna jednoznacznie
wywnioskowac, ze chodzi tutaj oczywiscie o A*** jako catosciowg osobg. Podobng sytuacje
zaobserwowa¢ mozna w ponizszych przyktadach:

1. J'avais la sensation dans ma chair du contact de ses membres; alors qu’ils n'étaient

plus 1a. (83)
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Czutam/em na ciele dotyk jego/jej konczyn, mimo ze nie byto ich juz przy mnie.
2. Me retournant, je me heurtai contre son corps (98)

Odwracajac sig¢, natrafitam/em na jego/jej cialo.

Drugie zdanie ponownie przedstawia osobe A*** ale tym razem poprzez konczyny.
Narrator/ka opisuje ze nie ma juz przy nim/niej konczyn A*** i oczywistym jest, ze chodzi
tutaj o catg osobe. W zdaniu trzecim osoba A*** jest przedstawiona natomiast po prostu, jako
ciato. Cata narracja przepelniona jest r6znego rodzaju synekdochami, odwotujacymi si¢ do
cze$ci ciala, ktore majg symbolizowaé caloSci postaci, co donosi si¢ zarowno do Je jak
i A***  Opis postaci poprzez jej czesci ciala umozliwia uzycie zaimkow dzierzawczych
i synekdoch oraz unikanie zaimkoéw osobowych, przez co w zaden sposéb ple¢ nie zostanie
okreslona. Zabieg ten z jednej strony wprowadza do tekstu pewnego rodzaju namigtnos$¢ czy
erotyzm: narracja staje si¢ bardzo delikatna i subtelna, poprzez ciagle odwotania do ciata.
Z drugiej strony jednak, powoduje to bardzo silng fragmentacj¢ postaci. Dla czytelnika trudne
moze okaza¢ si¢ wyobrazenie sobie postaci, jako catosci, kiedy przez catg powies¢ A***
przedstawiony/a zostaje jest, jako czesci.

W celu uniknigcia nadmiernego uzycia czasownikow, ktore wymagatyby okreslonego
ptciowo podmiotu, autorka decyduje si¢ na czgste uzycie odstownikoéw, czyli rzeczownikow
odczasownikowych:

1. Sa présence et sa conversation m’¢€taient tin agrément tout comme la contemplation de

son corps ou de sa danse (74)

Jej/jego obecno$¢ i rozmowa byly dla mnie bardzo przyjemne, podobnie jak

kontemplacja jej/jego ciata lub tanca.
Zamiast uzycia czasownikOw mamy do czynienia z rzeczownikami: obecnos¢, rozmowa,
kontemplacja, tanca. Wyrazenia te mozna umiesci¢ w teks$cie zamiast czasownikow, co
sprzyja ukryciu jakichkolwiek jezykowych form piciowych. Jednak naduzywanie tego
elementu w narracji sprawia, ze nabiera statycznego charakteru. Mozna odnie$¢ wrazenie, ze
akcja stoi w miejscu, ze bohaterowie nie wykonuja zadnych czynnosci.

Ostatnig kwestig, do pewnego stopnia dominujaca tekst, jest uzycie czasu przesziego
cigglego imparfait. Czas ten nie wymaga zadnego uzgodnienia ze wzgledu na plec
1 zachowuje tg sama forme¢ niezaleznie od osoby. Jest to jednak czas sluzacy zazwyczaj do
opisu czynnosci trwajacych przez jaki$ czas, bez okreslonego poczatku ani konca. Uzycie
czasu imparfait powoduje, ze w wielu przypadkach czasowniki zyskujg aspekt niedokonany,
co wplywa na odbior akcji. Odnies¢ mozna wrazenie, ze bohaterowie ciggle wykonuja

czynno$ci, ktore nigdy nie doczekaja si¢ zakonczenia lub ze niektére czynnos$ci sg przez nich
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wykonywane regularnie. Jednak uzycie czasu przesztego prostego, wymagatoby od autorki
uzgadniania czasownikow z plcig podmiotu, w zwigzku z tym decyduje si¢ ona na uzycie
czasu cigglego. W tekscie napotka¢ mozna rowniez formy archaiczne, nieuzywane juz
obecnie w jezyku francuskim, zaréwno méwionym, jak i w dzietach literackich. Autorka
decyduje si¢ jednak na uzycie takich struktur jak tryb tgczacy czasu przesziego imparfait, czy
czasu zaprzesztego (plus-que-parfait). Tryb ten nie wymaga uzgadniania plci, w zwigzku z
tym autorka postuguje si¢ nim w narracji, pomimo tego, ze obecnie jest juz niezwykle rzadko
spotykany:

1. J’eusse voulu pouvoir écarter [subjonctif plus-que-parfait] (...) (82)

2. Jeusse désiré [subjonctif plus-que-parfait] qu'a cette heure la tragédie me [livrdt

[subjonctif imparfait] au moins un confident (...) (166).
Uzycie tych form pozwala unikng¢ okreslenia form ptciowych, jednoczes$nie nadajac opisowi
do$¢ archaiczny i starodawny charakter. Moze si¢ to niestety przelozy¢ na problemy ze
zrozumieniem niektorych fragmentow tekstu, ze wzgledu na fakt, ze te formy, nawet dla os6b
francuskoj¢zycznych, moga okazac si¢ nieznane.
5. Podsumowanie
Przeprowadzona analiza pozwala na dostrzezenie Srodkéw, jakimi nalezy postuzyc¢ si¢

przy tworzeniu narracji bezpiciowej w jezyku francuskim. Moze to by¢ zar6wno dobor
odpowiedniego czasu, ktory nie wymaga uzgodnienia formy plciowej, jak 1 wykorzystanie
figur stylistycznych, czy wszelkich luk i mozliwosci, ktore daje jezyk. Wymagato to od
autorki wykorzystania interesujacych strategii jezykowych, ktore pozwolity jej na niebinarng
narracj¢ w jezyku do$¢ mocno nacechowanym formami ptciowymi. Pomimo tego, ze wybory
dokonane przez pisarke sprawi¢ moga pewne problemy w odbiorze tekstu, byly one
konieczne, aby osiggna¢ zamierzony efekt. Stworzenie tej powiesci bylo ogromnym
osiggnigciem literatury francuskiej, jak réwniez studiow genderowych. Okazuje si¢, bowiem,
ze kategoria ptci moze pozosta¢ neutralna, nie tylko jezykowo, ale rowniez poprzez kreacje
Swiata 1 postaci. Pomimo opiséw bohaterow 1 wykonywanych przez nich czynnosci, czytelnik
nie jest w stanie okresli¢ ich pici. Zamiast skupia¢ si¢ na aspektach zwigzanych z plcia,
odbiorca powiesci moze skoncentrowaé si¢ na innych elementach. Podkre§lona zostaje
problematyka roznic rasowych i1 klasowych, wszelkie aspekty plciowe catkowicie zanikaja.
Przedstawiona zostaje historia uniwersalna, ponadczasowej mitosci, w ktorej pte¢ dwoéch

0sOb, migdzy ktérymi rodzi si¢ relacja, nie odgrywa zadnego znaczenia.
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Streszczenie

Celem badania byla ocena wptywu kofeiny (KOF) (3 mg/kg/m.c) na wykorzystanie efektu wzmocnienia
poaktywacyjnego (PAP) poprzez oceng wartosci generowanej $redniej (MP) i szczytowej (PP) mocy migéniowej
oraz $redniej (MV) i szczytowej (PV) predkosei sztangi W wyciskaniu sztangi lezac (WL). Wzigto w nim udziat
12 mgzezyzn (wiek: 25,1 £ 1,9 lat, masa ciata: 78,5 + 8,5 kg, IRM: 127.3 £ 14.5 kg), ktorzy byli konsumentami
KOF (3,8 + 0,8 mg/kg/m.c. KOF dziennie). W podwdjnie zaslepionym, randomizowanym badaniu, w trakcie
dwoch sesji eksperymentalnych kazdy z nich otrzymat placebo (PLAC) Iub 3 mg/kg/m.c. KOF. Uczestnicy
wykonali trzy serie WL, wykonujac 3 powtdrzenia z obcigzeniem zewngtrznym 50% 1 powtorzenia
maksymalnego. Anova z powtarzalnymi pomiarami nie wykazata istotnych réznic w warto§ciach MP, PP, MV,
PV migdzy poszczegdlnymi seriami z zastosowaniem zarowno KOF jak i PLAC. Suplementacja KOF-w dawce
3mg/kg/m.c. nie wykazuje istotnego wptywu na wykorzystanie efektu PAP podczas WL.

Stowa kluczowe: PAP, moc mig¢éniowa, pr¢dkosé, trening oporowy, kofeina.

The acute effects of caffeine on post-activation potentiation (PAP) during

the bench press exercise

Summary

The main goal of this study was to examine the combined effects of PAP and acute CAF intake on power output
and bar velocity during successive sets of the bench press exercise.Using a randomized, double-blind, crossover
design, 12 resistance trained individuals (age: 25,1 &+ 1,9 year, body mass: 78,5 + 8,5 kg, IRM: 127.3 + 14.5 kg)
performed 2 identical experimental sessions 60 min after the intake of a placebo, or 3 mg/kg/b.m. of caffeine. In
each experimental session, participants performed 3 sets of 3 repetitions of the bench press exercise at 50%1RM.
The repeated measures ANOVA between PLAC and CAF-3 revealed no statistically significant differences in
power output and velocity of the bar between successive sets of bench press exercise. The results of the present
study indicate that acute doses of CAF before exercise does not have a significant effect on PAP effect.

Key words: PAP, power output, bar velocity, resistance exercise, caffeine.

1. Wprowadzenie

Zdolno$¢ do generowania wysokich wartosci mocy mig$niowej jest jednym
Z najwazniejszych czynnikéw determinujacych sukces w wielu dyscyplinach sportowych.
Uzyskiwane warto$ci mocy migsniowe] zalezne sg zaréwno od sity jak 1 predkosci
wytwarzane] przez migsnie (Argus 1 wsp., 2014), dlatego tez istotne wydaje si¢ by¢
poszukiwanie rozwigzan treningowych i suplementacyjnych wplywajacych na poprawe tych
sktadowych. Dotychczasowe badania wykazaly istotny wzrost generowanych warto$ci mocy

mig$niowe] w nastepujacych po sobie kolejnych seriach ¢wiczenia oporowego (Tillin
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i Bishop, 2009; Wilk iwsp., 2019), atakze korzystny wplyw ¢wiczenia aktywacyjnego na
efektywnos¢ pozniej wykonywanych ¢wiczen eksplozywnych jak rzuty, skoki czy uderzenia
(Sale, 2002; Marques i wsp., 2007; Golas i wsp., 2016). Wzrost generowanych warto$ci mocy
mig$niowe] obserwowany miedzy poszczegdlnymi seriami ¢wiczen oporowych, a takze
bezposrednio po nich okresla si¢ jako efekt wzmocnienia poaktywacyjnego (PAP).

Chociaz juz samo wykorzystanie PAP moze by¢ skutecznym i praktycznym
rozwigzaniem dla zwigkszenia sily i mocy migsniowej to w sporcie powszechng praktyka jest
stosowanie Srodkéw ergogennych, ktérych efekt dziatania moze dziala¢ synergistycznie
z PAP. Jednym z suplementow stosowanych w treningu oporowym jest kofeina (KOF)
I dotychczasowe badania potwierdzaja wptyw KOF na poprawe generowanych warto$ci mocy
mig$niowe] podczas ¢wiczen oporowych (Mora-Rodriguez iwsp., 2012; Pallarés iwsp.,
2013; Diaz-Lara iwsp., 2016; Grgic iwsp., 2018). Najczgéciej stosowane protokoty
suplementacje obejmuja dawki wynoszace od 3 do 9 mg/kg/masy ciata (m.c.) ale dobor
optymalnej ilosci KOF moze si¢ jednak rozni¢ iby¢ zalezny od rodzaju stosowanego
¢wiczenia, objetosci 1 intensywnos$ci wysitku, atakze rodzaju skurczu mig$niowego
przewazajacego w wysitku (Pallarés i wsp., 2013; Grgic i wsp., 2018; Sabol i wsp., 2019).

Biorgc pod uwage powszechne stosowanie KOF, jak i skuteczno$¢ PAP w poprawie
wydajnosci ¢wiczen istotna wydaje si¢ by¢ ocena czy PAP moze ulec poprawie po spozyciu
KOF. Zgodnie z wiedzg autoroéw, tylko jedno dotychczasowe badanie dotyczyto efektywnosci
PAP po suplementacji KOF (Guerra i wsp., 2018) i wykazato ono synergiczne dziatanie PAP
i KOF, ktore skutkowalo istotng poprawa wyniku wyskoku dosigznego w grupie
profesjonalnych pitkarzy. Biorgc pod uwage fakt, ze wyciskanie sztangi na tawce lezac (WL)
jest jednym z najpopularniejszych ¢wiczen oporowych stosowanych w celu zwigkszenia sity
i mocy konczyn gornych to uzasadniona wydaje si¢ by¢ ocena czy efektywno$é¢ PAP mozne
zosta¢ zwigkszona podczas kolejnych serii WL po przyjeciu réznych dawek KOF.

Dlatego gltownym celem tego badania bylo sprawdzenie wpltywu spozycia KOF
(3mg/kg/m.c.) na wykorzystanie PAP poprzez ocen¢ generowanych wartosci mocy
mig$niowej 1 predkosci sztangi podczas wykonywania kolejnych serii WL. Postawiono
hipoteze, ze natychmiastowe spozycie KOF wptywa na wystapienie PAP podczas kolejnych
serii WL w porownaniu z placebo (PLAC).

2. Materialy i metody
Uczestnicy badania
Dwunastu zdrowych mezczyzn, doswiadczonych w treningu sity mig$niowej (wiek:

25,1 £ 1,9 lat, masa ciata: 78,5 + 8,5 kg, IRM: 127.3 + 14.5 kg; srednia £ odchylenie
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standardowe) po podpisaniu pisemnej zgode¢ na uczestnictwo w badaniach dobrowolnie
wzieto w nich udziat. Uczestnicy mieli co najmniej roczne do§wiadczenie w treningu sitowym
(2,7 £ 0,9 roku). Wszyscy uczestnicy byli konsumentami KOF, a ich dzienne spozycie KOF
wynosito §rednio 3,8 + 0,8 mg/kg/m.c. (298 £ 40 mg KOF dziennie). Kryteria przystgpienia
do badania byty nastepujace: (a) brak zaburzen uktadu nerwowo- mig¢$niowego, (b) warto$¢
1RM w wyciskaniu sztangi lezac na tawce ptaskiej wynoszaca, co najmniej 120 % m. c.
(c) érednie spozycie kofeiny powyzej 3 mg/ kg.m.c/dzien (~250 mg dziennie). Badani byli
zobowigzani do powstrzymania si¢ od spozywania alkoholu i tytoniu, lekow i suplementow
diety, w trakcie trwania eksperymentu, jak ina dwa tygodnie przed jego rozpoczeciem.
Protokot badania zostat zatwierdzony przez Uczelniang Komisj¢ Bioetyczng ds. Badan
Naukowych Akademii Wychowania Fizycznego im. Jerzego Kukuczki w Katowicach, Polska,
zgodnie ze standardami etycznymi Deklaracji Helsinskiej, 2013.
Ocena nawykowego spozycia kofeiny

Nawykowe spozycie KOF oceniono przy pomocy zaadaptowanego na potrzeby badan
kwestionariusza dotyczacego czestotliwosci spozycia zywnosci (FFQ) (Biihler i wsp., 2014).
Porcje, w miarach domowych, zostaly wykorzystane do oszacowania ilosci spozywanej
zywnosci zgodnie z nastgpujaca czestotliwoscig konsumpcji podczas dnia, tygodnia
I miesigca. Informacje na temat zawarto$ci KOF zaczerpnigto z uprzednio opublikowanych
informacji zywieniowych i tabeli wartosci odzywczych (Burke, 2008; Frankowski iwsp.,
2008). Na podstawie odpowiedzi w FFQ, wykwalifikowany dietetyk oszacowal nawykowe
spozycie kofeiny dla kazdego uczestnika.
Projekt eksperymentalny

W trakcie trwania badan kazdy z uczestnikow otrzymal w kolejnosci losowej PLAC
i KOF z zachowaniem zasady podwojnego za$lepienia. Czas przerwy pomigdzy sesjami
laboratoryjnymi wynosit 7 dni tak, aby umozliwi¢ petng regeneracje 1 eliminacje¢ aktywnych
metabolitow KOF z osocza.

Podczas dwoch sesji eksperymentalnych, uczestnicy przyjmowali placebo (PLAC) lub
KOF w dawce 3 mg/kg/m.c. (KOF-3). Czas odstepu pomigdzy podaniem suplementu i proba
testowg wynosit 60 minut. Nastgpnie wykonywano 3 serie po 3 powtdrzenia wyciskania
sztangi lezac (WL) przy =zastosowaniu obcigzenia zewngtrznego 50%I1RM. Badani
zobowigzani byli do powstrzymywania si¢ od treningbw na dzien przed sesjami
laboratoryjnymi, ale jednocze$nie zachowanie zwyczajowej aktywno$ci na czas trwania

badan. Uczestnikdw poproszono réwniez o powstrzymanie si¢ od spozywania KOF na 12
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godzin przed kazdym badaniem. Wszystkie testy przeprowadzono w Laboratorium Sity
I Mocy Akademii Wychowania Fizycznego im. Jerzego Kukuczki w Katowicach.
Protokot badan

Przed sesjg zapoznawczg uczestnicy przybyli do laboratorium o tej samej porze dnia, co
w nadchodzacych sesjach eksperymentalnych (migdzy 9:00, a 11:00). Badani wykonali
standaryzowang rozgrzewke (Wilk i wsp., 2019), a nastgpnie oceniono 1RM w WL testem
zgodnym z protokotem Saeterbakken’a (2011).

Proby eksperymentalne sktadaty si¢ z 2 sesji testowych. Pora badania oraz rozgrzewka
przed sesjami eksperymentalnymi bylta identyczna z zastosowang podczas sesji zapoznawczej.
Po rozgrzewce uczestnicy wykonali trzy serie WL, wykonujac 3 powtdrzenia w kazdej serii
Z obcigzeniem zewnetrznym 50% 1RM z zachowaniem 5 minutowego okresu
wypoczynkowego migdzy seriami. Faza koncentryczna oraz ekscentryczna ruchu byla
wykonywana w maksymalnym mozliwym tempie. Do oceny badanych parametréw uzyto
transduktora liniowego Tendo TM Power Analyzer (Tendo Sport Machines, Trencin,
Stowacja). Pomiaru dokonano niezaleznie dla kazdego powtdrzenia iuzyskano warto$ci
szczytowe] mocy migsniowej (PP), sredniej mocy migsniowej (MP), predkosci szczytowej
(PV), $redniej predkosci (MV).

Analiza statystyczna

Testy Shapiro-Wilk, Levene iMauchly’s zastosowano w celu zweryfikowania
normalnosci, jednorodno$ci oraz sferycznosci danych wejsciowych do analiz. Weryfikacje
réznic pomiedzy seriami 1,2 13 w aspekcie warto§ci generowanej mocy mig$niowej
i predkosci po zastosowaniu KOF-3 i PLAC, przeprowadzono przy uzyciu analizy wariancji
ANOVA z powtarzanymi pomiarami. Obliczono rowniez procentowe przyrosty wzgledne
Z zalozeniem 95% przedziatow ufnosci. Wszystkie analizy statystyczne przeprowadzono za
pomocg programu Statistica 9.1 i przedstawiono, jako srednie i odchylenia standardowe.

3. Wyniki
Nie zaobserwowano istotnych réznic w analizowanych zmiennych (MP, PP, MV, PV)

miedzy poszczegolnymi seriami z zastosowaniem PLAC i KOF-3 (Tabela 1).

38



Tabela 1. Wyniki zmian generowanych wartosci mocy mig$niowej i predkosci pomiedzy trzema kolejnymi

seriami WL po podaniu PLAC i KOF-3 (opracowanie wlasne)

Seria 1 Seria 2 Seria 3 F P
PP [W]

PLAC 886 + 153 868 +£156 891 +144 0.55 058
(95% CI) (789 ; 984) (769; 968) (799 ; 982) ' '

KOF-3 928 + 200 919 + 200 888 + 170 057 057
(95% CI) (778 ; 989) (814 ; 1031) (851;1019) ' '

MP[W]

PLAC 474 +£100 475+ 93 482 +94 1.22 0.31
(95% CI) (409 ; 538) (416 ; 534) (422 ; 542)

KOF-3 474 £ 95 480 + 97 466 + 97 1.35 0.27
(95% CI) (413 ; 535) (418 ;542) (405 ; 528)

PV [m/s]

PLAC 1.45+0.15 1.42 +0.15 1.44+0.15 0.85 0.44
(95% CI) (1.35; 1.55) (1.32;1.52) (1.35; 1.54)

KOF-3 1.45+0.16 1.46+0.16 1.44+0.22 0.13 0.87
(95% ClI) (1.34; 1.55) (1.35; 1.57) (1.30; 1.58)

MV [m/s]

PLAC 0.95 + 0.08 0.95+0.08 0.96 £ 0.07 0.15 0.85
(95% CI) (0.90 ; 1.00) (0.90 ; 1.00) (0.91; 1.01)

KOF-3 0.92 +0.08 0.94+0.10 0.92+0.10 1.48 0.25
(95% CI) (0.87;0.97) (0.88;1.01) (0.85; 0.99)

4. Dyskusja

Wyniki badania nie wykazaty istotnych réznic w nast¢pujacych po sobie seriach WL
w zadnej analizowanej zmiennej mi¢dzy suplementacja PLAC, a KOF-3. Uzyskane rezultaty
wskazuja, ze zastosowanie KOF-3 nie mialo wplywu na wystgpienie efektu PAP podczas WL
w badanej grupie osob.

Prezentowane badanie jest pierwszym, ktore uwzglednia dwa wazne czynniki
wplywajace na poziom generowanych wartoSci mocy mig¢sniowej i predkosci sztangi
W ¢wiczeniach oporowych. Sam PAP bez przyjmowania KOF moze, co prawda poprawié
wartosci mocy mig$niowej i predkosci sztangi w ¢wiczeniach oporowych (Tillin i Bishop,
2009; Gotas i wsp., 2016; Wilk i wsp., 2019), jednak wptyw PAP zalezy od wielu zmiennych
treningowych, wtym szczegolnie od wartosci zastosowanego obcigzenia zewngtrznego
(Hrysomallis i Kindgell, 2001; Farup i Serensen, 2010; Liossis i wsp., 2013; Bogdanis, 2019).
Pomimo faktu, ze wczesniejsze badania potwierdzity, ze niskie lub umiarkowane obcigzenia
(40-65% 1RM) moga poprawi¢ pozniejsze wartosci mocy migsniowej i predkosci sztangi
(Baker, 2003; Liossis i wsp., 2013; Bogdanis, 2019) to w badaniu wtasnym nie wykazano
istotnych zmian w trakcie nastgpujacych po sobie seriit WL z obcigzeniem zewnetrznym 50%
IRM po podaniu PLAC. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w dotychczasowych publikacjach
(Baker, 2003; Liossis iwsp., 2013; Bogdanis iwsp., 2019) wartoSci generowanej mocy

migsniowe;j i predkosci sztangi oceniano podczas wyrzutu sztangi lezac, a nie w klasycznym
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WL, ktore zastosowano w protokole badan wilasnych. Roznice w ¢wiczeniach
wykorzystywanych do oceny generowanych warto$ci mocy mig$niowej i predkosci sztangi
moga thumaczy¢ uzyskanie sprzecznych wynikow.

Innym waznym aspektem rozwazanym w niniejszym badaniu byl wptyw przyjmowania
KOF na PAP podczas ¢wiczen WL. Dotychczasowe badania wykazaly, ze suplementacja
KOF zwigksza generowane wartosci mocy migsniowej (Pallarés iwsp., 2013; Grgic
i Mikulic, 2017). Guerra iwsp. (2018) wykazali istotng poprawe wynikow wyskoku
dosieznego po 1, 3 i 5 minucie po ¢wiczeniu aktywacyjnym i spozyciu KOF (5 mg/kg/m.c.)
w poroéwnaniu z PLAC. Jest to jednak wyzsza dawka suplementu od zastosowanej we wtasnej
procedurze testowej (5mg/kg/m.c. vs 3mg/kg/m.c.) i by¢ moze, dlatego wyniki naszych badan
nie potwierdzajg istotnego wptywu spozycia KOF na PAP. Brak istotnych zmian po przyjeciu
KOF-3 we wszystkich analizowanych zmiennych (PP, MP, PV, MV) miedzy kolejnymi
seriami WL moze by¢ takze zwigzany ze S$rednim dziennym spozyciem KOF przez
uczestnikow. Wedlug badan (Svenningsson i wsp., 1999; Fredholm i wsp., 1999) nawykowe
spozycie KOF moze modyfikowaé reakcje fizjologiczne poprzez regulacje wrazliwosci
receptorow adenozynowych oraz wplywaé¢ na metabolizm KOF poprzez przyspieszona jej
konwersje do innych metabolitow przez cytochrom P450. Dlatego tez, wczesniejsze badania
wykorzystujace stosowanie KOF pokazuja, ze jej nawykowe przyjmowanie moze zmniejszaé
efekt ergogenny w przypadku doraznej suplementacji (Beaumont i wsp., 2017; Lara i wsp.,
2019). Do tej pory nie ma jednak dostepnych danych naukowych na temat wptywu spozycia
KOF na PAP unawykowych konsumentéw KOF, co ogranicza mozliwo$¢ pordéwnania
naszych wynikow z innymi badaniami.

Ponadto, skuteczno$¢ wplywu spozywanej KOF na generowane wartos¢ 1 mocy
mig$niowe] konczyn goérnych zalezy rowniez od wartoSci obcigzenia zewngtrznego
zastosowanego W procedurach testowych. Poprzednie badania wykazaty, ze spozycie KOF
w dawce 3 mg/kg/m.c. zwigksza predkos¢ sztangi 1 generowanych warto$ci mocy migsniowe]
podczas wyciskania na tawce lezac przy obcigzeniach 25-50% 1RM, podczas gdy wymagana
byta wyzsza dawka KOF (9mg/kg/m.c.), gdy zastosowano submaksymalne obcigzenia (90%
1RM) (Pallarés i wsp., 2013). Wilk i wsp. (2019) nie wykazali zadnych istotnych zmian mocy
migsniowe;j i predkosci sztangi przy 50% 1RM po zastosowaniu 3, 6 lub 9 mg/kg.m.c KOF
w poréwnaniu z PLAC. Wyniki tych badan wskazuja, ze nie tylko dawka KOF, ale takze
wartos¢ zastosowanego obcigzenia zewngetrznego moze byc¢ istotng zmienng podczas analizy

wptywu spozycia KOF na PAP. Dlatego wyniki naszego badania nie mogg przekladac¢ si¢ na
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innego rodzaju ¢wiczenia z innym obcigzeniem zewngtrznym, inng objetoscig lub
intensywno$cig ¢wiczen.

Niniejsze badanie ma kilka ograniczen, ktoére nalezy uwzgledni¢. U badanych
sportowcOw nie przeprowadzono oceny zmienno$ci genetycznej zwigzanej z metabolizmem
KOF. Jednak prawdopodobienstwo posiadania genotypu ADORA2A 1083TT zwigzanego
z odczuwaniem niepokoju wywotanego KOF zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem dziennego
spozycia KOF i osoby z tym genotypem czg$ciej ograniczajg jej spozycie (Cornelis i wsp.,
2007). Procedura badania zaktadata, ze wszyscy uczestnicy byli przyzwyczajeni do dziatania
KOF w podobnym stopniu, pomimo, ze ich dzienne spozycie KOF wykazywalo pewne
r6éznice mig¢dzyosobnicze.

5. Podsumowanie

Wiyniki niniejszego badania pokazuja, ze suplementacja KOF-3 nie wykazata Zadnych
istotnych zmian mocy migéniowej i predkosci sztangi podczas WL z obcigzeniem
zewnetrznym 50% 1RM u mezczyzn nawykowo stosujagcych KOF w poréwnaniu do PLAC.
Ponadto, zastosowanie KOF-3 nie przyczynito si¢ do wystapienia efektu PAP w badanej
grupie. Zracji faktu, ze nie ma wystarczajacych danych naukowych na temat wplywu
spozycia KOF i PAP, przyszte badania powinny porownacé t¢ zaleznos¢, jednakze przy uzyciu
innych dawek KOF, innego rodzaj ¢wiczen i réznych wartosci obcigzenia zewn¢trznego.
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Streszczenie

Cwiczenia oporowe nalezg do powszechnych metod treningowych wsréd mezczyzn i kobiet w réznym wieku
i o réoznym poziomie sprawnosci fizycznej. Roznice w czynnikach somatycznych, hormonalnych oraz
anatomicznych miedzy plciami wskazuja na odmienny rodzaj i metody treningu oporowego. Kobiety
charakteryzuja si¢ wyzszym poziomem widkien wolnokurczliwych oraz wyzsza odpornoscia na zmeczenie
mie$ni w poréwnaniu do mezczyzn, szczegédlnie podczas ¢wiczen o niskiej lub umiarkowanej intensywnosci.
Natomiast mezczyzn cechuje wicksza masa migéni szkieletowych, wigckszy przekrdj poprzeczny miesni,
przewaga wiokien szybkokurczliwych oraz wykorzystanie glikolitycznych szlakow metabolizmu. Mezczyzni ze
wzgledu na wyzszy poziom hormondéw anabolicznych posiadajg wicksze zdolnosci rozwoju hipertrofii
migsniowej. Ponadto mezczyzni posiadaja wyzszy poziom sity migsniowej bezwzglednej, jak i wzgledne;j.
Prawidtowo zaplanowany program treningowy powinien, zatem uwzgledni¢ zdolno$ci charakterystyczne dla
danej pfci.

Stowa kluczowe: trening oporowy, réznice anatomiczne i biochemiczne, pte¢

Differences in the development of muscular strength of the upper body

between men and women

Summary

Resistance exercises are common training methods among men and women of different ages and with different
levels of physical skills. Differences in somatic, hormonal and anatomical factors between the gender indicate
a different type and methods of resistance training. Women are characterized by a higher level of type I fibers
and higher resistance to muscle fatigue compared to men, especially during exercises of low or moderate
intensity. In contrast, men are characterized by higher skeletal muscle mass, larger muscle cross-sectional area,
predominance of type Il fibers and the use of glycolytic metabolism pathways. Men, due to higher levels of
anabolic hormones, have greater abilities to develop muscle hypertrophy. In addition, men have a higher level of
absolute and relative muscle strength. A properly planned training program should therefore take into account
gender specific abilities.

Keywords: resistance training, anatomical and biochemical differences, gender

1. Roznice anatomiczne i biochemiczne

Roéznice anatomiczne miedzy plciami przejawiajg si¢ przede wszystkim w budowie
ciala, jego proporcjach, a takze w sktadzie masy ciata. Budowa ciata kobiet charakteryzuje
m.in. szersze biodra w stosunku do talii i ramion, nizej potozony $rodek cigzkosci ciata oraz
krotsze dzwignie. Natomiast me¢zczyzn charakteryzuja szersze ramion, dtuzsze dZzwignie oraz
wyzej potozony $rodek ciezkosci ciata. Janessen 1 in. (2000) badali wptyw wieku, pici, sktadu
masy ciala oraz wysokosci ciala na mase¢ 1 rozklad miegsni szkieletowych miedzy

mezczyznami 1 kobietami w wieku 18-88 lat. Autorzy wskazali, ze m¢zczyzni mieli znacznie
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wyzszy poziom masy miesni szkieletowych, w przeciwienstwie do kobiet zarowno
w warto$ciach bezwzglednych (33.0 vs. 21.0 kg), jak i w stosunku do masy ciata (38.4 vs.
30.6%). Co wigcej, w niniejszym badaniu réznice miedzy piciami byly wyzsze w gornej
cze¢sci ciata (40%), podczas gdy roznice w dolnej czesci ciata wynosity zaledwie 33%. Ponad
to, pte¢ ma duzy wplyw na morfologie¢ i funkcje mieéni szkicletowych, wykorzystanie
substratow energetycznych i aktywacj¢ nerwowo-migsniowag (Hicks 1 in., 2001).
Dotychczasowe badania sugeruja, ze sklad typu wiokien migs$ni szkieletowych zalezy od pfci.
Mgzczyzni charakteryzujg si¢ wyzszym poziomem beztluszczowej masy ciata, a wszystkie
wlokna migsniowe majg znacznie wigkszy przekrdj poprzeczny, w porownaniu z kobietami
(Miller 1 in., 1993), przez co maja zdolno$¢ do generowania wyzsze] wartosci sily
mig$niowej. Mniejsza sila migsniowa kobiet wynika z mniejszej objetosci widkien
migsniowych (Miller, 1993) oraz przewagi wiokien o charakterze tlenowym- typu | (wiokna
wolnokurczliwe) (Staron i in., 2000; Welle i in., 2008). Ponadto kobiety wykazuja mniejsze
roznice w proporcjach migdzy wtoknami typu I i II (beztlenowe, szybkokurczliwe), co moze
wptywa¢ na wydluzenie pracy przez zwigkszenie zdolnosci do wytrzymatosci (Salvador,
2005). Badania Dreyer i in. (2010) dowodza, ze me¢zczyzni charakteryzuja sie¢ wyzsza
warto$cig sily migsniowej przez wigkszy przekrdj poprzeczny migénia, wyzszy poziom
hormonéw anabolicznych, a réznica migdzy piciami w masie mi¢§niowej zalezy od nizszego
poziomu testosteronu wsrod kobiet. Uktad endokrynny jest szczegélnie wrazliwy na
¢wiczenia oporowe, a zmiany st¢zenia hormondéw anabolicznych 1 katabolicznych sa
zwigzane z procesem odbudowy uszkodzonych komoérek migsniowych po wysitku fizycznym,
a tym samym majg wpltyw na wielkos$¢ i tempo adaptacji w nastepstwie wysitku oporowego
(Kraemer 1 Ratamess, 2005). Hormony, szczegélnie testosteron, maja znaczacy wplyw na
szybkos¢ syntezy biatek oraz rodzaj substratow metabolizowanych podczas ¢Ewiczen
1 bezposrednio po nich. Badania wykazaly, ze blokowanie dziatania hormonéw anabolicznych
zmniejsza tempo zmian adaptacyjnych 1 skutecznos¢ programow treningu sily mig$niowe;,
dlatego testosteron odgrywa znaczaca role w posredniczeniu i rozwoju hipertrofii sity
migsniowe] (Kadi, 2008). Kobiety dysponuja nizszym poziomem androgendow we krwi
1 wyzszym stgzeniem estrogenu, co posrednio ma wptyw na nizszy wzgledny przyrost migsni
w odpowiedzi na ¢wiczenia oporowe, w poroOwnaniu z mezczyznami. Dodatkowo wedlug
badan Kadi i in. (2000), migsnie gornej czeSci ciala mogg mie¢ wiece] receptorow
androgenowych, niz migsnie dolnej czesci ciata. Wplyw roéznic hormonalnych w rozktadzie
masy migsniowe] migdzy mezczyznami i kobietami zalezy od wigkszej ilosci receptorow

androgenowych w migéniach gornej czesci ciata, a takie interakcje moga mie¢ wplyw na
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przyrost sity migsniowej w odpowiedzi na ¢wiczenia oporowe (Gentil 1 in., 2016). Zatem jest
mozliwe, ze omawiana réznica hormonalna moze pozwoli¢ na wigkszy rozwoj migsni
konczyn gérnych u megzczyzn w poréwnaniu z kobietami (Gentil 1 in., 2016), a wptyw
testosteronu na przyrosty sily migsniowej moze by¢ wigkszy, niz jego wptyw na przyrost
masy mi¢sniowej. Co wigcej, badania (Hunter 1 in., 2006) sugeruja, ze kobiety maja wyzsza
odpornos¢ na zmeczenie migs$ni szkKieletowych niz mezczyzni, szczegdlnie podczas ¢wiczen o
niskiej lub umiarkowanej intensywnosci. Autorzy wskazali, ze kobiety sg bardziej odporne na
zmeczenie podczas skurczow  izometrycznych oraz podczas ¢wiczen z  seriami
wykonywanymi do niewydolnosci mig$niowej (Fulco i in., 1999; Miller i in., 1993; Maughan
iin., 1986; Wilk i in., 2019).

Badania sugeruja, ze istnieja réznice migdzy kobietami, a mezczyznami w aktywacji
nerwowo-migsniowej oraz w reakcjach fizjologicznych, w tym w wykorzystaniu substratow
energetycznych podczas wysitku fizycznego (Hicks i in., 2001). Russ i in. (2005) wykazali
r6éznice migdzy plciami w resyntezie ATP podczas aktywnosci fizycznej. Dowiedziono, ze
wysilek fizyczny realizowany przez mgzczyzn opiera si¢ na szlakach glikolitycznych, podczas
gdy kobiety maja wyzszy poziom wykorzystania procesow oksydacyjnych do metabolizmu
energetycznego (Russ i in., 2005). Dane dotyczace biopsji mig¢éni z zawarto$cig glikogenu
mig$niowego wykazaly nizsze aktywnosci enzymow glikolitycznych (kinaza pirogronianowa,
fosfofruktokinaza i dehydrogenaza mleczanowa) u kobiet, co zmniejszyto ich potencjat do
glikolizy beztlenowej (Tarnopolsky, 2000). W nastgpnych badaniach wykazano, ze kobiety
maja wigksza zdolno$¢ oksydacyjna i1 polegaja bardziej na fosforylacji oksydacyjnej (ttuszcz
i weglowodany) produkcji ATP (Russ i in., 2005; Tarnopolsky i in., 1990), zmniejszajac w
ten sposob poleganie na szlakach glikolitycznych, ktére pozwalajg im na wykorzystanie
dostgpnego tlenu w bardziej wydajny sposob (Fulco i in., 1999), w przeciwienstwie do
mezcezyzn. Ostabione poziomy glikogenu w szlaku glikolitycznym moga powodowaé nizsze
stezenie mleczanu u kobiet, w poréwnaniu do mezczyzn. Co wigcej kobiety moga ostabiac
poziomy katecholamin w osoczu podczas aktywnosci o wysokiej intensywnosci, a estrogen
wpltywa na wykorzystanie w wigkszym stopniu lipidow oraz w mniejszym weglowodanow
1 biatek, jako zrodta energii podczas dtugotrwatych ¢wiczen, w poréwnaniu z m¢zczyznami
(Tarnopolsky, 2008). To odkrycie doprowadzito do przekonania, Ze estrogen ma wlasciwosci
oszczedzajace glikogen (Tarnopolsky, 2008). Natomiast mezczyzni wykazuja wieksza
aktywno$¢ kilku enzymow glikolitycznych, niz kobiety (Simoneau i in., 1989) oraz
wykorzystuja glikolityczne szlaki metabolizmu. Ro6znice migdzy plciami w zdolno$ciach

metabolicznych wykazaty, ze wigksze zapotrzebowanie metaboliczne i zmniejszona
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dostepnos¢ tlenu zwigkszy zalezno$¢ od beztlenowych szlakéw metabolicznych u mezczyzn

i produktow ubocznych tych szlakoéw (H, Pi, HyPO,), ktére zostaly skorelowane ze

zmeczeniem (Caiozzo i

Haddad, 1996).

Ponizej

(tab. 1.) wykonano zestawienie

najwazniejszych cech charakterystycznych dla danej ptci w planowaniu treningu oporowego.

Tab. 1. Roéznice anatomiczne i biochemiczne miedzy kobietami, a mezczyznami w ksztattowaniu sity

mig$niowej
Kobiety Mezczyzni
Migsnie o Wyzszy odsetek wiokien tlenowych- o Wigksza masa mig¢$ni szkieletowych
szkieletowe typu | szczegllnie w gornej czesci ciala

e Mniejsze rdznice w proporcjach e Wigkszy przekroj poprzeczny migsni
migdzy widknami typu 111l e Wyzszym poziomem bezthuszczowe;j

® Wyzsza odporno$¢ na zmgczenie masy ciala
miesni podczas ¢wiczen o niskim lub o Wyzsza warto$¢ sity migsniowej przez
umiarkowanym natezeniu wysitku wicksze wymiary ciata

e Wyzsza odporno$¢ na zmeczenie e Przewagg ilosci wiokien typu II, ktore
podczas skurczéw izometrycznych przez duzg liczbe miofibryli oraz wigksza
oraz podczas ¢wiczen z seriami silg skurczu mig§niowego podatne sg
wykonywanymi do niewydolnosci hipertrofii, generuja istotnie wyzsze
mig$niowej warto$ci mocy, lecz ich odpornos¢ na

o Niska warto$¢ sity skurczu zmeczenie jest mniejsza
mig$niowego

* Wyzsza odporno$¢ na wysitkowe
zmeczenie

Hormony o Nizszy poziom androgenow we krwi, e Wyzszy poziom hormondw anabolicznych

ktéry powoduje powoduja mniejszy ¢ 10 razy wiecej krazacego testosteronu,
wzgledny przerost migsni w ktory ma znaczacy wptyw na szybkos¢
odpowiedzi na ¢wiczenia oporowe syntezy biatek

o Wyzsze stezenie estrogenu

Zrédia e Zdolno$¢ oksydacyjna polegajaca na e Wykorzystanie glikolitycznych szlakow
energetyczne fosforylacji oksydacyjnej (ttuszcz i metabolizmu

weglowodany) produkcji ATP e Zmniejszona dostepnos¢ tlenu zwigksza

o Nizsze aktywnosci enzymow zaleznos¢ od beztlenowych szlakow
glikolitycznych tj. kinaza metabolicznych i produktéw ubocznych
pirogronianowa, fosfofruktokinaza i tych szlakow (H, Pi, H,POy)
dehydrogenazy mleczanowej

o Wykorzystanie w znacznej czesci
lipidéw oraz mniej weglowodanow i
biatek, jako zrodla energii

2. Ksztaltowanie sily mi¢Sniowej gornej czesci ciala

Roéznice anatomiczne 1 somatyczne oraz mechanizmy fizjologiczne wplywaja na
ksztaltowanie sity migsniowej wsrodd kobiet 1 mezczyzn. Badania w kierunku zrozumienia
roznic mi¢dzy plciami w zakresie treningu oporowego moga kreowac bardziej dostosowane
i skuteczne strategie adaptacji uktadu nerwowo-migsniowego. Dotychczasowe doniesienia
naukowe potwierdzaja istnienie znaczacych roznic we wzglednej i bezwzglednej sile
mig$niowe] miedzy kobietami 1 mezczyznami. Thomas i1 in. (2004) poréwnywali site
maksymalng (test IRM) gornej czesci ciata kobiet 1 mezczyzn w odniesieniu do masy ciala.

Test 1IRM w wyciskaniu sztangi lezac wykazat, ze mezczyzni uzyskali 109% do 140% masy
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ciata, gdy wsrod kobiet odnotowano wyniki na poziomie 56% do 71% (Thomas i in., 2004).
Salvador i in. (2005) zidentyfikowali réznice w poziomie sity mig¢$niowej miedzy pitciami
zardbwno w wartosciach bezwzglednych, jak i wzglednych w ¢wiczeniach gérnej czesci ciala,
tutowia 1 dolnej czesci ciata. Mg¢zczyzni prezentowali wyzsze wartosci w poroOwnaniu
z kobietami w testach 1RM, jednak, kiedy poréwnano wyniki w oparciu o masg ciala, réznice
ulegly zmniejszeniu, mimo to zachowaty istotnos¢ statystyczng. Warto$ci istotne statystycznie
sity wzglednej u kobiet w wyciskaniu sztangi lezac wynosity ~58% wartoSci osiagnietych
przez me¢zczyzn. Wyniki te sugerujg, ze roznice miedzy ptciami mogg wptywac na tempo
rozwoju sity migsniowej (Bishop 1 in., 1987). Badania Lovell i in. (2011) potwierdzajg te
zalezno$¢ wsrdd osob aktywnych fizycznie. Ponownie mezczyzni osiagneli wyzsze wyniki
(81£19 vs. 37£8), w przeciwienstwie do kobiet (Lovell i in., 2011). Monteiero i in. (2016)
przeanalizowali réznice wzglednej sity mig$niowej w grupie osob trenujacych rekreacyjnie.
Zgodnie z weczesniejszymi badaniami sita wzgledna mezczyzn byla wyzsza zarowno
w wyciskaniu sztangi lezac (157.1%), jak i w przysiadzie (67.1%). Dodatkowo Amasay i in.
(2016) analizowali warto$ci bezwzgledne w wyciskaniu sztangi lezac dowodzac, ze
mezczyzni uzyskali 77.7 kg wigcej od kobiet (114.8£18.9 kg vs. 37.1£7.8 kg), a sila
bezwzgledna kobiet wynosita zaledwie 32% sity migsniowej mezezyzn. Jednak w odniesieniu
do masy ciala (ktora obliczono jako mas¢ beztluszczowa) mezczyzni podnosili 2.4 razy
wiece] masy, niz kobiety (141+20.7 % vs. 59.5+£8.7 %) (Amasay 1 in., 2016). Co wigcej,
badania Gotas$ 1 in. (2018) wykazaly, Ze roznice fizjologiczne miedzy plciami wptywaja na
wzorzec aktywnosci migsniowej (tab. 2.). Podczas wyciskania sztangi lezac na plaskiej tawce,
wzrost obciazenia zewnetrznego z wartoSci 55% do 100%RM w grupie kobiet zwigksza
aktywno$¢ mieg$nia naramiennego o 67,8%, a migsnia piersiowego wigkszego o 46,2%.
Natomiast u mezczyzn wzrost obcigzenia zewngtrznego wplywa na wzrost aktywnos$ci
migs$nia naramiennego o 74,6%, a piersiowego wigkszego o 27,1%. Najwigksza uwage nalezy
zwroci¢ na zmiang¢ aktywnosci glowy dlugiej migsnia trojglowego ramienia, ktory
u mezczyzn wzrasta o 73,7%, za$ u kobiet niemalze o 36,4%. Co wigcej, roznice somatyczne
oraz fizjologiczne migdzy kobietami, a mezczyznami mogg istotnie wptywacé na wartosci
czasu napiecia migsniowego (TUT) oraz ilosci powtorzen (REP). Badania Wilk i in. (2018)
(tab. 2.) przeprowadzone w grupie mezczyzn (70%RM, tempo 2/0/2/0), wykazaly ze
calkowity czas napiecia migsniowego (TTUT) uzyskany podczas 5 serii wyciskania sztangi
lezac wynosi 124.65+33s. Natomiast w grupie kobiet catkowite wyczerpanie mig$niowe po
wykonaniu 5 serii wyciskania sztangi lezac wystapito pozniej zard6wno stosujac szeroki

uchwyt sztangi (WGBP) 218.35+£24s, jak i waski uchwyt sztangi (CGBP) 197.19+28s
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(Gepfert i in., 2019). Objetos¢ wysitku liczona przez liczb¢ wykonanych powtorzen (REP)
rowniez byta wyzsza w grupie kobiet i wynosita odpowiednio 54+6 i 49+5 dla WGBP oraz
CGBP (tab. 2.), natomiast w grupie me¢zczyzn wynosita zaledwie 2847 REP (Wilk i in.,
2018).

Tab. 2. Porownanie wybranych warto$ci migdzy kobietami, a mg¢zczyznami w wyciskaniu sztangi lezac

Kobiety

Mgzezyzni

Sita mig$niowa

o Sita gérnej czesci ciata u kobiet jest o
50% do 60% mniejsza niz sita gornej
czesci ciata u mezeczyzn

e Roznica procentowa w konczynach
gornych kobiet w poréwnaniu do
mezcezyzn wynosi od 44% do 79%

e W odniesieniu do beztluszczowej
masy ciata mas¢ me¢zczyzni
podnosili 2.4 razy wigcej masy, niz
kobiety

e Wyzsza warto$¢ 1RM (sita
bezwzgledna)

o Wyzszy poziom sity wzglednej

REP
(Repetition)

e TREP w tempie 2/0/2/0 i 70%RM w
WGBP 54+6 i CGBP 49+5

e TREP w CGBP w tempie 70%RM w
tempie 2/0/X/0: 41.5 +12.9 1 WGBP:
465+ 159

o TREP w tempie 6/0/X/0 CGBP
70%RM: 34.3 £ 8.91 WGBP 38.8 +
11.2

e REP w tempie 2/0/2/0 i 70%RM
wynosit 28+7

e TREP w tempie 5/0/3/0 i 70%RM:
18.75+4.14

e TREP w tempie 6/0/4/0 i 70%RM:
15.71 £ 4.03

TUT
(Time Under Tension)

TTUT
(Total Time Under
Tension)

o TTUT w tempie 2/0/2/0 i 70%RM
WGBP: 218.35+24s i CGBP:
(197,19+28s)

o TTUT w tempie 2/0/X/0 w CGBP
169.1 £43.3 w WGBP 182.1 +£39.6

o TTUT w tempie 6/0/X/0 CGBP 230.3
+63.91 WGBP 182.1 £ 39.6

e TTUT w tempie 2/0/2/0 i 70%RM:
124.65+33s (Wilk et al., 2018)

e TTUT w tempie 5/0/3/0 i 70%RM:
166.6 +£29.27

e TTUT w tempie 6/0/4/0 i 70%RM:
178.89 +33.69

Aktywno$¢ o Wzrost obcigzenia zewngtrznego z e Wzrost obcigzenia zewnetrznego
mig$niowa wartos$ci 55% do 100%RM w grupie wplywa na wzrost aktywnosci
(EMG) kobiet zwicksza aktywno$¢ migsnia mig$nia naramiennego o 74,6%, a
naramiennego o 67,8%, a mig$nia piersiowego wigkszego 0 27,1%
piersiowego wigkszego 0 46,2% oraz oraz gltowy dlugiej migs$nia
glowy dlugiej migsnia trojgtowego trojglowego ramienia wzrasta o
ramienia wzrasta 0 36,4%. 73,7%
3. Whnioski

Badania dowodza, Ze istniejace roznice anatomiczne 1 biochemiczne miedzy kobietami

1 m¢zczyznami odgrywaja kluczowa role w ksztaltowaniu sily migsniowej. Poziom reakcji
adaptacyjnych na trening oporowy u obu plci jest inny przez réznice w budowie migsni,
sktadzie ciata, rodzaju wildkien miesniowych, hormondéw oraz wykorzystania zrodet
energetycznych. Dlatego prawidlowo zaplanowany program treningu oporowego powinien
uwzgledniaé ptec.
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Summary

Diclofenac (non-steroidal anti-inflammatory drug), has potential to accumulate in non-target organisms, like
plants and algae. The main problem with analysis of diclofenac content in plant/algae matrices is the presence of
a set of photosynthetic pigments: chlorophylls and carotenoids, that need to be removed from cells extract. The
aim of our study is to find the best way of sample purification for the determination of diclofenac concentration
in plant material, using green alga Chlamydomonas reinhardtii cells as a matrix. Our results showed, that
QUEChERS using PSA, GCB, Florisil® and Chlorofiltr® as sorbents results in significant loss of diclofenac or
in insufficient sample purification. In opposite, LLE was satisfactory as regards DF recovery, but did not remove
the cell-derived impurities efficiently. Thus, further attempts will be made to find method for purification of
algae matrix fortified with DF, to obtain both good analyte recovery and HPLC-acceptable extract purity.

Keywords: plant sample purification, Quechers, liquid-liquid extraction, Chlamydomonas reinhardtii.

Wyzwania w przygotowaniu probek do oznaczania diklofenaku

w komorkach mikroglonow za pomoca HPLC

Streszczenie

Diklofenak (niesteroidowy lek przeciwzapalny) z tatwoscia akumuluje si¢ w organizmach ,,niedocelowych”,
takich jak roéliny i glony. Gléwnym problemem zwigzanym z analiza zawarto$ci diklofenaku w matrycach
ros§linnych/glonowych jest obecno§¢ barwnikéw fotosyntetycznych: chlorofili i karotenoidéw, ktére nalezy
usungé z ekstraktow komorkowych. Celem naszych badan jest znalezienie najlepszego sposobu oczyszczania
probek do oznaczania stgzenia diklofenaku w materiale roslinnym. Jako matryca stuzag nam komorki zielenicy
Chlamydomonas reinhardtii. Nasze wyniki wskazuja, ze zastosowanie metody QuEChERS z PSA, GCB,
Florisilem® i Chlorofiltrem® w roli sorbentdow powoduje znaczng utrate diklofenaku lub niewystarczajace
oczyszczenie probki. Przeciwnie, metoda ekstrakcji ciecz-ciecz (LLE) daje zadowalajace efekty pod wzgledem
wielkosci odzysku diklofenaku, ale nie jest wystarczajaco skuteczna w usuwaniu zanieczyszczen pochodzacych
z komorek. Dlatego tez podejmowane beda dalsze proby znalezienia metody oczyszczania matrycy glonowej
fortyfikowanej diklofenakiem, gwarantujacej zarowno dobry odzysk analitu, jak 1 czysto$¢ ekstraktu
akceptowalng w analizach HPLC.

Stowa kluczowe: oczyszczanie prob roslinnych, Quechers, ekstrakcja ciecz-ciecz, Chlamydomonas reinhardtii.

1. Introduction

Pharmaceuticals and personal care products became important class of environmental
contaminants. Sources of these substances are e.g. landfills, municipal sewage, wastewater
from hospitals and veterinary clinics (Brain at al., 2008). The example of pharmaceutical
contaminant is non-steroidal anti-inflammatory drug diclofenac (DF), commonly found in
seas and freshwater reservoirs (Lonappan et al., 2016). The detection of DF in some sources

of drinking water (Gros et al.,, 2010) caused that in 2013 diclofenac was added by the
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European Commission to the list of substances subjected to monitoring (EU Water
Framework Directive 2008/105/EC, Lonappan et al., 2016). This contaminant is also on the
list of priority environmental threats (Naidoo and Swan, 2009) because of its ability to
accumulate in non-target organisms inhabiting the water environment. So far, it has been
shown that DF cause abnormality in functioning of animals, plants and algae exposed to this
drug (Feito et al., 2012; Majewska et al., 2018; Harshkova et al., 2019). It is also known, that
DF can be taken up and accumulated by aquatic and terrestrial plants, with bioaccumulation
factors (BAFs) ranging from about 0.2 to about 70 in the shoots and roots, respectively
(Zhang et al., 2012; Dodgen et al., 2015).

Unquestionably, for reliable estimation of bioaccumulation potential and environmental
hazard of DF, information about its real concentrations in tissues/cells of aquatic biota is
necessary. Regarding DF accumulation in different trophic levels, algae, as the basis of food
chains, should be investigated in the first place, but most of papers are focused on
invertebrates and fish (Puckowski et al., 2016). One of the reasons could be existence of
unresolved analytical challenges associated with the complexity of algae-based matrices,
which require laborious, multi-steps extraction and purification procedures before one of
sensitive and selective detection techniques is applied. The main problem in the analysis of
DF concentration in algae (and plant) samples is the presence of a set of photosynthetic
pigments: chlorophylls and carotenoids, that need to be removed from cells extract. Usually,
the isolation of pharmaceuticals from biological matrices are performed using solvent
extraction, microwave-assisted extraction, ultrasonic solvent extraction, liquid-liquid
extraction followed by a clean-up step with solid-phase extraction or QUEChERS-procedure
(Bruzzoniti et al., 2014; Kumirska at al., 2015). Some sorbents are dedicated to plant samples,
e.g. Florisil® is commonly used as a polar adsorbent for pigments removal (Sakurai at al.,
2015) and Chlorofiltr® is used in modified QUEChERS methods (Lozowicka at al., 2017).

Unfortunately, physicochemical properties of DF and other pharmaceuticals cause their
co-extraction with chlorophylls and carotenoids and most of sample cleanup methods led to
the loss of the analyte (Wu et al., 2012). Further, there is a threat of DF adsorption on the
surface of plastic containers during sample preparation (Palmgren et al., 2006). Thus, the aim
of our current works is to find the best way of sample cleanup for the determination of DF
concentrations in plant material, using green alga Chlamydomonas reinhardtii cells as

a matrix.
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2. Materials and methods

e Algal cultures

Chlamydomonas reinhardtii cc-1690 (wild type; http://www.chlamy.org/) was cultured
under conditions: liquid mineral medium (HSM; Harris 2009), continuous white fluorescence
light (=125 pmol photons/m? s*), 30°C, aeration with sterilized air enriched with 2.5% CO.,.
Before the experiment, algae cells were harvested by centrifugation in such a way that equal
biomass was obtained in each sample, the samples were then frozen and stored at -24°C.

e Chemicals

Diclofenac sodium salt (DF; 2-[(2,6-dichlorophenyl) amino]benzeneacetic acid sodium
salt; 98% purity, ABRC) was disolved in acetonitrile (ACN; HPLC-grade, VWR) to obtain
a stock solution of the final concentration of 1 mg/mL. All chromatographic solvents were of
HPLC grade (VWR) and all other chemicals were of analytical grade (above 95% purity)
purchased in Sigma-Aldrich, unless otherwise stated.

e Sample preparation.

To investigate diclofenac stability in different potential working solutions, DF solutions
of concentration 1 mg/mL were prepared in 100% ACN or in 0.1% formic acid (FA) in H,0
(v/v). Samples were analyzed using HPLC immediately after preparation and after 24 h
storage at -24 C.

To compare different methods of sample preparation for HPLC, frozen cells pellet was
thawed, mixed with ACN in the ratio of 3:10 (v/v) and disrupted by ultrasounds
homogenization. The homogenate was then fortified with DF stock solution in 100% ACN to
obtain required concentrations of the analyte. The fortified homogenate was aliquoted (1 mL
volume each sample) and processed as described below.

(1) Water removal. The samples were subjected to salting out by shaking 1 mL of
homogenate with 200 mg MgSO,4 and 50 mg NaCl for 5 min. Then, sample was spun down
(2500 g for 5 min.) The pellet was discarded, and the supernatant was frozen at -24'C
overnight. It was checked that salting and freezing steps did not cause loss of DF (results not
shown).

(2) QUEChERS-based purification. Frozen samples were thawed at room temperature
and cleaned up using QUEChERS methodology (Bruzzoniti et al. 2014), which is one of the
most popular methods for cleanup plant samples (Lozowicka et al. 2017). In this step, four
different sorbents were tested: PSA (primary secondary amine, Scharlab), GCB (graphitized
carbon black, Agilent Technologies), Florisil® (Merck) and ChloroFiltr® (United Chemical).
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For sample purification, 1 mL of sample was shaken for 5 min. with following
adsorbents:

(a) PSA: 10, 20 or 50 mg,

(b) GCB: 10, 30 or 50 mg,

(c) Florisil®: 50 or 100 mg,

(d) Chlorofiltr®: 50 or 100 mg.

Then, samples were centrifuged (2500 g, 5 min) and the supernatant was taken for
HPLC analysis.

(3) LLE-based purification. For liquid-liquid extraction (LLE) method, 100 uL of the
supernatant obtained in (1) was diluted to the final volume of 1 mL with 0.1 M NaOH and
then 2 mL of CHCI3 was added. After shaking, emulsion was spun down (2500 g, 5 min) and
left for a few minutes to complete phases separation. The upper phase was taken for HPLC
analysis.

(4) HPLC analysis. HPLC analysis was performed in the conditions: column C18-PFP,
4.6 x 75 mm, 3 um (Advanced Chromatography Technologies); mobile phase: A: 0.1%
formic acid/H,0; B: 0.1% formic acid/ acetonitrile; isocratic conditions: A (%) 30 B (%) 70;
flow rate: 1 mL/min; injection volume: 10 pL; detection wavelength: 275 nm.

(5) Statistical analysis. Statistical analysis was performed using MS Excel (Microsoft),
Origin program (Origin Lab Corporation, USA) and Statistica programs. Significant
differences between control and treatment groups (data from at least three independent
experiments) was defined using Mann-Whitney test.

3. Results and discussion

Because of increasing contamination of the water environment with pharmaceuticals, an
estimation of their concentration in cells of algae and aquatic plants is necessary. Although
many procedures of drugs extraction from biological matrices have been described (Roskar
and Kmetec, 2003; Huerta et al., 2012), few of them are suitable for plant/algae samples, that
are a difficult material to obtain clean samples for HPLC, GC or mass spectrometry analyses.

The first step of our work was to estimate diclofenac stability in 100% ACN as well as
in aqueous solution of formic acid (FA; 0.1% v/v). It was found, that diclofenac in pure ACN
was very stable, in contrast to acidic aqueous solution (Fig. 1). Probably due to the strong
adsorption, DF concentration decreased to 55% of initial value. Moreover, after one day of
storage, recovery of the analyte from 0.1% FA was three times lower than in freshly prepared
acidic aqueous solution. Thus, all stocks and working solutions were made and stored in
100% ACN.
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Fig. 1. The stability of DF in two different solvents, freshly prepared and stored at -20°C for 24 h. ACN —
acetonitrile, FA — formic acid; statistically significant differences between experimental variants were estimated
using Mann-Whitney test.

To analyse pharmaceuticals content in plant or algal matrices by HPLC, sample
purification is necessary to remove cell-derived interfering substances, that can mask target
analytes and/or can cause damage to the chromatographic column. Photosynthetic pigments
are especially difficult to remove, because of their high concentration in the cells and their
physical and chemical properties similar to those of analysed pharmaceuticals. Despite the
fact, that there are different methods of samples purification before chromatographic or mass
spectrometry analyses (Huerta at al., 2012), none of them is universal for purification of
plant/algae matrices (Vannini at al., 2011) and many of them cause significant loss of analytes
(Wu et al., 2012). From different methods of samples purification, liquid-liquid extraction
(LLE) and modified QUEChERS methods were chosen in this work to cleanup DF-fortified
algae matrix (Fig. 2). As a control, sample subjected to water removal step only (without
further purification), diluted further with ACN in the ratio of 1:1 (v/v), was used.

% recovery DF
120 QUECHER
A

100

80

60

40

20

control 10mgGCE 20mgGCE 30mgGee  4OMEGCE 50mgGCE  Chlorofilr Chlorofilir Chlorofiltr
50 mg/ml 100 mg/ml 150 mg/ml LLE

Fig. 2. Comparison of different methods of sample purification. Control - sample subjected to water removal step
only; GCB — graphitized carbon black; LLE - liquid-liquid extraction; *- statistically significant differences as
compared to control, p<0.05; n=6, Mann-Whitney test.
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We have found, that increased GCB content in the QUEChERS system resulted in
higher sample purity (data not shown) but also in a corresponding decrease in the analyte
recovery (Fig. 2). Unfortunately, even 10 mg of GCB per 1 mL of sample caused almost 50%
of DF loss. Our results are consistent with work by Aznar et al. (2017) who developed
a multi-residue method for the simultaneous determination of pharmaceutical compounds,
hormones, personal care products, biocides, and flame retardants in aquatic plants. The
authors reported that for four aquatic and semiaquatic plants (Typha angustifolia, Arundo
donax, Lemna minor, Oryza sativa) used as plant matrices, GCB was the best in removing
chlorophylls completely, but it showed the lowest recoveries. In opposite, this method of
sample cleanup was successfully applied during pesticides and their derivatives analysis in
plant samples by Lozowicka et al. (2017). Some works (Rejczak and Tuzimski 2015;
Lozowicka et al., 2017) recommend sorbents dedicated to plant material, such as Florisil® and
Chlorofiltr®, to purify plant and environmental samples for further analysis. However, in our
experiments they did not give satisfactory results. On the one hand, 50 mg Chlorofiltr® per 1
mL of sample gave high DF recovery (Fig. 2), but on the other hand the resulting extract was
not pure enough to be suitable for routine HPLC analysis (data not shown), which is
consistent with work by Aznar et al. (2017), who stated that in plant matrices recoveries of
different analytes using Chlorofiltr® were quite high, but the extracts remained slightly green,
meaning that chlorophylls were not completely eliminated. In our work, higher amount of
Chlorofiltr® (100-150 mg per 1 mL of the sample) gave cleaner extracts but significant DF
loss was observed (Fig. 2).

Very weak cleanup efficiency was noted for Florisil®, since extracts were not suitable
for routine HPLC analysis due to impurities (Fig 3a). Such results are opposite to the work by
Rashid et al. (2019), where Florisil® was reported to give both high sample purity and
satisfactory DF recovery from sediment samples. In opposite to Florisil®, PSA exhibited
extreme matrix removal (Fig. 3b), but complete binding of DF was also observed (no DF-
peak detected). Such result was in agreement with results described by Aznar et al. (2017) and
Paya et al. (2007), who reported that PSA efficiently purify plant samples, but the acidic
compounds studied by them were not recovered at all, probably because of the amine group of
the PSA. However, different results were shown in the work by Daniele et al. (2016) where

100% of DF recovery from zebra mussels’ matrix were reported after PSA-based purification.
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Fig. 3. Representative chromatograms of the sample after purification with Florisil® (100 mg/mL) (a) or PSA
(10 mg/mL) (b).

To compare QUEChERS method with different procedure of samples cleaning, LLE
method was chosen, because it was recommended as an efficient and simple way of plant
matrices processing before HPLC analysis (Aydin et al., 2018). In fact, LLE turned out to be
satisfactory as regards DF recovery (Fig. 2). Although purification of the sample by this
method did not cause significant losses of the analyzed compound and we were able to get
reproducible results, unfortunately it did not solve the problem of removal of cell-derived
impurities. Especially, high concentration of chlorophylls remained in the DF-containing
chloroform phase because of lipophilicity of the photosynthetic pigments.

4. Conclusions

The described results showed, that the main problem during DF extraction from algae
cells matrix for HPLC analysis is the sample purification from cell-derived impurities, mainly
photosynthetic pigments. In QUEChERS method, the use of PSA, GCB, Florisil® and
Chlorofiltr® as sorbents resulted in significant loss of DF or in insufficient extract
purification. Further, LLE was satisfactory as regards DF recovery, but did not remove the
cell-derived impurities efficiently. Thus, in our next works, attempts will be made to find
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other method for purification of algae matrix fortified with DF, to obtain both good recovery

of the analyte and HPLC-acceptable extract purity.
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Streszczenie

Szacuje si¢, ze depresja poporodowa moze dotyczy¢ od 7 do 30% kobiet na calym $wiecie. Wyniki
dotychczasowych badan wskazuja na jej zwigzek ze zmiang gospodarki hormonalnej po okresie cigzy. Celem
pracy bylo zbadanie zwiazku pomiedzy wystepowaniem depresji poporodowej a stezeniem oksytocyny
i wazopresyny w mleku kobiet karmigcych, wykorzystujac kwestionariusz Edynburskiej Skali Depresji
Poporodowej. Materiat badawczy stanowito 137 ankiet oraz prob mleka pobranych od kobiet w wieku od 20 do
45 lat, karmigcych wylacznie piersig dzieci w wieku do okoto 6 miesigca zycia. Do oznaczenia poziomoéw
hormonéw w mleku wykorzystano metody immunoenzymatyczne. Nie wykazano zaleznosci pomiedzy
stezeniem oksytocyny i wazopresyny w mleku a wystepowaniem depresji poporodowej u kobiet karmiacych
piersia. Zaobserwowano korelacj¢ pomigdzy stezeniem oksytocyny a warto$cig wskaznika BMI, natomiast masa
Cciata wykazata zalezno$¢ ze stezeniem dla obu hormonow. Potwierdzono zwiazek depresji z lekiem, jako cecha,
statusem spoteczno-ckonomicznym matek oraz nasileniem zmian zyciowych ocenionych przy pomocy
Kwestionariusza Zmian Zyciowych.

Stowa kluczowe: oksytocyna, wazopresyna, Edynburska Skala Depresji Poporodowej, depresja poporodowa

The association between postpartum depression and the level of oxytocin

and vasopressin in human milk

Summary

It is estimated that postpartum depression can affect from seven to even 30% of women worldwide. The results
of previous studies indicate its significant relationship with the change in hormonal balance after pregnancy. The
aim of the research was to check the association between postpartum depression and the level of oxytocin and
vasopressin in human milk of lactating women, using the Edinburgh Postnatal Depression Scale questionnaire.
The research material consisted of 137 questionnaires and milk samples taken from women between 20 — 45
years old and breastfeeding children up to 6 months old. To determine the levels of hormones in milk enzyme-
linked immunosorbent assay was used. No relationship was found between oxytocin and vasopressin levels in
milk and the postpartum depression of breast-feeding women. There was a correlation between oxytocin level
and mothers™ BMI, while body weight showed a relationship with both hormones. Regression analysis confirmed
the association between postpartum depression and anxiety as a trait, the socio-economic status of mothers and
the life changes intensity measured using a Recent Life Changes Questionnaire.

Key words: oxytocin, vasopressin, Edinburgh Postpartum Depression Scale, postpartum depression
1. Wstep

Depresja wystepujaca po narodzinach dziecka okre$lana jest, jako przypadek duzej
depresji (major depressive disorder - MDD). Szacuje si¢, ze moze dotyczy¢ od 7 do 30%
kobiet na calym s$wiecie. Wedlug systemu klasyfikacji chorob psychicznych ICD-10

powiktanie to wystepuje w okresie szeSciu tygodni od narodzin dziecka. Autorzy
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najnowszych badan przyjmujg dtuzszy czas na pojawienie si¢ choroby, nawet do 12 miesigcy
od narodzin dziecka (O’Hara i in., 2009).

Typowe objawy depresji poporodowej obejmuja problemy ze snem, zmiany nastroju
oraz apetytu, a takze Igk, poczucie skrajnego niepokoju o dziecko, smutek, nadmierne
rozgoryczenie, poczucie winy i bezsilno$ci oraz mysli samobojcze (Patel i in., 2012).

Do czynnikoéw zwigkszajacych ryzyko depresji poporodowej u matek nalezag miedzy
innymi nieprawidlowa masa ciata (Green i in., 2006), zdiagnozowana uprzednio depresja
przedporodowa (Gaillard i in., 2014) oraz lek przedporodowy (Lee i in., 2007).

Depresja poporodowa matki wigze si¢ rowniez z licznymi nastepstwami dla rozwoju
dziecka (Pope i in., 2014). Zaobserwowano negatywne, dtugoterminowe konsekwencje dla
rozwoju spotecznego, emocjonalnego, poznawczego i1 fizycznego niemowlecia, w tym
zaburzenia interakcji wiezi miedzy matkg a niemowlgciem, ktore moga mie¢ posredni wptyw
na dynamike rozwoju dziecka (Field, 2010).

W sktadzie mleka matek karmigcych wystepuja dwa hormony peptydowe o bardzo
podobnej strukturze pierwszorzedowej — wazopresyna i oksytocyna. Jedng z gtéwnych roél
przypisanych oksytocynie jest stymulowanie wyrzutu mleka z gruczotu sutkowego.
W warunkach naturalnych oksytocyna powoduje skurcz komoérek mioepitelialnych gruczotu
mlecznego w celu wyptywu mleka (Ontsouka, 1998). Wyrzut mleka, odruch
neuroendokrynny, jest procesem zapoczatkowanym poprzez uwolnienie hormonu z przysadki
mozgowej w odpowiedzi na stymulacje sutkow. Oksytocyna znana jest, jako czynnik
utatwiajacy interakcje spoteczne, takie jak wiez rodzicielska i partnerska, budowanie zaufania
oraz odczuwanie empatii. U ssakow neuropeptyd ten uwalniany jest bezposrednio do uktadu
krazenia, trafia rowniez do mozgu, gdzie dziala, jako neuroprzekaznik.

Zaklada sig, ze ze wzgledu na maly rozmiar oksytocyny (1 kD) istnieje mozliwos$¢, ze
moze ona przekroczy¢ barier¢ krew-mleko i dotrze¢ do mleka. Dzigki badaniom Nguyen
i Neville (1998) wiadomo, ze hormon ten jest obecny w gruczole sutkowym i powoduje
zwigkszenie przepuszczalnosci jego ciasnych potaczen. Badania Takeda 1 in. (1986)
potwierdzity, ze oksytocyna jest trawiona przez peptydazy jelitowe, ale stabilna w kwasie
zotadkowym, dzigki czemu moze by¢ wchtaniania bezposrednio z przewodu pokarmowego
do krwi noworodka. Radioaktywna oksytocyna podawana dootrzewnowo Samicy Szczura
siedem dni po porodzie wykryta zostala w osoczu noworodka, co potwierdzito potencjalne
przeniesienie hormonu do mleka (Takeda i in., 1986).

Ssanie indukuje uwalnianie zar6wno oksytocyny, jak i wazopresyny, a dozylne infuzje

tego hormonu zwigkszaja wyrzut mleka u szczuréw i koéz, podobnie jak w przypadku
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oksytocyny (Hogberg i in., 2014). Badania sugerujg, ze wazopresyna zwigksza retencje wody
niezbedna do produkcji mleka (Olsson i Hogberg, 2009). Poniewaz mleko sktada si¢ glownie
z wody, zwigkszenie jej retencji przez nerki moze powodowaé wzrost produkcji mleka
(Hogberg i in., 2014).

Oba omawiane hormony biorg udziat w procesach emocjonalnych. Hamowanie Igku
odbywa si¢ poprzez oksytocyne, ktéra dziatajac na neurony okolicy zewnetrznej i bocznej
jadra migdatowatego (Dgbiec, 2005). W przeciwienstwie do oksytocyny wazopresyna jest
hormonem zwigkszajacym stres i agresywnos¢ (Roper i in., 2011).

Badania zwigzku pomig¢dzy stezeniami hormondéw a wystepowaniem depresji nie daja
jednoznacznych wynikéw. Wykazano mi¢dzy innymi, ze obwodowe stezenie oksytocyny jest
nizsze u pacjentow ze zdiagnozowang depresjg (Ozsoy i in., 2009). Inne doniesienia nie
potwierdzaja jednak obnizonego st¢zenia tego hormonu u chorych (Cyranowski i in., 2008).

Przeprowadzone dotychczas badania opieraja si¢ zwykle na pomiarach stezenia
hormonéw dokonywanych w krwi obwodowej. Celem ponizszej analizy jest ustalenie
zwigzku pomiedzy wystepowaniem depresji a stezeniem oksytocyny i wazopresyny w mleku
matek karmigcych piersia.

2. Material i Metody

W badaniu analizowano dane 137 matek 5-miesi¢gcznych niemowlat, karmiacych
wylacznie piersiag, w wieku od 20 do 45 lat. Matki wlgczono do badania na podstawie
nastepujacych kryteriow: a) dziecko urodzone w wyniku cigzy pojedynczej, o czasie; b) bez
stwierdzonych chorob przewlektych ani wad wrodzonych oraz o prawidlowej masie
urodzeniowej; ¢) matka nieprzyjmujaca lekow steroidowych; d) niecierpigca na choroby
przewlekte w tym przede wszystkim na choroby o podtozu endokrynologicznym.

Pojedyncza probke mleka pobrano przy pomocy laktatora elektrycznego pomigdzy
2 a 3 epizodem karmienia dziennego (w przedziale godzinowym 8:30-11:30); przy czym za
pierwsze karmienie dzienne przyjmowano takie, po ktorym matka i dziecko podejmowato
normalng aktywnos¢.

Do oznaczenia st¢zenia  oksytocyny w  mleku  wykorzystano  metode
immunoenzymatyczng ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), opierajac si¢ na
tescie kompetycyjnym (Competitive ELISA), stosujac zestaw Oxytocin ELISA Kit (nr kat.
ADI-901-153A) firmy Enzo Life Sciences (Szwajcaria). Wspdtczynnik zmienno$ci (Inter-
Assay CV) dla przeprowadzonych testow wynosit CV%= 7,2. Co sugeruje wysoka precyzje

1 niskg zmienno$¢ przeprowadzonych pomiarow.
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Do oznaczenia stgzenia ADH w mleku wykorzystano metod¢ immunoenzymatyczng
ELISA, opierajac si¢ na tescie podwojnego wigzania (Sandwich ELISA), stosujac zestaw
Human (ADH/VVP/AVP) ELISA Kit (nr kat. 201-12-1049) firmy Shanghai SunRed Biological
Technology Co. Wspotczynnik zmiennosci dla stezenia wazopresyny w badaniu wynosit
CV%-=10,5.

Podczas analizy oksytocyny i wazopresyny oznaczen dokonano wedlug zataczonych
instrukcji, kazda z prob badano w dwoch powtorzeniach, wyniki nastepnie usredniono.

Standardowe badania antropometryczne przeprowadzono na spotkaniu poprzedzajacym
pobranie probki mleka o okoto 7 dni. Dokonano pomiaréw antropometrycznych wysokosci
i masy ciata. Na podstawie uzyskanych danych obliczono wskaznik wzglednej masy ciata
BMI (Body Mass Index: masa ciala [kg]/wysoko$é ciata [m?]).

Do identyfikacji depresji poporodowej uzyto Edynburskiej Skali Depresji Poporodowe;j
(Edinburgh Postnatal Depression Scale — EPDS) (Cox i in. 1987, polskie thumaczenie:
Bninska, 1999). Kwestionariusz zawiera 10 pytan, na ktére kobieta odpowiada samodzielnie.
Odpowiedzi powinny charakteryzowa¢ samopoczucie matki wystepujace w przeciaggu
ostatnich 7 dni. Wystepowanie zaburzen depresyjnych okresla si¢ poprzez przekroczenie
ustalonego progu 9 (Jadresic i in., 1995) lub 12/13 (Leung i in., 2005) punktow
z 30 mozliwych skali EPDS. Wspoétczynnik alfa-Cronbacha w badaniach oryginalnych dla
catego kwestionariusza wyniost 0,88, wskazujac tym samym na wysoka rzetelno$¢ narzedzia
(Cox i in., 1987).

W analizie uwzgledniono rdwniez wyniki Inwentarzu Stanu 1 Cechy Leku (State Traite
Anxiety Inventory — STAI) autorstwa Spielberger i in. (1970) w adaptacji Wrze$niewskiego
11n. (2002), ktory podzielony jest na dwie skale do pomiaru lgku, jako przemijajacego uczucia
oraz jako statej cechy osobowos$ci. W badaniach oryginalnych wspotczynnik rzetelnosci alfa-
Cronbacha wynosi 0,92.

Uzyto rowniez Kwestionariusza Zmian Zyciowych (KZZ) (Sobolewski i in., 1999) jako
polskiej adaptacji kwestionariusza ,,Recent Life Changes Questionnaire” autorstwa Rahe'a
(1967), ktory jest narzedziem badajagcym liczbg zmian Zyciowych, ktorych do$wiadczyta
osoba badana w okreslonym interwale czasowym oraz to, jakg wage przypisuje tym zmianom.
Rzetelnoéé pomiaru KZZ uznaje si¢ za zadowalajaca.

Przeprowadzono analizg¢ statystyczng przyjmujac istotno$¢ testowanych hipotez na
poziomie 0,05. Obliczono wspdiczynniki korelacji Pearsona pomiedzy st¢zeniami hormonow
a czynniki antropometrycznymi matek. Zwigzek pomiedzy badanymi czynnikami

a wystgpowaniem depresji analizowano uzywajac testu t-Studenta. Nastepnie
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przeprowadzono analiz¢ regresji wieloczynnikowej, w ktorej zmienng zalezng byto
wystepowanie depresji. Okreslono takze wspotczynnik determinacji R okreslajacy, jaki
procent zmiennos$ci w wyniku z kwestionariusza EPDS jest wyjasniany za pomocg zmiennych
niezaleznych.
3. Wyniki

Zanotowano istotne réznice u matek zdrowych i chorych dla zadowolenia z sytuacji
finansowej, nasilenia zmian zyciowych w przeciggu roku, leku jako stanu oraz jako cechy
(p<0,05). Pozostate czynniki nie osiggnety istotnoSci statystycznej (Tab. 1).

Tabela 1. Roznice czynnikow u matek chorych i zdrowych z uwzglednieniem wyniku skali EPDS (opracowanie
wilasne)

Depresja EPDS>9pkt Depresja EPDS>13pkt
Depresja Bez depresji Depresja Bez depresji
N =44 N =93 N =20 N =117
M (SD) M (SD) M (SD) M (SD)
Wiek matki 31.29 (3,61) 31,21 (4,26) 32,26 (4,21) 31,06 (4,02)
BMI matki 23,08 (4,6) 23,37 (3,68) 23,91 (4,45) 23,17 (3,91)
Zadowolenie * -
7 sytuacji finansowej 5,22 (1,09) 5,51 (1,03) 4,75 (1,07) 5,53 (1,02)
Nasilenie zmian - - - -
syciowych (1 rok) 118,6 (183,20) 7,95 (202,52) 153,9 (208,14) 24,57 (196,38)
Lek stan 40,86 (7,69)* 34,32 (6,12)* 44,1 (7,5)* 35,12 (6,45)*
Lek cecha 45,17 (7,46)* 37,48 (6,28)* 49,05 (7,6)* 38,41 (6,4)*
Oksytocyna 206,51 (75,32) 205,64 (50,59) 207,7 (44,61) 205,91 (71,572)
Wazopresyna 42,91(24,71) 48.13 (23,71) 46,84 (22,78) 46,28 (24,37)

Zanotowano stabg dodatnia korelacja pomiedzy stezeniami oksytocyny 1 wazopresyny
a masg ciata matki (r= 0,21, p= 0,45 dla oksytocyny; r= 0,16, p= 0,05 dla wazopresyny) oraz
pomiedzy stezeniem oksytocyny a wskaznikiem BMI matek (r= 0,24, p= 0,01). Korelacje
pozostatych zmiennych nie osiagnely istotnosci statystyczne;j.

Analiza regresji wykazala istotny zwigzek pomiedzy nasileniem objawow zwigzanych z
depresja (suma punktéw skali EPDS) a Igkiem, jako cechg, poziom zadowolenia z sytuacji
finansowej oraz wynikiem z kwestionariusza zmian zyciowych. Pozostale predyktory regresji
w tym oksytocyna i wazopresyna stracily znamienno$¢ statystyczna w analizie. Model
regresji uwzgledniajacy zmienne predykcyjne wyjasnia 41% (R*= 0,413, p<0.001)
zmiennosci wyniku w skali EPDS (Tab. 2).

Tabela 2. Wspoélczynniki regresji dla poszczegolnych zmiennych niezaleznych w modelu przewidujacym wynik
w skali EPDS (opracowanie wtasne)

B p
Oksytocyna -0,001 0,828
Wazopresyna -0,022 0,124
Lek-cecha 0,349 0,001
KZZ (1 rok) 0,004 0,023
Wiek matki -0,009 0,915
Zadowolenie z sytuacji finansowej -0,918 0,004
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4. Dyskusja

W badaniu nie wykazano zalezno$ci pomigedzy wystepowaniem depresji poporodowe;j
a stgzeniem oksytocyny i wazopresyny w mleku matek karmigcych. Uzyskana przez karmiace
matki suma punktow w kwestionariuszu EPDS nie korelowala ze zbadanymi stezeniami
hormondw. Nie zaobserwowano réwniez réznic w stezeniach tych dwoch hormonow
pomiedzy matkami zdrowymi a tymi, u ktérych zdiagnozowano depresj¢ na podstawie
kwestionariusza EPDS. Brak zaleznos$ci zademonstrowano zaroéwno przy diagnostycznym
progu punktowym ustalonym na poziomie 9 jak i 13 punktow.

Przeprowadzone dotychczas badania wskazujagce na zwigzek pomigdzy depresja
a stgzeniem oksytocyny i wazopresyny, opieraly si¢ na pomiarach dokonywanych w krwi
obwodowej badanych. Trudno, wigc wnioskowac na ich podstawie o wynikach uzyskanych w
niniejszym badaniu. Mozna natomiast przypuszczaé, ze stezenie hormondéw w osoczu
korelowa¢ bedzie dodatnio ze st¢zeniem w mleku kobiecym.

W niniejszym badaniu zademonstrowano liniowy zwigzek pomigdzy stezeniem
oksytocyny a masg ciata i BMI matki. Podobne rezultaty otrzymali Pataky i in. (2019), ktorzy
zaobserwowali znacznie wyzszy poziom oksytocyny u osob otytych w poréwnaniu do oséb
szczuptych, w badaniu wykazano zalezno$¢ pomigdzy stezeniami hormondéw a masg ciala
matki.

Nie wykazano zalezno$ci pomig¢dzy lgkiem mierzonym przy pomocy kwestionariusza
STALI a stezeniem wazopresyny i oksytocyny w mleku. W badaniu Scantamburlo i in. (2007)
zademonstrowano ujemng korelacj¢ pomigdzy stezeniem oksytocyny w osoczu a wynikiem
STAI. Stuebe i in. (2013) udowodnili, ze u kobiet karmigcych piersiag w 8 tygodniu po
porodzie, st¢zenie oksytocyny byto odwrotnie skorelowane z wynikami skali EPDS oraz
kwestionariusza STAIl. Bardzo szczupta literatura na temat efektu wazopresyny na
odczuwanie lgku potwierdza pozytywny wpltyw wlewow wazopresyny na nasilenie leku
wsrdd zwierzat (Griebel 1 in., 2005). Wykazano, zZe jej st¢zenie w osoczu jest podwyzszone
u pacjentéw z duzg depresjg (Londen i in., 1997).

Sposrod wszystkich analizowanych czynnikow zwigzanych z wystgpowaniem depresji,
cecha lgku okazata si¢ by¢ najmocniej potaczona z chorobg. Jest czynnikiem objasniajacym
pojawienie si¢ choroby. Mozliwe, Ze wynika to z faktu, Ze Igk jest jednym z objawdw depresji
a sam kwestionariusz EPDS stuzy migdzy innymi do jego pomiaru poprzez uwzglednienie
podskali leku. Badania Mattheya i in. (2003) potwierdzity, ze nie wszystkie kobiety cierpigce
na lgk poporodowy miaty depresje. Przeprowadzona w niniejszym badaniu analiza regresji

potwierdzita, ze zadowolenie z sytuacji finansowej oraz nasilenie zmian Zzyciowych
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zmierzonych przy pomocy Kwestionariusza Zmian Zyciowych sa istotnie powigzane
z wystepowaniem depresji. Czynniki te lacznie z nasileniem lgku wyjas$niaja okolo 41%
zmiennosci wyniku w skali EPDS.

Glownymi ograniczeniami niniejszego badania jest brak danych na temat stgzen
wazopresyny i oksytocyny w osoczu lub §linie karmigcych matek. Takie dane pozwolityby na
bezposrednie poroéwnanie otrzymanych wynikow z tymi, ktore opublikowano w literaturze.
Nie badano réwniez wystgpowania u matek depresji w okresach poprzedzajacych ciazeg, co
jak wykazano wczes$niej jest jednym z czynnikdw ryzyka zachorowania na depresje
poporodowa. Z drugiej strony, nowatorskie podejscie do oznaczania hormonéw w mleku
pozwala na badanie dodatkowych zwigzkéw pomiedzy depresja poporodowa a stgzeniem
hormonéw 1 poszerza wiedz¢ na temat hormondéw obecnych w mleku kobiecym. Dane na
temat stezen hormondéw w osoczu lub $linie pozwolityby réwniez na ustalenie i opisanie
zwigzku pomigdzy stezeniem obwodowym oksytocyny i1 wazopresyny a ich stezeniem
w mleku.

5. Whnioski

Podsumowujac, przeprowadzone w niniejszym badaniu analizy nie potwierdzaja
zwigzku migdzy stezeniami hormondw wazopresyny i oksytocyny a wystapieniem depres;ji.
Opierajac si¢ na wczesniejszych analizach spodziewano si¢, ze matki o wysokim stezeniu
oksytocyny oraz niskim wazopresyny w mleku nie beda wykazywaty objawoéw depresyjnych.
Cytowane raporty mierzyly poziomy hormonéw w osoczu, mleko moze wykazywa¢ inng
zalezno$¢. Na podstawie aktualnego stanu wiedzy - posréd ogolnodostepnej literatury
wazopresyna jest mato zbadanym hormonem pod wzgledem wystepowania depresji 1 jej
znaczeniu dla kobiet karmigcych piersia, natomiast badania dotyczace oksytocyny najczesciej
skupiajg si¢ na kobietach bedacych w ciazy lub w trakcie potogu.
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Streszczenie

Materiat genetyczny w komorce upakowany jest w chromatynie, ktéra swoja budowa przypomina koraliki na
sznurku. Struktura ta ma charakter dynamiczny, wyrdznia si¢ dwa stopie organizacji chromatyny: euchromatyne
(,,luzna”) oraz heterochromatyn¢ (,,skondensowang”). Chromatyna ulega wielu modyfikacjom poprzez
dotaczanie réznych grup funkcyjnych, m.in.: metylacji, fosforylacji, acetylacji, ubikwitylacji oraz sumoilacji.
Acetylacja histonéw jest bardzo waznym procesem, ktory reguluje dostepno$¢ chromatyny, a enzymami
odpowiedzialnymi za katalizowanie procesu acetylacji histonow sa acetylotransferazy (HAT). Przeciwstawnie
dziatajacymi enzymami sg deacetylazy histonow (HDAC), ktore prowadza do skondensowania struktur
chromatyny, powodujac zahamowanie procesu transkrypcji. Zaburzenie réwnowagi pomie¢dzy acetylacja oraz
deacetylacja moze leze¢ u podloza wielu stanow patologicznych, w tym: chordb serca oraz schorzen
onkologicznych. W przeciwienstwie do mutacji zmiany te sa odwracalne, dlatego tez stosowanie inhibitorow
HDAC oraz HAT moze by¢ nadzieja w terapii wielu chorob.

Stowa kluczowe: HDAC, HAT, chromatyna, DNA

The role of histone acetylation and deacetylation in the regulation of gene

expression

Summary

The genetic material in the cell is packed in chromatin, which resembles beads on a string. This structure is
dynamic, there are two types of chromatin: euchromatin (“loose") and heterochromatin ("condensed").
Chromatin undergoes many modifications by attaching various functional groups, among others: methylation,
phosphorylation, acetylation, ubiquitylation and sumoylation. Histone acetylation is a very important process
that regulates the availability of chromatin, and the enzymes responsible for catalyzing the process of histone
acetylation are acetyl transferases (HAT). Opposingly acting enzymes are histone deacetylases (HDAC), which
lead to condensation of chromatin structures, causing inhibition of the transcription process. The imbalance
between acetylation and deacetylation may underlie many pathological conditions, including heart disease and
oncological diseases. Unlike mutations, these changes are reversible, which is why the use of HDAC and HAT
inhibitors can be a hope in the treatment of many diseases.

Keywords: HDAC, HAT, chromatin, DNA

1. Wstep

Informacja genetyczna komorek eukariotycznych upakowana jest w jadrze
komorkowym pod postacig nukleoproteidowego kompleksu-chromatyny (Ruiz-Velasco i in.,
2017). Fundamentalng jednostkg chromatyny jest nukleosom, sktadajgcy sie z histonowego
oktameru, na ktory nawinigta jest podwojna helisa DNA o dlugosci 146-147 par zasad.
Oktamer histonowy zbudowany jest z czterech par histonow rdzeniowych: H2A, H2B, H3
oraz H4. W sklad histonow rdzeniowych wchodza domeny globularne (tzw. zawinigcie
histonowe), ktore tworza rdzen nuleosomu oraz nieustrukturyzowane odcinki N-koncowe,

stanowigce tak zwane ,,ogony histonowe” (sg one bogate w aminokwasy zasadowe- glownie
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w reszty argininy oraz lizyny). Pomi¢dzy nukleosomami znajdujg si¢ fragmenty linkerowego
DNA, ktore przylaczaja si¢ do histonu facznikowego H1.DNA tacznikowe ma dtugos$¢ od 0
do 70 par zasad. Dodatkowymi elementami chromatyny sg biatka kwasne, inaczej nazywane
histonowymi lub resztkowymi (Sacharowski i in., 2019). Chromatyna jest struktura
dynamiczng, wysoki stopien upakowania DNA w chromatynie wymusza koniecznos¢
reorganizacji jej struktury, a takze zachowania balansu pomiedzy jej réznymi stanami.
Wyréznia si¢ dwa rodzaje organizacji chromatyny: euchromatyne oraz heterochromatyne.
Euchromatyna to inaczej chromatyna ,,luzna”, wykazuje ona aktywnos$¢ transkrypcyjna.
Heterochromatyna w przeciwienstwie do euchromatyny posiada skondensowana strukturg
I nie jest aktywna transkrypcyjnie (Griff i in., 2008). Zachowanie rownowagi pomi¢dzy
heterochromatyng a euchromatyng jest mozliwe dzigki modulacji oddziatywan histon-histon
i histon-DNA oraz wigzanie, badZz oddysocjowanie biatek niehistonowych efektorowych,
ktore reguluja strukture chromatyny (Frischle i in., 2003). Ogony histonowe, biatka
nichistonowe oraz ich globularne domeny moga ulega¢ potranslacyjnym modyfikacjom.
Remodeling chromatyny bezposrednio oddziatuje na zmiany ekspresji gendw, stymulujac
procesy prawidlowego rozwoju organizmu, a takze jego odpowiedZz na zmienne warunki
srodowiska (Gary i in., 1998). Modyfikacje chromatyny polegaja na przylaczaniu réznych
grup funkcyjnych do czasteczek biatka, mozna do nich zaliczy¢ miedzy innymi: metylacje,
fosforylacje, acetylacje, ubikwitylacj¢ oraz sumoilacji, ADP-rybozylacji, biotynylacji oraz
propionylacji (Portela i in., 2010). Zmiany te maja charakter odwracalny i zaliczane sg do
grupy modyfikacji epigenetycznych. Epigenetyka jest dzialem biologii molekularnej, ktory
zajmuje si¢ badaniem dziedziczenia pozagenowego. Modyfikacje epigenetyczne sa nabytymi
1 dziedzicznymi zmianami materialu genetycznego, ktore powstaja w efekcie biochemiczne;j
obrobki bialek histonowych albo nici DNA. Petnia one istotng rol¢ w regulacji licznych
procesow komodrkowych, tj. roznicowaniu komorek, naprawie uszkodzen nici DNA, a takze
przebudowanie chromatyny. Jedng z wazniejszych modyfikacji potranslacyjnych, ktora
wplywa na struktur¢ chromatyny jest acetylacja histonow. Reakcja ta katalizowana jest przez
dwa przeciwstawnie dzialajace enzymy: acetylotransferazy histonowe (HAT, ang.
histoneacetylotransferase) i deacetylazy histonowe (HDAC, ang. histonedeacetylase) (Gatla
iin., 2017).
2. Acetylacja histonow

Proces acetylacji histonow zostal po raz pierwszy opisany przez Allfrey
i wspotpracownikow w 1964 roku, wysnuto wtedy hipoteze, iz odgrywa on istotng role

w regulacji ekspresji genow (Alfrey i in., 1964). Identyfikacja acetylotransferaz histonéw jako
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transkrypcyjnych koaktywatoréw byto przelomowym wydarzeniem w zrozumieniu zwigzku
przyczynowego miegdzy acetylacja histonéw a ekspresja gendéw. Acetylacja histonow jest
bardzo waznym procesem, ktory reguluje dostepnos¢ chromatyny. Dotyczy ona
e-aminowych grup lizyny, ktére wystepuja na N-koncach histonoéw rdzeniowych, dochodzi do
zmian konformacyjnych nukleosomu i w efekcie do aktywacji transkrypcji genéw. U podtoza
tych zmian lezy proces neutralizacji jonowych oddzialywan pomigdzy resztami lizyny
o tadunku dodatnim a resztami fosforanowymi DNA o fadunku ujemnym. Rozluznienie
chromatyny nastgpuje w momencie ostabienia powyzszej interakcji, co skutkuje
zwigkszeniem dostepnosci DNA dla czynnikow transkrypcyjnych. Enzymy odpowiedzialne
za katalizowanie procesu acetylacji histondéw noszg nazwe acetylotransferaz histonowych.
Wystepuja one licznie w komodrkach eukariotycznych réznych gatunkéw, zaczynajac od
drozdzy, a konczac na cztowieku. Grupa enzymow HATSs jest bardzo zrdéznicowana, ze
wzgledu na obecne domeny katalityczne mozna ja podzieli¢ na trzy rodziny: GNAT, MYST
oraz sieroce HAT (nazywane rowniez: rodzing biatek p300/CBP oraz innymi HAT)
(Shahbazian i in., 2007).

Najliczniejszg grupa acetylotransferaz histonow jest rodzina MYST, zalicza si¢ do niej:
TIP60, MOF, HBO1, MOZ, MORF, SAS2 oraz SAS3. Cecha typowa dla cztonkow enzymow
MYST jest obecnos$¢ w ich strukturze palcéw cynkowych oraz chromodomen. Wykryto, iz
katalizujg one reakcje acetylacji reszt lizyny w histonach H2A, H3 1 H4. Do HAT z grupy
GNAT naleza: GCNS, PCAF, HATI1, ELP3, NUTI1. Z reguly enzymy te charakteryzuja si¢
obecno$cig bromodomeny, stwierdzono réwniez, iz acetyluja one reszty lizyny na histonach
H2B, H3 i H4. Sieroce HAT nie zawierajg precyzyjnej konsensusowej domeny HAT (nie
wykazuje ona homologii sekwencji z innymi znanymi HAT), dlatego tez nazywa si¢ je ,,klasa
osierocong”. Pomimo tego powyzsze enzymy wykazuja wewnetrzng aktywno$§¢ HAT. Do
przedstawicieli tej grupy zalicza si¢: P300/CBP, TAF1 oraz koaktywatory receptora
jadrowego, tj. SRC-1, ACTR, and TIF-2 (Yang i in., 2005; Lafon-Huges i in., 2008)

Oprocz acetylacji histonow, HAT moga katalizowac reakcje przylaczania grupy
acetylowej do nichistonowych substratow (np. p53, c-MYC oraz NF-«B) (Gordon i in., 2015).
3. Deacetylacja histonow

Procesem przeciwstawnym do acetylacji histonow, jest ich deacetylacja. Prowadzi ona
do skondensowania struktur chromatyny, zmniejszajac przestrzenie znajdujace si¢ miedzy
chromatosomami. W efekcie dochodzi do Scislejszego zwinigcia nici DNA, co utrudnia
dostep do czynnikéw transkrypcyjnych, powodujac zahamowanie procesu transkrypcji (De

Ruijter i in., 2003). Za reakcj¢ usunigcia grupy acetylowej z N-konca ogona histonowego
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odpowiedzialne sg enzymy z grupy deacetylaz histonowych. Do tej pory w komorkach
ssaczych opisanych zostalo 18 deacetylaz histondw, ktére podzielone zostaly ze wzgledu na
ich podobienstwo do struktury pierwszorzedowej biatka na cztery grupy: I-1V. HDAC klasy
I wykrywane sa w jadrze komoérkowym, a do jej cztonkow zalicza si¢: HDACI, HDAC?2,
HDAC3 oraz HDACS. Deacetylazy histonow klasy drugiej podzielone sg na dwie podklasy:
IIA oraz IIB. Do grupy HDAC klasy IIA naleza: HDAC4, HDACS, HDAC7, HDACO.
Natomiast do podklasy HDAC IIB zalicza si¢: HDAC6 oraz HDACI10. Enzymy te maja
zdolno$¢ przemieszczania si¢ pomiedzy jadrem komorkowym a cytoplazmg. W sktad klasy
IIT wchodzg sirtuiny (SIRT od 1 do 7). Klas¢ IV tworzy HDACI11, ktory lokalizuje si¢
w cytoplazmie oraz jadrze komoérkowym (Schleithoff i in., 2012; Poczgta i in., 2018).
Dokonano réwniez podzialu deacetylaz histondow na klasyczne oraz sirtuiny. Do grupy
klasycznych HDAC zaliczane s3 HDAC klasy I, II oraz czwartej, rodzing sirtuin stanowig
HDAC klasy Ill. Cechg charakterystyczng klasycznych HDAC jest obecno$é Zn** w centrum
katalitycznym, a jony chelatujace cynk determinuja ich prawidtowe funkcjonowanie.
Dodatkowo istnieje mozliwo$¢ hamowania aktywno$ci deacetylaz histonow przy uzyciu
inhibitorow HDAC o szerokim spektrum dzialania (np. trichostatyna A oraz kwas
suberanilohydroksamowy). Enzymy nalezace do grupy sirtuin do spetniania swoich funkcji
wymagaja obecnosci NAD®, czyli dinukleotydunikotynoamidoadeninowego. Wartym
podkreslenia jest fakt, iz enzymatyczna aktywno$¢ nie wymaga regulacji z uzyciem
inhibitoréw deacetylaz histonow (Eckschlager i in., 2017; Chen i in., 2015).
4. Dysregulacja HAT oraz HDAC

Zmiany w acetylacji oraz deacetylacji histonéw majg duze znaczenie w procesach
réznicowania oraz rozwoju komorek. Prawidlowy rozw6j organizmu zapewniony jest poprzez
zachowanie réwnowagi pomi¢dzy poziomami acetylaz oraz deacetylaz histonowych.

Zaburzenia wzorca epigenomu moga leze¢ u podloza wielu standw patologicznych.
Zbadano, iz zwigkszony poziom acetylacji bialek histonowych skutkuje zmiang konformacji
chromatyny z nieaktywnej formy w euchromatyne, w konsekwencji dochodzi do zwigkszone;j
transkrypcji genow. W sytuacji gdy w organizmie doszto takze do mutacji protoonkogenu
i jego transformacji w onkogen, dochodzi do akumulacji nieprawidtowej ekspresji genow
I rozwoju choroby nowotworowej (Hou i in., 2017). Podwyzszony poziom ekspresji HAT
wykryto w przypadku: nowotworu jelita grubego, prostaty oraz sutka, a takze w nowotworach
hematologicznych (Sawicki i in 2015). Translokacja chromosomowa gendéw kodujacych p300
lub CBP z genami innych biatek HAT (MOZ, MORF, MLL) indukuje bialaczke poprzez
tworzenie biatek fuzyjnych MOZ-, MORF- i MLL-p300/CBP. Takie biatka fuzyjne
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pochodzace z translokacji moga powodowac utrate funkcji lub zwigkszenie ekspresji genow,
co skutkuje nieprawidtowa regulacja cyklu komoérkowego i onkogeneza (lyer i in., 2004).
Dysregulacja epigenomu moze powodowaé rowniez rozwoj chordb zwigzanych z uktadem
krazenia. Ostatnie badania wykazaty, ze acetylacja histonu rdzeniowego jest prawdopodobnie
zwigzana z wieloma chorobami sercowo-naczyniowymi, w tym nadci$nieniem (Pfister i in.,
2017), kardiomiopatig cukrzycowa (Constantinides i in., 1978), zawalem mig$nia sercowego
(Sorm i in., 1968), tetniczym nadci$nieniem ptucnym (Mohammad i in., 2019).

Zwigkszone poziomy réznych rodzajéow deacetylaz histonowych zwigzane sg
z rozwojem nowotworow. Wykryto wzrost poziomu HDAC1 w przypadku: raku zotadka
(Choi i in., 2001), prostaty (Halkidou i in., 2004), okr¢znicy (Wilson i in., 2006) i raku piersi
(Zhang i in. 2005). Odnotowano nadekspresj¢ HDAC2 w raku szyjki macicy (Huang i in.,
2005), zotadka (Song i in., 2005), a takze w raku jelita grubego z utrata ekspresji APC (Zhu
i in., 2004) oraz HDAC3 i HDAC6 w raku jelita grubego (Zhang i in., 2004) i piersi
(Bourassa i in., 2014).

Ponadto zaburzenia aktywnosci HAT wiaza si¢ z rozwojem ostrej biataczki
promielocytarnej, a wynika to z translokacji genu RARa i powstania fuzji powyzszego genu z
genem: PML, PLZF, NPM lub NuMA. Dochodzi do wigzania HDAC z produktami genow,
ktore ulegly potaczeniu i utrzymaniu heterochromatyny, a w efekcie do hamowania ekspresji
genow, koniecznych do procesu roznicowania si¢ promielocytu (Stepulak i in., 2005). W
zwigzku z powyzszym uwaza si¢, iz deacetylazy histonow sg obiecujacymi celami terapii
przeciwnowotworowej.

5. Inhibitory HAT oraz HDAC jako przyklady lekéw epigenetycznych

Lekiem epigenetycznym nazywany jest kazdy zwigzek posiadajacy zdolnos¢ do
wzbudzenia lub obnizania aktywno$ci enzymow oddziatujacych na epigenom (Gajer i in.,
2015). Inhibitory acetylotransferaz histonowych mozna podzieli¢ na trzy grupy: inhibitory
bisubstratowe, substancje pochodzenia naturalnego oraz male syntetyczne czasteczki.
Najbardziej selektywnymi inhibitorami HAT s3a inhibitory z rodziny bisubstratowych.
W swojej budowie wykazujg one obecno$¢ acylo-CoA oraz peptydu bardzo podobnego do
substratu lizyny. Charakteryzuja si¢ one niska stabilno$cia oraz ograniczonym
przechodzeniem przez btone komodrkows, co uniemozliwia ich stosowanie W terapii
antynowotworowej (Liu i in., 2008). Do substancji pochodzenia naturalnego posiadajacych
zdolno$¢ hamowania aktywnosci HAT nalezg m.in.: kurkumina, garcinol oraz kwas
anakardowy. Przedstawicielami matych syntetycznych czasteczek sa np.: I'-butyrolakton MB-
3 i pochodne chinoliny (Manzo i in., 2009).
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Inhibitory HDAC oddziatlujg z katalityczng domeng deacetylaz histondéw, blokujac ich
aktywnos$¢. Nastepuje zwickszenie poziomu acetylacji histonow, chromatyna rozluznia sig¢
1 dochodzi do wznowienia prawidlowej ekspresji gendw. Jako przyktady inhibitorow HDAC
mozna podaé: SAHA, TSA, Panobinostat, Belinostat, Dacinostat, Maslan, Romidepsyna,
Entinostat oraz Mocetinostat (Grabarska i in., 2013).

6. Podsumowanie

Epigenetyka stanowi pre¢znie dziatajaca gataz biologii molekularnej. Modyfikacje
epigenetyczne wpltywaja na zmiany struktury chromatyny, modulujagc tym samym ekspresje
genow. Do grupy modyfikacji epigenetycznych zalicza si¢ m.in.: acetylacje, metylacje,
fosforylacje sumoilacje, ubikwitylacj¢, ADP-rybozylacje oraz biotynylacje. Acetylacja
prowadzi do rozluznienia struktur chromatyny, a co za tym idzie zwigksza transkrypcje
genoéw. W przypadku deacetylacji dochodzi do skondensowania chromatyny i zahamowania
transkrypcji. Zachwianie rownowagi pomigdzy procesami acetylacji i deacetylacji, moze by¢
przyczyna wielu stanow patologicznych, m.in. nowotworéw oraz schorzen sercowo-
naczyniowych. Nadzieja w terapii epigenetycznej moga okaza¢ si¢ substancje hamujace
aktywnos$¢ acetylotransferaz oraz deacetylaz histondw.
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Streszczenie

Czynnik indukowany hipoksja jest czynnikiem transkrypcyjnym biorgcym udziat w ochronie komorek przed
stresem wywotanym warunkami hipoksji. Jest on waznym elementem utrzymania homeostazy w prawidlowo
funkcjonujacych komorkach, jednak w przeciggu ostatnich dekad odkryto, ze odgrywa on rowniez istotng rolg
w przypadku komoérek nowotworowych. Czynnik indukowany hipoksja bierze udzial w metabolizmie glukozy
komorek nowotworowych, w regulowaniu pH mikrosrodowiska guza, uczestniczy w przerzutowaniu oraz
wplywa na oporno$¢ na radioterapi¢. Odkrycie korzystnego wplywu czynnika indukowanego hipoksja
na metabolizm komorek nowotworowych sprawito, ze stat si¢ on celem poszukiwania zwigzku o dzialaniu
przeciwnowotworowym. W pracy omowiono role czynnika indukowanego hipoksja w metabolizmie
nowotworow oraz wspotczesne perspektywy wykorzystania jego inhibitorow w terapii przeciwnowotworowe;.

Stowa kluczowe: czynnik indukowany hipoksja, nowotwor, terapia przeciwnowotworowa

Role of the hypoxia-inducible factor in the metabolism of cancers and its

inhibitors in anticancer therapy

Summary

The hypoxia-inducible factor is a transcriptional factor participating in the protection of cells in hypoxia
conditions. It is a key element required to maintain homeostasis, but in recent decades an important role in the
metabolism of cancer cells has also been discovered. The hypoxia-inducible factor plays a role in the glucose
metabolism of cancer cells, maintains pH in the microenvironment of tumors, participates in metastasis and
induces resistance to radiotherapy. Discovery of the role of HIF in cancer cell metabolism resulted in an interest
in it as atarget for anticancer therapy. This paper discusses the role of the hypoxia-inducible factor in the
metabolism of cancers and contemporary perspectives of its inhibitors in anticancer therapy.

Keywords: hypoxia-inducible factor, cancer, anticancer therapy

1. Wstep

Hipoksja w najogélniejszym ujeciu dotyczy stanu niedoboru tlenu w stosunku
do fizjologicznego zapotrzebowania komoérki lub tkanki. Procentowe ujecie hipoksji jest
kwestiag znacznie bardziej skomplikowang ze wzgledu na brak jednolitej klasyfikacji
warunkow tlenowych. W literaturze mozna si¢ spotka¢ z okreSleniem normoksji, czyli
prawidlowego stezenia tlenu, ktora wynosi okoto 20%. Warto$¢ ta dotyczy zawartosci tlenu
w powietrzu atmosferycznym na poziomie morza i mozna zastosowac ja do opisu warunkoéw
hodowli kultur komorkowych, jednak nie obserwuje si¢ jej w organizmie czlowieka.
W zwigzku z tym zaczg¢to korzystac z pojecia fizoksji lub fizjoksji odnoszacej si¢ do wartosci
stezenia tlenu obserwowanego w tkankach przy zachowaniu homeostazy. Warto$¢ ta jest

rézna w zalezno$ci od typu tkanki, jej funkcji oraz umiejscowienia w organizmie. Srednia
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warto$¢ fizjoksji dla komorek ludzkiego organizmu wynosi okoto 5% a zakres miesci si¢
w wartosciach od 3 do 7.4%. Natlenienie komodrek nowotworowych, ktéorych metabolizm
znacznie rozni si¢ od komorek prawidlowo funkcjonujacych, wynosi znacznie mniej i miesci
si¢ w zakresie od 0.3% do 7.4% (McKeown, 2014). Oznacza to, ze wartosci hipoksji
w przypadku komoérek nowotworowych nie tylko wykazuja przesuniecie w stosunku do
warto$ci dla komoérek zdrowych, ale rowniez obejmuja do$¢ szeroki zakres. Ostateczna
granica hipoksji bedzie zalezna od typu nowotworu oraz tkanki, z ktdrej powstat.

Do pojawienia si¢ zjawiska hipoksji moze dojs¢ w sytuacjach fizjologicznych: podczas
rozwoju embrionalnego, w trakcie gojenia si¢ ran, podczas duzego wysitku fizycznego
lub w sytuacjach znajdowania si¢ ponizej poziomu morza (np. w trakcie nurkowania)
lub znacznie powyzej. Niedobdor tlenu moze jednak towarzyszy¢ réwniez stanom
patologicznym 1 moze pojawi¢ si¢ w stanach zapalnych czy przebiegu chorob uktadu
oddechowego czy krwiono$nego (Kumar i in., 2015).

Kluczowym elementem wykrywania i reagowania komoérki na zmiany stezenia tlenu
jest czynnik indukowany hipoksjg (HIF - hypoxia-inducible factor). HIF jest czynnikiem
transkrypcyjnym, ktory sklada sie z dwoch podjednostek: HIFa oraz HIFP. Obie podjednostki
posiadaja w swojej budowie domeny HLH (helix-loop-helix) oraz PAS (per-arnt-sim),
natomiast tylko w podjednostce HIFa wystepuje dodatkowa domena ODD (oxygen-dependent
degradation). W warunkach fizjoksji dochodzi do wytwarzania obu jednostek jednak
podjednostka HIFo zostaje zdegradowana. W warunkach prawidlowego st¢zenia tlenu
dochodzi do hydroksylacji reszt proliny w pozycjach 402 oraz 564 w domenie ODD,
co sprawia, ze podjednostka jest rozpoznawana przez biatko von Hippel-Lindau (VHL).
Zwigzanie podjednostki z biatkiem VHL doprowadza do rekrutacji ligazy ubikwitynoweyj,
ktora znakuje HIFa reszta ubikwityny. Wyznakowana podjednostka czynnika zostaje
nastepnie skierowana na droge degradacji proteolitycznej. W warunkach hipoksji nie
dochodzi do degradacji HIFa, co skutkuje kumulowaniem si¢ podjednostek w cytoplazmie.
W jadrze podjednostki te taczg si¢ z podjednostkami HIFP tworzac aktywny heterodimer.
Czynnik transkrypcyjny taczy si¢ wtedy z DNA w regionie HRE (hypoxia-response element),
ktéry znajduje w obrebie wielu promotoréw gendéw kodujacych kluczowe elementy
metabolizmu komorki, zwlaszcza metabolizmu glukozy (Semenza, 2012).

2. Rola czynnika indukowanego hipoksja w metabolizmie komérek nowotworowych

Hipoksja jest nieodtagcznym zjawiskiem obserwowanym w przypadku guzéw litych.
Jestto spowodowane odlegloscia powstawania komorek od naczyn krwiono$nych,

tworzeniem nowych naczyn krwionos$nych o niskiej efektywnosci, ale réwniez gorszym
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dyfundowaniem tlenu w glagb guza. Dodatkowym powodem hipoksji w komorkach
nowotworowych moze by¢ zmiana ich metabolizmu. Przez wiele lat sadzono, ze zmiany
metaboliczne obserwowane w komodrkach nowotworowych sg dzielem przypadku, losowych
mutacji czy uszkodzen. Dziesigtki lat badan ukierunkowanych na analiz¢ reprogramingu
metabolizmu nowotworow pozwolily jednak na wyciagnigcie nastepujagcych wnioskow:
zmiany te nie tylko nie sg przypadkowe, ale wptywaja tez korzystnie na przezycie komorek
oraz uzyskiwanie przez nich cech mogacych uczyni¢ je nowotworami zlosliwymi
(De Berardinis i in., 2008). Do aktywacji czynnika indukowanego hipoksja w komoérkach
nowotworowych moze doj$¢ na kilka sposobdéw. Poza niedoborem tlenu charakterystycznym
dla guzoéw litych moze rowniez doj$¢ do mutacji w obrebie genu VHL, ktory koduje biatko
von Hippel-Lindau. Nie dochodzi wtedy do wyznakowania podjednostki HIFa ubikwityna,
tym samym nie zostaje ona skierowana na droge degradacji proteolitycznej. Kolejnym
powodem aktywacji HIF moze by¢ obserwowana w niektorych typach nowotwordow
zwickszona aktywacja kinazy Akt. Kinaza tajest gtowna kinazg efektorowa w szlaku
sygnalowym Akt/PI3K/mTOR, ktérego zwickszona aktywno$¢ moze wptywaé na aktywacje
czynnika indukowanego hipoksja (Elstorm i in., 2004). Kolejnym powodem zwigkszonej
aktywnos$ci czynnika indukowanego hipoksja moze by¢ obecno$¢ izoformy M2 kinazy
pirogronianowej (PKMZ2). Jest to charakterystyczna izoforma Kkinazy pirogronianowej
obserwowana w wielu typach nowotworéw. Odkryto, ze PKM2 oddzialuje z domeng
transaktywacyjna podjednostki HIFa przez co dziata jako koaktywator transkrypcji
zwigkszajac wigzanie czynnika indukowanego hipoksja z regionem HRE DNA, prowadzac do
zwiekszonej rekrutacji koaktywatora p300 oraz wplywajac na zwigkszong acetylacje
histonéw, co prowadzi do rozluznienia wtokna nukleosomowego 1 zwigkszenia dostepnosci
DNA dla czynnikow transkrypeyjnych (Luo i in., 2011).

Aktywacja czynnika indukowanego hipoksja obserwowana powszechnie w roznych
typach nowotworu wydaje si¢ by¢ czescig korzystnego dla komorek nowotworowych
reprogramingu metabolicznego. Zwigkszenie ekspresji podjednostki HIFoa wigze si¢
ze zwickszeniem wzrostu guza natomiast utrata aktywnos$ci czynnika indukowanego hipoksja
powoduje zmniejszenie wzrostu (Semenza, 2010). Skoro aktywno$¢ HIF ma korzystny wptyw
na komorki nowotworowe nalezy przyjrze¢ si¢ procesom i szlakom metabolicznym, na ktore
wplywa ekspresja genow indukowana aktywacjg tego czynnika.

HIF odgrywa wazng role w utrzymaniu tak zwanego efektu Warburga. Zjawisko to jest
zwigzane z metabolizowaniem glukozy do kwasu mlekowego niezaleznie od dostepnosci

tlenu i jest ono elementem niezbedny miedzy innymi do tworzenia biomasy potrzebnej
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szybko rosngcym i proliferujagcym komérkom nowotworowym (De Berardinis i in., 2008).
Czynnik indukowany hipoksja wplywa na zwickszong ekspresje genow kodujacych kluczowe
elementy szlaku glikolitycznego, w tym:

« transportery glukozy GLUT - zwigkszona liczba pozwala na zwigkszony pobér glukozy
(Soni i in., 2017)

« enzymy szlaku glikolitycznego takie jak heksokinaza, fosfofruktokinaza, aldolaza, kinaza
fosfoglicerynianowa czy enolaza - zwigkszona liczba pozwala na efektywniejsze
metabolizowanie glukozy (Soni i in., 2017)

* dehydrogenaz¢ mleczanowa LDH - zwickszona liczba pozwala na efektywniejsza
przemiang powstajacego pirogronianu w mleczan, co sprzyja regeneracji czasteczek
NAD+ niezbednych w procesie glikolizy (Feng i in., 2018)

Zwigkszona aktywno$¢ czynnika indukowanego hipoksja sprzyja pojawieniu si¢
ztosliwych cech komorek nowotworowych. HIF wplywa na zwigkszong ekspresj¢ represorow
ekspresji takich jak ZFHX1A oraz ZFHX1B, ktorych aktywnos$¢ wptywa na zmniejszenie
ekspresji genu kodujacego E-kadheryne (Garcia, 2006). Biatko to odpowiada za integralno$é¢
tkanki poprzez adhezje komorek, a spadek jego ekspresji wplywa na zmiang fenotypu
komorek z epitelialnego na mezenchylmalny, co jest pierwszym elementem procesu
metastazy. Czynnik indukowany hipoksja wplywa réwniez na zwigkszong aktywnos¢ TGFa
(transforming growth factor), ktory po potaczeniu si¢ z odpowiednimi receptorami prowadzi
do zwigkszonego wzrostu i proliferacji komorek. Dzialanie czynnika indukowanego hipoksja
na metabolizm komoérek nowotworowych sugeruje, wiec, ze nie tylko uczestniczy on
w utrzymaniu komorek w pierwotnym ognisku nowotworu, ale rowniez bierze udzial w
procesie przerzutowania.

Czynnik indukowany hipoksja wptywa réwniez na ekspresj¢ genow, ktorych produkty
biorg udzial w angiogenezie. Powstanie nowych naczyn krwiono$nych jest niezbedne dla
wzrostu guza, ktorego komorki wymagaja zaopatrzenia w tlen 1 skladniki odzywcze.
Do czynnikéw proangiogennych, na ktoére wptywa HIF nalezag migdzy innymi czynniki
wzrostu, takie jak czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego VEGF, angiopoetyny czy
ptytkopochodny czynnik wzrostu PDGF, ale tez metaloproteinazy macierzowe czy syntaza
tlenku azotu NOS. Liczba genéw zaangazowanych w angiogeneze, ktora znajduje si¢ pod
kontrolg czynnika indukowanego hipoksja, sugeruje zaawansowany poziom zlozonos$ci
wptywu HIF nie tylko na powstawanie nowych naczyn, ale rowniez na modulowanie
przeptywu krwi przez nowo powstale naczynia (Soni i in., 2017). Zaobserwowano rowniez,

ze nowotwory o wysokiej zawarto$ci czynnika indukowanego hipoksja wykazuja zwigkszong
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opornos$¢ na radioterapi¢ wzgledem komorek, u ktorych zablokowano ekspresje HIF. Moze to
by¢ zwigzane ze zwigkszeniem ekspresji czynnikow wzrostu, takich jak VEGF, pod wptywem
dziatania czynnika indukowanego hipoksja (Rankin i in., 2008).
3. Inhibitory czynnika indukowanego hipoksja

Ztozone dziatanie czynnika indukowanego hipoksja w metabolizmie komorek
nowotworowych sprawito, ze stal si¢ on celem w poszukiwaniu zwigzku mogacego znalez¢
zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej. Do zahamowania aktywnos$ci HIF mozna
doprowadzi¢ na kilka sposobow:

* poprzez inhibicje ekspresji podjednostki HIFa

Do inhibicji ekspresji podjednostki HIFa mozna doprowadzi¢ zaréwno na etapie
transkrypcji jak i na etapie translacji. Zwigzkiem dziatajacym, jako inhibitor mRNA jest
EZN-2960. Zwiazek ten jest oligonukleotydem, ktory w badaniach przedklinicznych wykazat
specyficzno$¢ dziatania na czynnik indukowany hipoksja. Jego zastosowanie poskutkowalo
zmniejszeniem aktywno$ci gendw znajdujacych si¢ pod kontrola HIF (Greenberger i in.,
2008). EZN-2960 przeszedt do pierwszej fazy badan klinicznych. Kolejnym mechanizmem
zablokowania transkrypcji jest inaktywacja topoizomerazy I przy wykorzystaniu analogow
kamptotecyny. Przedstawicielem tej grupy inhibitoréow jest CPT-11, ktorego skuteczno$¢
dziatania sprawita, ze zwigzek ten przeszedl do drugiej fazy badan klinicznych
w przypadkach raka trzustki, raka jajnikow, guzow litych, glejakow oraz nerwiakow.

Inhibicja translacji podjednostki HIFa moze obejmowa¢ kilka mechanizméw. Jednym
z nich jest blokowanie translacji poprzez inhibicj¢ kinazy mTOR, ktora uczestniczy
W procesie inicjacji tego etapu syntezy biatek (Ma i in., 2009). Inhibitorami o takim
mechanizmie dziatania sg temsirolimus, sirolimus oraz ewerolimus (Masound i in., 2015).
Sirolimus oraz everolimus znalazly zastosowanie w leczeniu immunosupresyjnym, natomiast
temsirolimus oraz ewerolimus zostaly zatwierdzone w leczeniu raka nerkowokomorkowego,
raka piersi, chtoniakow oraz guzéw trzustki. Do zablokowania translacji mozna réwniez
doprowadzi¢ poprzez inhibicje innej kinazy bedacej elementem szlaku transdukcji sygnatu.
LY294002 jest inhibitorem kinazy PI3K. W komdrkach raka prostaty traktowanych tym
inhibitorem doprowadzil on do zahamowania ekspresji podjednostki HIFa (Jiang i in., 2001).
LY?294002 przeszedt do pierwszej fazy badan klinicznych z udziatem pacjentow chorujacych

na nerwiaki.
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Do nowych zwigzkéw testowanych w badaniach przedklinicznych wykazujacych
hamujace dziatanie na ekspresje czynnika indukowanego hipoksja naleza melittin,
aktynolaktomycyna oraz zebularin.

* poprzez inhibicje biatka Hsp90

Biatka opiekuncze z klasy Hsp90 uczestnicza w osigganiu odpowiedniej konformacji
przez podjednostki czynnika indukowanego hipoksja. Zablokowanie interakcji pomiedzy
HIFo a Hsp90 moze doprowadzi¢ do przekierowania podjednostki na droge degradacji
proteolitycznej. Mechanizm dzialania oparty na inhibicji biatka opiekunczego wykazuje
geldanamycyna. Zwigzek ten jest benzochinonowym antybiotykiem, ktérego syntetyczne
pochodne (17-AAG, 17-DMAG, IPI-504) przeszty do fazy drugiej badan klinicznych
Z biataczkami, guzami litymi oraz rakiem ptuca (Masound i in., 2015). Kolejnym inhibitorem
Hsp90 jest ganetespib. Jest on matym, syntetycznym zwiazkiem, ktérego dziatanie bylo
oceniane w badaniach przedklinicznych na komoérkach gruczolakoraka przewodu
trzustkowego. Jego zastosowanie poskutkowalo zahamowaniem efektow spowodowanych
zwigkszong aktywno$cig HIF i doprowadzito do zwigkszenia podatnosci komoérek na zwiazki
antynowotworowe (Nagaraju i in., 2019). Kolejnym zwigzkiem blokujacym interakcje
pomigdzy Hsp90 1 HIF jest tymochinon. Jest to naturalny zwiazek pochodzenia roslinnego,
ktérego zastosowanie w badaniach z komoérkami raka nerkowokomoérkowego poskutkowato
zmniejszeniem ekspresji gendw znajdujacych si¢ pod kontrolg czynnika indukowanego
hipoksja a ostatecznie doprowadzito do $mierci komoérek (Lee i in., 2019).

* poprzez inhibicj¢ dimeryzacji podjednostki HIFa z podjednostka HIFf

Pierwszymi zwigzkami wykazujagcymi mechanizm dziatania na zasadzie inhibicji
dimeryzacji podjednostek czynnika indukowanego hipoksja sg PT2385 oraz PT2399. Zwiagzki
te sa malymi, syntetycznymi czasteczkami, ktéore w badaniach przedklinicznych oraz
klinicznych z rakiem nerkowokomérkowym wykazaty dziatanie hamujace na wzrost
i proliferacje komorek nowotworowych (Martinez-Séaez i in., 2017).

» poprzez wzmocnienie interakcji HIF z FIH (factor inhibiting HIF)

Mozliwym mechanizmem zablokowania aktywnosci czynnika indukowanego hipoksja
jest wzmocnienie jego interakcji z naturalnie wystepujagcym w organizmie inhibitorem FIH.
Taki mechanizm dzialania wykazuje Bortezomib wykorzystywany obecnie w leczeniu
szpiczaka mnogiego. Innym zwigzkiem o takim dzialaniu jest YC-1, ktory w potaczeniu
z CPT-11 pozwolit uzyska¢ ponad pigciokrotnie silniejszy efekt przeciwnowotworowy

(Zhan i in., 2019).
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4. Podsumowanie

By odpowiedzie¢ sobie na pytanie, czy czynnik indukowany hipoksja jest dobrym
celem terapii przeciwnowotworowej nalezy rozpatrzy¢ kilka aspektow. Po pierwsze -
fizjologiczng role pelniong w organizmie przez HIF. Czynnik indukowany hipoksjg jest
czynnikiem transkrypcyjnym obecnym u wszystkich obecnie zyjacych i zbadanych
przedstawicieli krélestwa zwierzat. Jego powszechno$¢ sugeruje istotng rolg¢ w mechanizmach
zapewniajacych przetrwanie warunkéw niedoboru tlenu. Hipoksja, chociaz kojarzy sie¢
glownie ze stanami patologicznymi, towarzyszy rowniez procesom fizjologicznym, takim jak
rozw6j embrionalny czy gojenie ran. Zapewnia prawidtowg homeostaze organizmu
w sytuacjach niebedacych bezposrednim zagrozeniem dla zdrowia: podczas intensywnych
¢wiczen, nurkowania czy wspinaczki gorskiej. Celujac w czynnik indukowany hipoksja
pozbawiamy element ochrony przed niedoborem tlenu nie tylko komorki nowotworowe, ale
rowniez te prawidlowo funkcjonujace, co moze prowadzi¢ do pojawienia si¢ efektow
ubocznych. Kolejnym aspektem jest niska specyficzno$¢ niektorych z wymienionych
inhibitorow, dotyczy to zwlaszcza inhibitoréw wptywajacych na szlak transdukcji sygnatu
(np. Temsirolimus, LY294002). Niska specyfika mechanizmu dziatania danego zwiazku
zwigksza prawdopodobienstwo wystgpienia niepozadanych skutkow. Wigze si¢ to réwniez
z roznica w efektach obserwowanych w badaniach przedklinicznych oraz klinicznych.
Zwigzek cechujacy si¢ wysoka skuteczno$cig w badaniach na liniach komorkowych moze
wykazywa¢ w badaniach na organizmach, czy to na modelach zwierzgcych czy w badaniach
klinicznych z udziatem ludzi, skutki uboczne o stopniu wykluczajacym go z dalszego
rozwoju.

Z drugiej strony nalezy jednak zwroci¢ uwage na to, Ze obecnie stosowane,
konwencjonalne metody terapii przeciwnowotworowej roOwniez nie s3 pozbawione wad.
Stosowane wspotczesnie zwiazki czesto prowadza do wystgpienia efektow ubocznych
wplywajac na pogorszenie zdrowia 1 samopoczucia pacjentow. Wykorzystanie nowych metod
aplikacji zwigzkow, takich jak formowanie ich w liposomy lub sprzegania z nanonosnikami,
pozwoliloby na skierowanie danego zwigzku, w tym tez inhibitora czynnika indukowanego
hipoksja, w konkretny obszar organizmu, zmniejszajagc tym samym prawdopodobienstwo
wystgpienia skutkéw ubocznych. Nawet, jezeli rozwinigcie nowych inhibitorow czynnika
indukowanego hipoksja nie pozwoli na zupelne zrezygnowanie z terapii konwencjonalnej
to samo zmniejszenie jej dawki byloby sukcesem, dla ktorego warto rozpatrywacé HIF, jako

cel terapii przeciwnowotworowej.
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Summary

It is known that carcinogenesis is associated with reprograming of cellular catabolic and anabolic metabolism for
enhanced energy and biomass synthesis to support cancer cells growth, proliferation and to maintain their
transformed state to survive in a difficult microenvironment. Until recently, the role of mitochondrial B-oxidation
of fatty acids in various aspects of oncogenesis has not been clearly defined, but recent evidence suggests that
key enzymes or regulators of B-oxidation can be promising targets for cancer therapy. The aim of the review is to
analyze changes in lipid metabolism in colorectal cancer tissue, not only from the standpoint of lipid profiling,
but also changes in the processes of B-oxidation and energy production in cancer cells. A detailed explanation
and knowledge of the mechanisms of such metabolic changes in cancer open up great potential for therapeutic
actions that can be performed using dietary and pharmacological interventions on lipid metabolism.

Keywords: cancer, lipid metabolism, fatty acid oxidation

Przeprogramowanie metabolizmu lipidow w komorkach raka jelita

grubego

Streszczenie

Wiadomo, ze nowotworzenie wigze si¢ z przeprogramowaniem komorkowego metabolizmu katabolicznego
i anabolicznego w celu zwickszenia syntezy energii i biomasy dla wsparcia wzrostu, proliferacji komorek
rakowych i utrzymania ich stanu transformacji, aby przetrwa¢ w trudnym mikrosrodowisku. Do niedawna rola
mitochondrialnej B-oksydacji kwaséw tluszczowych w roéznych aspektach onkogenezy nie byta jasno
zdefiniowana, ale ostatnie dowody sugeruja, ze kluczowe enzymy lub regulatory B-oksydacji moga by¢
obiecujacymi celami w terapii przeciwnowotworowej. Celem przegladu jest analiza zmian metabolizmu lipidow
w tkance raka jelita grubego, nie tylko z punktu widzenia profilowania lipidow, ale takze zmian w procesach -
oksydacji i produkcji energii w komorkach rakowych. Szczegdélowe wyjasnienie i wiedza na temat
mechanizmoéw takich zmian metabolicznych w nowotworze otwieraja ogromny potencjal dziatan
terapeutycznych, ktore mozna przeprowadzi¢ za pomoca dietetycznych i farmakologicznych interwencji
dotyczacych metabolizmu lipidow.

Stowa kluczowe: rak jelita grubego, metabolizm lipidow, utlenianie kwasow ttuszczowych

1. Introduction

It is historically known that in cancer cells the control over the cell cycle is changed,
therefore they are more sensitive to violations of its critical stages. Development of new
innovative cancer treatments is based on the difference in metabolism between cancer and
normal cells. Therefore, the mechanisms of action of the first conventional cancer drugs were
aimed at universal targets necessary to maintain a normal cell cycle (DNA replication,
nucleotide synthesis enzymes, cell cytoskeleton, etc.). However, recently, new cancer drugs
acting on specific targets, which are primarily needed for tumor cells to survive or maintain

the cell cycle. Such targeted drugs can be monoclonal antibodies, hormone antagonists,
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inhibitors of various enzymes, receptors, etc. Since targeted drugs act only on certain tumors
that carry targets for these drugs, such treatment requires personalized medicine, that is,
careful selection of patients.
2. Metabolic adaptation to nutritional stress in human colorectal cancer

The Warburg effect is a phenomenon when cancer cells produce energy mainly through
very active glycolysis followed by the formation of lactate, despite the presence of oxygen for
the complete oxidation of glucose (Sun et al. 2018). Passing to incomplete glucose oxidation,
cancer cells protect themselves from reactive oxygen species (ROS) and oxidative stress, and
can also actively use glycolytic intermediates for the synthesis of nucleotides, cell membrane
lipids and the synthesis of serine and glycine necessary to maintain rapid proliferation (Levine
and Puzio-Kuter, 2010). Higher glucose uptake by primary and metastatic colorectal cancer
(CRC) tumors and increased intratumoral lactate indicate that most CRC cells exhibit the
Warburg metabolic phenotype. In addition, this is evidenced by the activation of numerous
genes and proteins, which are important for glycolysis and glucose uptake (Brown et al.,
2018).
3. Changes in lipid metabolism

Evidence of the relationship between CRC and changes in lipid metabolism were
provided by the studies of the effect of diet lipid composition and blood lipid composition on
the risk of this cancer (Rashid et al., 1997; Song et al., 2014). A feature of CRC cells is a high
level of lipid droplets which are the site of prostaglandin E2 synthesis stimulating the growth
and spread of the tumor (Hagland et al., 2013), in addition, there is evidence of the
participation of these inclusions in the development of drug resistance of cancer (Cotte et al.,
2018). Moreover, through transforming growth factor beta activation, changes in genes
associated with lipid metabolism may contribute to the migration and invasion of the primary
tumor (Aguirre-Portolés et al., 2017).
3.1. Changes in fatty acid synthesis

Fatty acids (FAS) in cancer tissue are necessary for the synthesis of cell membranes,
post-translational modification of proteins, and the synthesis of triacylglycerols in lipid
droplets for energy storage. They can also be used for cell signaling, neutralization of ROS
and as an energy source after direct oxidation of FAs (FAQO) (Brown et al., 2018). So cancer
proliferation requires enhanced de novo lipid biogenesis pathways because the use of
circulating FAs cannot satisfy the need of cancer cells for lipid metabolites. In contrast to
normal cells, the synthesis of FAs in cancer cells occur independently of the presence of

circulating lipids (Zaytseva et al., 2015). Butyrate produced by intestinal bacteria also
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contributes to lipid biosynthesis by colorectal cancer cells. Oxidation of butyrate reduces
glucose dependence and leads to an increase in the level of nucleocytoplasmic acetyl-CoA,
a substrate for the synthesis of FAs and histone acetylation (Wellen et al., 2009).

FAs are synthesized in the cytoplasm by FAs synthase (FASN) using malonyl-CoA and
citrate, which are generated from acetyl-CoA. The resulting 16-carbon saturated FA -
palmitate after desaturation and elongation reactions produces a large amount of FAs. In this
case, intermediate metabolites of these processes can have an activating effect on the
processes of glycolysis and mitochondrial FAO under conditions of metabolic stress
(Zaytseva et al. 2015). Upregulated in CRC tissue Acyl-CoA synthetase (ACSL) enzyme is
also associated with carcinogenesis, catalyzing the activation of long chain FAs to acyl-CoA,
a process necessary for the synthesis of phospholipids and triglycerides, lipid modification of
proteins, as well as FAO (Sanchez-Martinez et al., 2015). In CRC, the synthesis of FAs can be
supported by one-carbon metabolism, a process in which amino acids serine and methionine
can serve as a donor of carbon atoms (Brown et al., 2018). In addition to significant changes
in the composition of FASs in the cancerous tissue of patients with CRC, due to increased (4-
10 times) expression of fatty acid elongases, cancer tissue contains much higher levels of
saturated and monounsaturated FAs with a very long chain (22-26 carbon atoms) (Pakiet et
al., 2019).

3.2. Fatty acid oxidation alterations

While the pathways of glycolysis and fatty acid synthesis are well described, there is
still no complete mechanism describing the features of FAO in cancer cells. In recent years,
there have been changes in the views on the contribution of mitochondrial p-oxidation of FAs
to the metabolic profile of cancer. Studies of the relevance of the FAO pathway in cancer
have provided an opportunity to talk about the “lipolytic phenotype” of cancer (Ma et al.,
2018).

So for breast cancer, cancer progression is promoted by energy production through
mitochondrial p-oxidation of FAs that are released during adipocyte lipolysis and are
intensely transferred to cancer cells (Choi et al. 2018). FAO is also of interest because of its
involvement in drug resistance through mitochondrial uncoupling, since FAO activity
increases in cancer cells in response to treatment with many therapeutic reagents (Ma et al.,
2018). Also in CRC, there is a relationship between abnormal oxidation of FAs and abnormal
biosynthesis of phospholipids (the most important components of biological membranes),

which may be associated with accelerated cell proliferation (Zhang et al., 2017).
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The pathway for the oxidation of FAs take place in mitochondria, and can also occur in
peroxisomes, as well as in an autophagous way in the cytoplasm (Fillmore et al., 2011). The
main difference in the oxidation of FAs in peroxisomes from mitochondria is acyl-CoA
oxidase, which instead of FADH, produces H,O, which is neutralized by catalase. In addition,
the oa-oxidation necessary for the oxidation of FAs with methyl branches can occur in
peroxisomes (Fillmore et al., 2011). Despite the fact that peroxisomal -oxidation does not
directly contribute to energy production, it can play an important role in carcinogenesis, for
example, the activation of branched chain fatty acid p-oxidation in peroxisomes may
contribute to transformation in prostate cancer (Liu, 2006).

Beta-oxidation is preceded by the conversion of FAs to acyl-CoA using Acyl-CoA
synthetase (long chain fatty acyl-CoA ligase). In accordance with the length of the carbon
chain of the FAs that they catalyze there are several types of acyl-CoA synthases, of which
acyl-CoA synthase with long chain (ACSL) is of interest because the levels of expression of
ACSL4 were noticeably higher in breast cancer cells and in cancerous tissues of the liver of
patients with hepatocellular carcinoma (Li and Zhang, 2016), another isozyme ACSL1
together with stearoyl-CoA desaturase-1 both increases energy efficiency in CRC cells, and
also promotes migration and invasive ability (Aguirre-Portolés et al., 2017).

Further acyl-CoA is transported through the double membrane of mitochondria via
carnitine/acylcarnitine translocase (transmembrane transfer) with help of carnitine-
palmitoyltransferase-1 (CPT1) (Fillmore et al., 2011). At this stage, FAO activation through
overexpression of the CPT1A enzyme can occur (La Vecchia and Sebastian, 2019). FAs are
oxidized in the mitochondrial matrix with the participation of four enzymes that sequentially
act on acyl-CoA through numerous enzymatic catalytic reactions of dehydrogenation,
hydration, dehydrogenation, and thiolysis. Final FAO metabolite - acetyl-CoA enters the
tricarboxylic acid cycle to generate NADH and FADH; which further enter the electron
transfer chain to produce ATP (Fillmore et al., 2011). As a result of the oxidation of FAs with
an odd number of carbon atoms, not only acetyl-CoA, FADH, and NADH are formed, but
also one propionyl-CoA molecule (Fillmore et al., 2011).

Decrease in glucose consumption and a subsequent decrease in ATP levels may be one
of the triggers restructuring of the metabolism in a cancer cell. Low ATP level activate AMP-
activated protein kinase (AMPK) which inhibits acetyl CoA-carboxylase-1 (ACC1) and
ACC2, and leads to FA synthesis inhibition and, as a result, reduces the consumption of
NADPH (Hay, 2016). Also, AMPK simultaneously activates FAO, which leads to the

increase of NADPH (by increasing the flow from malate to pyruvate and promoting the
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conversion of isocitrate to a-ketoglutarate). Obtained NADPH is used for prevention against
increase in intracellular ROS thereby protecting cancer cells (Hay, 2016).

Proteins involved in B-oxidation of FAs are regulated by both transcriptional and post-
transcriptional mechanisms. Among the transcription factors that regulate the expression of
these proteins, the best known are the peroxisome proliferator-activated receptors (PPARS)
and the PPARs gamma coactivator 1-alpha (PGC-1a) (Fillmore et al., 2011). Increased
expression of PPARs are correlated with poor prognosis in CRC and stimulated cell
proliferation in breast cancer (Fernandez et al., 2018) (Okumura et al., 2002). The importance
of PGC-1a expression is indicated for the development of Renal Cell Carcinoma (LaGory et
al., 2015).

4. Current achievements and future prospects

Many substances are considered chemoprophylactic and therapeutic agents for CRC.
For example, non-steroidal anti-inflammatory drugs such as Ibuprofen, but their use is limited
by a strong influence on other organs (Yan et al., 2016). Aspirin has been shown to be
effective in  preventing colon cancer associated with high expression of
15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase (15-PGDH). A cyclooxygenase (COX) inhibitor
Sulindac as an effective agent for the prevention of colon cancer with a low level of
15-PGDH (Yan et al., 2016). Also such substances as polyketides and their derivatives used
as anti-cancer agents in clinics, but also natural polyketides from red wine and green tea can
be used. Changing the diet to increase the intake of n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFAS)
can inhibit the synthesis of COX-2 derivative from n-6 PUFA - prostaglandin E2, which is
involved in carcinogenesis of CRC (Cai et al., 2012). Also the effectiveness of chemotherapy
and glucide restrictions caused by the ketogenic diet of stage IV colon cancer patients was
shown (Furukawa et al., 2018). Changing diet can affect the levels of end products of
peroxidation of PUFAs like malondialdehyde and 4-Hydroxy-2-nonenal. These are quite toxic
products that in small doses can initiate the tumor process, however, in high concentrations
they have an inhibitory effect on tumor growth (Cai et al., 2012).

Currently, the main efforts in therapy affecting lipid metabolism are directed both to the
synthesis and to oxidation of FAs. One of the CRC phenotypes associated with
overexpression by cancer cells of lipid metabolism-related axis Acyl-CoA
synthetases/stearoyl-CoA desaturase (ACSLs/SCD) stimulates colon cancer progression. The
antidiabetic drug Metformin showed good efficiency in reduction in de novo FA synthesis by

decreasing of acetyl-CoA and oxaloacetate in the cytoplasm (Cruz-Gil et al., 2019). In the
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phase of clinical trials there are new FASN inhibitors aimed at the synthesis of palmitate
(Brown et al., 2018).

The use of FAO inhibitors in medicine is not new, such drugs are successfully used for
the treatment of heart diseases (CPT1 inhibitors) (La Vecchia and Sebastian, 2019) or for the
treatment of angina (3-ketoacylthiolase inhibitors). To suppress the oxidation of FAs in cancer
cells, a FAO inhibitor Trimetazidine was used, also the effectiveness of the malonyl-CoA
decarboxylase inhibitor was shown for the human breast cancers (Ma et al., 2018). Based on
the fact that FAO is involved in supporting cellular DNA synthesis in the endothelium, FAO
blockade can prevent vascular growth and tumor angiogenesis by targeting tumor endothelial
cells (Ma et al., 2018).

On the other hand, studies are underway regarding the activation of FAO in cancer cells.
Activation of FAO is achieved by PPAR activators, AMPK activators, or ACC1 inhibitors, as
well as exposure to high concentrations of carnitine and FAs (Carracedo et al., 2013), while
compounds targeting ACC2 can instead stimulate tumor growth by stimulating FAO (Corbet
and Feron, 2017).

A potential target is the transport of FAs from circulation to cancer cells, for example
FA carrier inhibitor (BMS 309403), FA binding protein (FABP4)(Choi et al., 2018) and FA
transporter (FAT/CD36) (Corbet and Feron, 2017). Promising targets in CRC therapy are
ceramidase and sphingosine kinase inhibitors, which also play an important role in
cancerogenesis (Camp et al., 2017). In addition, the target may be allosteric ratios of the
NADH/NAD" level and the acetyl-CoA/CoA level, the increase of which leads to the
inhibition of B-oxidation (Fillmore et al., 2011).

5. Conclusions

Recent research of FAO in the context of cancer metabolism has opened up new and
exciting therapeutic possibilities. Approaches to combination therapy directed at the
catabolism of FAs with glycolysis or glutaminolysis can be a more effective strategy for
cancer treatment, however, targeting individual enzymes or pathways should be combined

with chemotherapy or other targeting agents for better results.
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Streczczenie

Wiele lat temu przyjety model patogenezy reumatoidalnego zapalenia stawow zakltadal, ze obecne w ptynie
stawowym chorych czynniki o charakterze prozapalnym produkowane sg jedynie przez synowiocyty
i chondrocyty. Wyniki badan z ostatnich paru lat wskazuja jednak, ze model ten jest niewlasciwy. Zrodtem
cytokin prozapalnych i czynnikéw wzrostu moze by¢ takze tkanka tluszczowa, ktdrej nieprawidtowy obraz
skorelowany zostal z wystgpowaniem lokalnej odpowiedzi zapalnej, co potwierdza jej patologiczng aktywno$é w
obrgbie stawow. Co wigcej, nieprawidlowe funkcjonowanie komorek tluszczowych znaczaco wplywa na
metabolizm zaré6wno komorek chrzastki jak i tkanki podchrzestnej wptywajac tym samym na postep choroby.
Biorac pod uwage powyzsze doniesienia, nalezy uzna¢ obecno$¢ kolejnego po blonie maziowej i chrzastce
miejsca, odpowiedzialnego za wystapienie i podtrzymanie chronicznego stanu zapalnego, bedacego
bezposrednig przyczyna pojawienia si¢ objawow chorobowych charakterystycznych dla reumatoidalnego
zapalenia stawow.

Stowa kluczowe: reumatoidalne zapalenie stawow, tkanka ttuszczowa, zapalenie tkanki thuszczowej, patogeneza

Role of adipose tissue in pathogenesis of rheumatoid arthritis

Summary

For many years, the accepted model of rheumatoid arthritis pathogenesis assumed that pro-inflammatory factors
present in the synovial fluid of the patients are produced only by synoviocytes and chondrocytes. However, new
evidences indicate that this model is incorrect. The important source of pro-inflammatory cytokines and growth
factors may also be adipose tissue, whose abnormal presentation has been correlated with the occurrence of
a local inflammatory response. These findings confirm pathological activity of adipose tissue within the joints.
Moreover, the pathogenic activity of adipose tissue significantly affects the metabolism of both the cartilage and
subchondral osseous tissue, thereby affecting the progression of the disease. Considering this findings, it is
necessary to recognize the presence of another site of inflammation next to synovium and cartilage, responsible
for the initiation and maintenance of chronic inflammation, which is the main characteristic of rheumatoid
arthritis.

Keywords: rheumatoid arthritis, adipose tissue, inflammation of adipose tissue, pathogenesis

1. Wstep

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS), ang.: rheumatoid arthritis, tac.: arthritis
rheumatoidea, polyarthritis chronica evolutiva, nazywane w przesztosci gosécem przewlekle
postepujacym nalezy do jednej z najczesciej wystepujacych chordéb autoimmunologicznych
tkanki tacznej o charakterze zapalnym (Puszczewicz, 2011). Szacuje si¢, ze na RZS choruje
0,5-1% spoteczenstwa, przy czym az 75% tej grupy stanowig kobiety (Zimmermann-Gorska,
2014). Powszechnie przyjety model choroby opisuje reumatoidalne zapalenie stawow, jako
przewlekte, nieswoiste zapalenie btony maziowej stawdéw z wspdlwystepowaniem naciekow
ztozonych z aktywowanych komorek, gléwnie limfocytow T, plazmocytow 1 makrofagow,

ktore uczestnicza w procesach immunologicznych prowadzacych do powstania stanu
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zapalnego. Chroniczny stan zapalny zapoczatkowany i rozwijajacy si¢ w blonie maziowe;j
prowadzi do degradacji chrzastki stawowej 1 nasad ko$ci, a takze do wystgpowania zmian
pozastawowych, jak i powiktan o charakterze uktadowym. Dalszy postep choroby prowadzi
do zaburzen wydolnosci funkcjonalnej, niepelnosprawnosci znacznego  stopnia
i przedwczesnej $mierci chorych (Zimmermann-Gorska, 2008; Puszczewicz, 2011). Model
ten, cho¢ w swych pierwotnych zalozeniach jak najbardziej poprawny, w $wietle wynikow
badan uzyskanych w ostatnich latach okazat si¢ niepelny. Wiele doniesien wskazuje na to, ze
oprocz blony maziowej 1 chrzastki, uznawanych dotychczas za jedyne zrodia cytokin
prozapalnych i czynnikow wzrostu, takze stawowa tkanka tluszczowa odgrywa znaczacg role
w zapoczatkowaniu i podtrzymaniu stanu zapalnego toczacego si¢ w stawach chorych na RZS
(Kontny i in., 2011).

2. Zrodla chronicznego stanu zapalnego w przebiegu reumatoidalnego zapalenia stawéw

Etiopatogeneza reumatoidalnego zapalenia stawOw wcigz nie jest w pelni poznana.
Wiadomo, ze do wystapienia chronicznego procesu zapalnego moga przyczynia¢ si¢ zarowno
czynniki srodowiskowe, zakazenia o podtozu bakteryjnym lub wirusowym jak i zaburzenia
immunologiczne oraz predyspozycje genetyczne (Alamanos i in., 2005). Mimo tego, ze wciagz
nie potrafimy dokladnie wyjasni¢, co jest pierwotnym czynnikiem indukujacym stan
chorobowy, nastepstwa dziatania tego czynnika etiologicznego (badz czynnikéw) s3 juz
doskonale poznane (Jura-Pottorak i in., 2001).

Wiele lat badan nad RZS pozwala ponad wszelka watpliwos¢ stwierdzi€, ze stawowa
btona maziowa chorych na RZS jest zrodtem aktywowanych limfocytow T, ktére stymuluja
syntezg szeregu cytokin prozapalnych takich jak m.in. czynnik martwicy nowotworu
o (TNFa), interleukina 1 (IL-1) interleukina 2 (IL-2), interferon y (IFN-y) oraz
metaloproteinaz macierzy (Kunz i in., 2009; Goldring, 2003). Aktywowane limfocyty T
inicjuja takze proliferacj¢ limfocytéw B, synowiocytow oraz fibroblastow, w wyniku czego
zwicksza si¢ wydzielanie przeciwciat (Kontny i in., 2006; Wistowska i in., 2006). Ponadto,
w blonie maziowej, ptynie stawowym 1 surowicy krwi chorych na RZS wykrywa si¢ inne
mediatory stanu zapalnego takie jak m. in. interleuking 1B (IL-1pB), interleuking 6 (IL-6),
interleuking 15 (IL-15) interleuking 17 (IL-17) i interleuking 23 (IL-23). Czynniki te,
stanowigc grupe cytokin prozapalnych znaczaco wplywaja na stymulacje procesow
prowadzacych do degradacji chrzgstki (Sudot-Szopinska i in., 2013; Toussirot i in., 2008).

Kolejng tkanka, ktorg obejmuje toczacy si¢ stan zapalny w przebiegu RZS okazuje si¢
by¢ szpik kostny. Szpik kostny, uwazany przez wiele lat jedynie za narzad krwiotwdrczy oraz

centralny narzad limfatyczny, okazat si¢ takze spelnia¢ funkcje wtornego narzadu
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limfatycznego gdzie moze zosta¢ zainicjowana i podtrzymana odpowiedz immunologiczna
organizmu. Szpik kostny chorych na RZS znacznie rézni si¢ od tkanki oséb zdrowych
zardéwno pod wzgledem obrazowym, co widoczne jest w badaniach za pomoca rezonansu
magnetycznego, jako obrzek szpiku, jak rowniez pod wzgledem zawartosci cytokin
prozapalnych czy wielkoscig populacji poszczegdlnych komorek (Kurowska i in., 2010;
Tomita i in., 1994).

Coraz wiecej dowodoéw wskazuje na fakt, iz tkanka thuszczowa obok blony maziowej
1 szpiku kostnego jest kolejnym zrodiem chronicznego stanu zapalnego obserwowanego
w RZS. Tkanka tluszczowa jest aktywnym endokrynnie organem, ktory w zaleznosci od jej
embrionalnego pochodzenia i umiejscowienia w organizmie, petni odmienne funkcje. Poza
utrzymaniem energetyczne] homeostazy organizmu, odzywianiem i udziale w procesie
termogenezy, tkanka tluszczowa jest mocno zaangazowana w procesy zwigzane ze wzrostem
masy kostnej, a takze modulacja odpowiedzi immunologicznej (Schéffler i in., 2010; Galic
i in., 2010). Modelem tkanki tluszczowej wykorzystywanym do badan nad RZS jest tkanka
tluszczowa ciata Hoffy (ang.: Hoffa body, infrapatellar fat pad), nazywana inaczej tkanka
thuszczowa podrzepkowa. W ciele Hoffy w przebiegu RZS wykryto obecnos¢ licznych
naciekow ztozonych z komorek odpornosciowych takich jak m.in. monocyty/makrofagi,
bazofile, eozynofile, neutrofile i limfocyty. Komorki naciekajace tkanke produkuja
i wydzielajg liczne cytokiny prozapalne oraz sktadowe uktadu dopetniacza. Poza naciekami
ztozonymi z komoérek immunologicznych, cialo Hoffy samo w sobie wykazuje czynno$¢
wydzielnicza, produkujac czynniki wzrostu i klasyczne adipokiny takie jak leptyna,
adiponektyna 1 rezystyna, bedace produktem metabolizmu adipocytow. Wszystkie te czynniki
znaczgco wplywaja na czynnos$¢ btony maziowej 1 chrzastki, powodujac zaostrzenie si¢
i podtrzymanie stanu zapalnego toczacego si¢ w stawach (Neumann i in., 2011)
3. Reumatoidalna tkanka tluszczowa

Tkanka tluszczowa jest rodzajem wyspecjalizowanej tkanki tacznej bedaca aktywnym
organem endokrynnym, heterogenicznym w kontekscie pochodzenia embrionalnego, budowy,
rozmieszczenia w ciele i funkcji, jakie spetnia. Podstawowy podziat tkanki thuszczowej dzieli
ja na tkanke tluszczowa biala (ang.: white adipose tissue, WAT) 1 tkanke thuszczowa
brunatng. Tkanka tluszczowa brunatna pojawia si¢ w ostatnich dwoch miesigcach zycia
ptodowego cztowieka i dominuje w rozwinigte] postaci w okresie niemowlgcym. Jej
podstawowg funkcjg jest indukcja termogenezy. Dzigki obecno$ci biatka- termogeniny
(UCP1) wystepujacej po wewnetrznej stronie mitochondriow tkanki thuszczowej, brazowe

adipocyty przeksztatcajg energi¢ bezposrednio w ciepto. Wraz z rozwojem organizmu tkanka
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brunatna powoli zanika, a jej miejsce zajmuje tkanka tluszczowa biata. Tkanka brunatna
obecna jest u osobnikéw dorostych jedynie w okolicy szyi, duzych tetnic, nerek i srédpiersia.

Tkanka tluszczowa biala (czasem nazywana z0ttg) jest luzng tkanka laczna
charakteryzujacg si¢ matg masg istoty miedzykomorkowej, ktorej wiekszo$¢ wnetrza komorek
wypetnia jedna, duza kropla tluszczu potoczona cienkg warstwa cytoplazmy. Gtowna funkcjg
WAT jest gospodarka tluszczowa: magazynowanie, wytwarzanie (lipogeneza) i rozktadanie
(lipoliza) thuszczu. Tkanka tluszczowa biata moze by¢ zlokalizowana podskérnie (podskorna
tkanka tluszczowa, ang.: subcutaneous adipose tissue, ScAT) badz wewnatrzstawowo
(stawowa tkanka tluszczowa ang.: articular adipose tissue, AAT). W kontekscie badan nad
RZS to wilasnie tkanka tluszczowa wewnatrzstawowa jest podstawowym obiektem
zainteresowania naukowcdéw, poniewaz sasiaduje ona bezposrednio z btong maziowsa
1 chrzastka (Sanchez 1 in., 2005). Gléwnym modelem AAT wykorzystywanym do badan nad
rolg tkanki thuszczowej w przebiegu RZS jest ciato ttuszczowe Hofty zlokalizowane w stawie
kolanowym (Jacobson i in., 1997). Cialo Hoffy jest jedng z czterech poduszeczek
thuszczowych umiejscowionych w stawie kolanowym. Anatomicznie ciato Hofty znajduje si¢
migdzy btong widknistg torebki stawowej utworzonej przez $ciegno mig$nia czworogtowego
a blong maziowa (Ozkur i in., 2005; Patel i in., 1988). Fizjologicznie, AAT/WAT poza
komoérkami thuszczowymi zawiera rowniez inne typy komorek takie jak m.in. fibroblasty,
komorki zrgbowe naczyn, mezenchymalne komorki pnia, a takze naciekajace makrofagi, przy
czym stopien nacieku makrofagdéw zalezy od stopnia otytosci. W stanach patologii, obraz
naciekoOw zmienia si¢ 1 AAT/WAT moze zawiera¢ takze komodrki NK (ang.: natural killers),
limfocyty T 1 B 1 komorki tuczne. Dotychczas wykazano, ze WAT syntetyzuje kilkadziesiat
roznych, aktywnych biologicznie czynnikow nalezacych do grupy adipokin (réwniez
nazywane adipocytokinami). Do tej licznej grupy zalicza si¢ m.in. interleukiny: IL-1, IL-6,
IL-8, inne cytokiny prozapalne: TNFa, MIF-czynnik zahamowania migracji makrofagow,
mediatory zapalenia: CRP-biatko C-reaktywne, SAA-amyloid surowicy, prostaglandyng E2,
tlenek azotu, r6zne chemokiny (np. MCP1), sktadowe uktadu doteniacza, czynniki wzrostu:
VEGF, TGF-B, FGF), cytokiny przeciwzapalne: IL10, IL-1Ra, liczne enzymy wraz
z inhibitorami tych enzymow, hormony steroidowe, oraz specyficzne dla WAT tzw.
klasyczne adipokiny: m. in. leptyne, adiponektyne i wisfatyne (Clockaerts 1 in., 2010; Sudot-
Szopinska i in., 2013).

Cialo Hoffy wydzielajac olbrzymig ilos¢ aktywnych biologicznie zwigzkow do ptynu
stawowego wplywa na metabolizm sasiadujacych tkanek, czyli btony maziowej i chrzastki.

Uwaza si¢, ze cytokiny i czynniki wzrostu wydzielane przez ciato Hoffy moduluja
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metabolizm chondrocytow indukujgc wytwarzanie metaloproteinaz macierzy komoérkowe;j
(MMP). MMP maja zdolno$¢ enzymatycznego degradowania wszystkich sktadowych tkanki
tacznej, tym samym powodujac degradacje tkanek budujacych staw (Ushiyama i in., 2003).
Adipokiny wydzielane lokalnie przez cialo Hoffy takze wykazujg dzialanie prozapalne.
W badaniach na myszach wykazano, ze rezystywna podana myszom dostawowo wywotata
objawy zapalenia stawow. Rezystyna wydzielana jest takze w przypadkach urazu stawu
kolanowego, a w odpowiedzi na jej dziatanie zapoczatkowana zostaje produkcja cytokin
prozapalnych przy jednoczesnej utracie proteoglikandw chrzastki, co destabilizuje jej
strukture (Clockaerts i in., 2010). Adiponektyna poczatkowo uznawana za zwigzek
wplywajacy pozytywnie na organizm ludzki, zapobiegajacy wystgpowaniu miazdzycy
1 otyloSci, z czasem zostata opisana takze jako czynnik wykazujacy dzialanie prozapalne.
Adiponektyna jest w stanie wplywac na metabolizm synowiocytow o fenotypie fibroblastow
(ang.: fibroblast-like synoviocytes) bedacych sktadowa patologicznej btony maziowej oraz
chondrocytow, indukujac synteze IL-6 i MMP-1, dla ktorych zaréwno FLS jak i chondrocyty
posiadaja odpowiednie receptory (Sudol-Szopinska i in., 2013). Kolejng adipocytoking
wydzielang przez ciatlo Hoffy i bioragcg aktywny udzial w podtrzymaniu stanu zapalnego
w stawie kolanowym jest leptyna. Z uwagi na fakt, ze leptyna wykazuje dziatanie
dwukierunkowe: pro- i przeciwzapalne, przez dilugi czas byta stosowana, jako czynnik
modulujacy produkcje proteoglikandw 1 czynnikow wzrostu. Podawano ja dostawowo
w nadziei na poprawe struktury i funkcjonalnosci stawdéw. Niestety, badania z ostatnich lat
ponad wszelka watpliwo$¢ udowodnity silne dziatanie prozapalne leptyny i jej niekorzystny
wplyw na funkcjonowanie stawdéw. Dzialanie to polega przede wszystkim na stymulacji
syntezy klasycznej cytokiny prozapalnej: IL-1B, jak rowniez na zwigkszeniu efektow
dziatania innych cytokin o charakterze prozapalnym (Kontny i in., 2011). Ponadto wykazano,
ze leptyna jest w stanie indukowac ekspresje¢ MMP w chrzastce stawowej, ktore jak juz
wspomniano wczesniej maja zdolno$¢ enzymatycznego degradowania wszystkich
sktadowych tkanki lacznej. Adipocytokina ta, jest takze odpowiedzialna za aktywacje
komorek immunologicznych takich jak makrofagi, neutrofile, komorki dendrytyczne, czy
komorki NK, co zwieksza ich zdolno$¢ do naciekania na tkanki stawu. U pacjentow z chorobg
zwyrodnieniowa stawOw zaobserwowano znaczny wzrost stezenia leptyny w plynie
stawowym stawu kolanowego, co korelowalo z progresja zmian destrukcyjnych. Z kolei
w badaniach na zwierzgtach stwierdzono, ze leptyna powoduje zmian¢ metabolizmu
chondrocytéw, wptywajac niezwykle silnie na ich funkcje anaboliczne, jednocze$nie

indukujac proliferacj¢ osteoblastow, synteze¢ kolagenu i mineralizacje¢ ko$ci. (Dumond i in.,
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2003; Clockaerts i in., 2010). Co wiecej, leptyna wydzielana jest nie tylko przez stawowsg
tkanke tluszczowa ale takze przez FLS 1 chondrocyty, za$ adiponektyna przez FLS
I osteoblasty. Fakt ten jest dowodem na istnienie skomplikowanej, wzajemnie si¢
stymulujgcej sieci immunologicznej, ktorg tworzg razem blona maziowa, chrzastka i stawowa
tkanka tluszczowa.
4. Podsumowanie

Pomimo wielu dekad badan nad tym schorzeniem temat patogenezy reumatoidalnego
zapalenia stawOw wcigz pozostawia wiele niejasnosci. Pierwotnie przyjety model,
zaktadajacy, ze jedynym zrodiem stanu zapalnego jest blona maziowa i chrzastka stawowa,
okazatl si¢ btedny. Dopiero kompleksowe zbadanie wszystkich tkanek tworzacych zar6wno
staw jak 1 ko$¢ pozawala na lepsze zrozumienie, co moze by¢ pierwotnym zrodlem toczacego
si¢ stanu zapalnego, a takze, dlaczego stan ten jest podtrzymywany. Coraz wigcej dowodow
wskazuje na fakt, Ze istnieje szereg powigzan pomiedzy procesami patologicznymi
zachodzacymi w btonie maziowej, szpiku kostnym, chrzastce i stawowej tkance thuszczowe;j.
Cho¢ wcigz nie mozna okresli¢, co jest pierwotnym zrodtem stanu zapalnego w przebiegu
RZS, udowodnienie istnienia sieci cytokinowej prowadzacej do destrukcji stawu i powiktan
pozastawowych, w ktdrg zaangazowane sg wszystkie tkanki stawu jest milowym krokiem na
przéd w kierunku petlnego wyjasnienia patogenezy RZS.
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Streszczenie

Produkty z napisem "bio" czy "eko" coraz czgsciej pojawiaja si¢ na sklepowych potkach. Konsumenci chca
spozywaé zdrowe positki, bez konserwantow, sztucznych barwnikéw i innych zbednych dodatkow. W artykule
zaprezentowano wyniki badan kwestionariuszowych, ktérych celem bylo poréwnanie opinii konsumentéw na
temat produktéw okreslanych mianem ,,bio”, z produktami marki narodowej i marki wlasnej. Zebrane dane
pozwolily na zdefiniowanie preferencji konsumentdéw w zakresie wyboru certyfikowanych produktow
spozywczych oraz analiz¢ oceny poszczegdlnych grup produktéw na podstawie wybranych parametrow, takich
jak: cena, jako$¢, atrakcyjnosc¢ i che¢ zakupu.

Stowa kluczowe: produkty bio, zdrowa zywno$¢, certyfikat ekologiczny

Consumer perception of the quality of certified food products

Summary

Products with the words "bio™ or "eco" are increasingly appearing on store shelves. Consumers want to eat
healthy meals, without preservatives, artificial colors and other unnecessary additives. The article presents the
results of research aimed at comparing, on the basis of consumer research, products referred to as "bio" with
national and private label products. The collected data allowed defining consumer preferences regarding the
selection of certified food products and analysis of the assessment of individual product groups based on selected
parameters such as price, quality, attractiveness and willingness to buy.

Key words: bio products, healthy food, ecological certificate

1. Wstep

Definicja ,,jakosci” zmieniala si¢ wraz z upltywem czasu 1 nawet dzisiaj istnieje pewna
rozbiezno$¢ w jej opisie. Wspolnym elementem roznych definicji biznesowych jest to, ze
jako$¢ produktu lub ustugi odnosi si¢ do postrzegania stopnia, w jakim produkt lub ustuga
spetnia oczekiwania klienta. Jako$¢ nie ma okre§lonego znaczenia, chyba ze jest zwigzana
z okreslong funkcjg 1/ lub przedmiotem (Boone 1 in., 2006). W biznesie, inzynierii 1 produkcji
jako$¢ ma pragmatyczng interpretacje jako nie-nizszo$¢ lub wyzszo$¢ czegos$. Jakos¢ jest,
zatem atrybutem percepcyjnym, warunkowym, lecz nieco subiektywnym i moze by¢ rdznie
rozumiana przez réznych ludzi (Nanda, 2016). Konsumenci mogg skoncentrowac si¢, na
jakosci specyfikacji produktu badz ustugi lub na poréwnaniu z konkurencjg na rynku.
Natomiast producenci majg mozliwo$¢ pomiaru jakosci jako poziomu zgodnosci lub stopnia,

w jakim produkt lub ushuga spetnia wymagania (Gitlow, 2010).
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Wedlug Ustawy z dnia 25 sierpnia 2006 r. o bezpieczenstwie zywnosci 1 zywienia,
zywnos¢ to kazda substancja spozywana w celu zapewnienia wsparcia zywieniowego dla
organizmu (Dz.U.2019.0.1252).  Zywno$¢ jest zwykle pochodzenia roélinnego lub
zwierzecego 1 zawiera niezbedne sktadniki odzywcze takie jak: weglowodany, tluszcze,
biatka, witaminy lub mineraty (Soroka, 2002). Natomiast certyfikowane, ekologiczne
produkty powinny by¢ wyprodukowane przy uzyciu metod gwarantujacych przestrzeganie
okreslonych w Ustawie zasad produkcji ekologicznej na wszystkich etapach produkcji
i uzytkowania przez konsumenta (www.ncez.pl). Podstawowe zasady do spelnienia przez
producenta zywnosci ekologiczne] zostaly szczegdélowo okreslone w Rozporzadzeniu Rady
(WE) NR 834/2007 z dnia 28 czerwca 2007 r. w sprawie produkcji ekologicznej i znakowania
produktéw ekologicznych. Sposroéd wielu obostrzen, wytwdrca jest zobowigzany m.in. do:

e ograniczenia stosowania syntetycznych dodatkow do zywnos$ci, konserwantéw
i sktadnikow wplywajacych na jako$¢ sensoryczng produktdw,

e niestosowania metod i1 substancji, ktére moga wprowadzi¢ w btad nabywce,
w kwestii natury danego towaru,

e niestosowania GMO i promieniowania jonizujacego,

e przygotowywania i pakowania certyfikowanej zywnosci ekologicznej w innym
czasie 1 miejscu niz zywnos$¢ konwencjonalna, pochodzaca od tego samego
producenta,

e oznaczenie certyfikowanej zywnosci logiem rolnictwa ekologicznego (eurolisc).

Rys. 1. Logo rolnictwa ekologicznego (www.ec.europa.eu)

Reasumujac zywnos¢ moze by¢ oznaczona, jako ekologiczna, tylko wtedy, gdy
wszystkie lub niemal wszystkie (minimum 95 % udzialu masowego) skladniki pochodza
z ekologicznych upraw i gospodarstw. Z badania agencji badawczej Nielsen na temat rynku
zywnos$ci wynika, ze coraz wigce] Polakow, jest sktonna zaptaci¢ wiecej za produkt, wiedzac,
iz nie posiada on sztucznych sktadnikow i dodatkow. Ponad 60 % ankietowanych deklaruje
doktadne czytanie informacji zawartych na etykietach (Nielsen, 2019). W efekcie Polacy
coraz czegsciej siggaja po zywnos¢ z symbolem listka na zielonym tle. Z kolei wedlug raportu

agencji marketingowej IMAS ,Zywno$é ekologiczna w Polsce 2017 krajowy rynek
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rolnictwa ekologicznego rosnie $rednio o 10-20 % w skali roku, a jego warto$¢ szacuje si¢ na
1,1 mld zl, co stanowi 1-3 % udzialu w calym rynku zywnosciowym w Polsce. Dla
poréwnania udzial sprzedazy zywnosci certyfikowanej w Niemczech wynosi 10 %, a w Danii
ponad 20 % (www.imas.pl). Jednak jak wynika z danych Inspekcji Jakosci Handlowe;j
Artykutow Rolno-Spozywczych, wielko$§¢ powierzchni upraw ekologicznych w Polsce
szacuje si¢ na okoto 500 tys. Hektarow, a ich wielkos$¢ systematycznie maleje. W efekcie w
sklepach w Polsce mozna spotka¢ niemal wylacznie produkty ekologiczne, ktore zostaly
wyprodukowane w innych krajach Unii Europejskiej (www.wprost.pl).

2. Rynek wybranych opakowan produktéw spozywczych

Sokiem bezposrednim NFC (Not From Concentrate) nazywamy naturalny sok owocowy
pozyskany ze zdrowych, §wiezych lub mrozonych owocow, posiadajacy naturalny, typowy
dla tych owocéw kolor, smaki aromat. Dozwolone jest wprowadzenie do takiego soku
naturalny aromat, miazg¢ lub przecier owocowy otrzymany metodami fizycznymi.
Dodatkowo soki te mozna wzbogaci¢ o sktadniki mineralne, witaminy oraz sok z cytryn
i limonek, ktorych szczegdtowa ilos¢ okreslaja rozporzadzenia Unii Europejskiej
(WE1925/2006 i WE1333/2008) (www.pfiow.pl).

Szacuje si¢ ze rynek sokow i nektaréw w 2017 roku wynosit 820 mln litrow wykazujac
2,5 % wzrost w stosunku do 2016 roku. Wzrost spozycia sokow nastapit o 4,8%, w przypadku
nektarow natomiast wystapit spadek o 2,2%. Spozycie sokdw wynosito w ten sposob 14,8 1 na
osob¢ na rok (co daje ok. 40 ml na osob¢ na dzien). Warto przyjrze¢ si¢ preferencjom
smakowym Polakow, ktorzy w 2017 roku najcze$ciej siggali po soki i1 nektary jabtkowe
(27,2%), pomaranczowe (24,7%), warzywne (w tym marchwiowe i pomidorowe) (14%),
wieloowocowe (12,7%) oraz grejpfrutowe (6,4%) (www.pwc.pl)

Herbatnikiem nazywamy pieczony produkt konsumpcyjny, posiadajacy forme¢ matych
ciasteczek na bazie maki, tluszczu, §rodkoéw spulchniajacych i czasami cukru (www.pwc.pl).
Ciastka sg jedng z pigtnastu najwiekszych kategorii na polskim rynku FMCG. Zgodnie
z wynikami raportu PwC w 2015 roku Polacy wydali niemal 3 mld ztotych na konsumpcje
okoto 145 mln kilogramoéw ciastek. Najwigksza grupe sprzedawang w sklepach detalicznych
stanowig produkty markowe - 68 mln kilogramoéw. Marki wlasne niewiele ustepuja
produktom markowym - ich konsumpcja wynosi ok. 64 mln kilogramow. Pozostale kategorie
facznie wynosza mniej niz 13,2 mln kilogramow. Wsrod Polskiego spoteczenstwa
konsumpcja wyrobow czekoladowo — cukierniczych jest na bardzo wysokim poziomie. Pod
tym katem przeScigamy az trzykrotnie kraje, takie jak: Wielka Brytania, Szwajcaria czy

Belgia. Ma to znaczacy wplyw na tempo rozwoju produkcji stodyczy w Polsce. Szacuje sig,
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ze Polacy na stodycze przeznaczajg srednio 81 zt miesi¢cznie. Najbardziej decydujacy wptyw
na wybor konsumentow maja: smak, recepture oraz marke (www.eladex.pl).

Wedlug przewidywan PwC konsumpcja ciastek na osobe w Polsce bedzie rosta
w przysztosci na skutek poprawy sytuacji gospodarczej w kraju 1 catej UE, a takze dzieki
rozwojowi nowych produktow bedacych odpowiedzia na preferencje konsumentow.
Przewidywany jest Srednioroczny wzrost konsumpcji w tempie ok. 1,8% do ponad ok. 4,1 kg
na osob¢ w 2020 roku wzgledem roku 2015. Razem ze wzrostem konsumpcji przewidywany
jest takze wzrost poziomu cen ciastek 1 ogotu wyroboéw cukierniczych. Gtownym motorem
podwyzszenia cen moze by¢ wzrost cen surowcow i czynnikow produkcji (www.pwc.pl).

Bulion definiuje sig, jako wywar z ko$ci, migsa lub warzyw, stuzacy do gotowania lub
duszenia potraw. Bulion w kostkach (zwany rowniez kostkami rosotowymi) to koncentrat
z migsa wotowego lub kurzego i r6znych przypraw i czgsto warzyw w postaci kostki, stuzacy
przede wszystkim do mieszania z woda w celu uzyskania wywaru. Istniejg rOwniez wersje
wegetarianskie, bez dodatku migsa. Polski rynek kostek rosotowych i bulionéw jest wart 233
min zt. Taka kwot¢ podaje Nestlé¢ (kategoria buliondw, Panel Handlu Detalicznego, cata
Polska, czerwiec 2015 — maj 2016). W ciggu ostatnich 12 miesiecy warto$¢ rynku zmniejszyta
si¢ 0o niemal 2,5%. Po kostki rosotowe siega przynajmniej raz w roku 73,3% polskich
gospodarstw domowych (Nestlé za GfK, buliony, Panel Gospodarstw Domowych, cata
Polska, styczen-grudzien, 2015). Wedtug statystyk kazda rodzina rocznie zuzywa okoto 78
kostek rosotowych (www.glosbe.pl).

Konsumenci wybierajac produkt spozywczy czgsto pordwnuja go z innymi dostgpnymi
na rynku. Glownym zrédtem informacji o produkcie jest etykieta zamieszczona przez
producenta na opakowaniu. Etykiety naklejone na zywno$¢ musza zawiera¢ duzo bardziej
szczegOtowe dane niz etykiety naklejane na nie spozywcze artykuly. Powinny zawiera¢
wyrazng nazwe produktu, nazwe i adres firmy, ktéra go wyprodukowata lub tez adres
importera. Informacje zawarte na etykiecie muszg by¢ czytelne i tatwe do znalezienia dla
kupujacego oraz jasne i zrozumiale. Klient nie moze zosta¢ wprowadzony w blad poprzez
btedne lub niejasne oznakowanie produktu (www.biznes.gov.pl). Dodatkowo etykiety
samoprzylepne umieszczone na produktach musza by¢ przede wszystkim trwate. Dotyczy to
zarowno materiatu jak i wykonanego na etykiecie nadruku. Polskie prawo okresla dodatkowo,
ze wszystkie etykiety muszg by¢ napisane w jezyku polskim. Kazda etykieta naklejona na
produkt spozywczy musi informowac klienta o wadze produktu zawartego w opakowaniu
oraz posiada¢ wszystkie dane na temat sktadu i zawartosci sktadnikow odzywczych takich jak

cukry, tluszcze czy weglowodany. Wazna jest réwniez lista alergendw, ktore sa zawarte
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w produkcie. Miejsce sktadnika w liscie ma znaczenie, na pierwszych miejscach muszg
znajdowa¢ si¢ kolejno sktadniki, ktérych w produkcie jest najwigcej. Artykuty
jednosktadnikowe nie muszg mie¢ wykazu sktadnikow. Kolejnym waznym elementem jest
data przydatnosci produktu do spozycia. Najczesciej jest to informacja ,,najlepiej spozy¢
przed” lub ,nalezy spozy¢ do”. Istotny jest réwniez sposob przechowywania (np.
temperatura, kontakt z wilgocig czy $wiattem stonecznym) (www.labelexpress.eu).
3. Przedmiot badan

Przedmiotem badan sa trzy rodzaje produktow: sok jabtkowy NFC, herbatniki maslane

oraz bulion warzywny.

Tabela 1. Opis opakowan sokow ttoczonych NFC (opracowanie wlasne)

BEZP“&REMS&}(Y
2 S
S m&KnJo‘c\zE%,K,? 7 JRNMBU&KE METNY
S et L IABLEK 100% TEOCZONY
2
<
o
O .
5 L bt
Producent Auchan Polska Sktady Wincenta Ttocznia Maurera
Cena® 10,68 zI/5 1 11,99 z¥/51 45,19 zt
2,14 z4/11 2 zi/11 9,04 zt/11

Tabela 2. Opis opakowan herbatnikow maslanych (opracowanie wlasne)

® N Herbatniki
.g 5 / ) PETIT BEURRE
; L
o
g M
o 100g
O X
Producent | Auchan Polska Krakuski Ania
Cena’ 0,99 z1/100 g 1,37 z4/100 g 2,85 21/100 g

* Najnizsza sugerowana cena poszczeg6lnych produktéw spozywezych pochodzaca ze sklepow internetowych
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Tabela 3. Opis opakowan bulionéw warzywnych (opracowanie whasne)

= . —ekologiczny— g
2 BULION =
S sy T Fetodsol, by &
8 o bezglutenowyy. Wy ’g‘_
O e et wy,‘n-m]\ » :“. “_u' «

Producen | Mikado (Lidl Polska) Winiary EkoWital

t

Cena’ 1,99z z}/12 kostek 2,49 71/ 12 kostek 5,49 z1/12 kostek

4. Metodyka i wyniki badan

Badania opinii nabywcow 1 konsumentéw wybranych produktéw spozywczych,

dotyczace ich zwyczajow oraz zachowan na rynku zostaty przeprowadzone w lutym 2020

roku. Przeprowadzono je za pomoca

standaryzowanego kwestionariusza

wywiadu

indywidualnego Badanie odbylo si¢ na probie 300 respondentdéw powyzej 18. roku zycia,

przy pomocy formularza ankiety internetowej sktadajacego si¢ z 10 pytan zamknigtych

i 5 pytan otwartych. Analizie zagadnien dotyczacych zwyczajéw i zachowan konsumentéw

produktéw spozywczych poddano typy produktow przedstawionych w rozdziale 3. Strukture

przebadanej grupy przedstawiono na rysunku 1.
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Rys. 2. Struktura badanej proby (opracowanie wlasne)
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Pierwszym zagadnieniem, 0 ocene, ktorego poproszono respondentow byt zakup

produktow opatrzonych znakiem ekologicznym.

Tabela 4. Czestotliwo$¢ zakupu produktow ekologicznych przez respondentow, w % (opracowanie wlasne)

odpowiedzi kobiety mezcezyzni ogotem
Tak, zawsze 8 6 7
Tak, czesto 21 14 18
Tak, czasami 26 21 23
Nie, rzadko 23 27 25
Nie, nigdy 22 32 27

Jak wida¢, 25 % ankietowanych deklaruje kazdorazowe lub czgste zakupy produktow
ekologicznych. Ponadto 52 % respondentéw twierdzi, ze nie kupuje ich w ogole lub rzadko.
Analiza wynikéw wskazuje, ze czynniki socjodemograficzne rdznicujg sposob uzyskiwanych
na to pytanie odpowiedzi. Kobiety sg bardziej sktonne kupowaé produkty ekologiczne.
Nastepnie zapytano respondentéw o przyczyny kupowania lub niekupowania produktow

ekologicznych.
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Wz troski o Srodowisko M sgzdrowsze B  Hposiadajg certyfikat M s3 lepszej jakosci

Rys. 3. Powody kupowanie produktow ekologicznych przez respondentdow, w % (opracowanie wlasne)

Najwiekszg liczbe odpowiedzi dotyczacych certyfikowanych produktow spozywczych
wsrod respondentéw uzyskato twierdzenie ,,s3 zdrowsze”. Wérdd respondentdow z przedziatu
wiekowego 18-44 lata duze znaczenie miala troska o Srodowisko. T¢ opcje wybrato ponad
20 % ankietowanych w wymienionych grupach wiekowych. Z kolei dla ankietowanych ze
starszych grup wiekowych wigksze znaczenie miala wyzsza jako$¢ kupowanych produktéw

ekologicznych.
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Rys. 4. Powody niekupowania produktow ekologicznych przez respondentow, w % (opracowanie wlasne)

Gloéwna przyczyna niekupowania certyfikowanych produktow ekologicznych jest zbyt
wykoska cena, ktora jest istotna dla niemal 30% ankietowanych. Ponadto 23% respondentow
jest przekonanych, ze, mimo jakosci potwierdzonej stosownym certyfikatem, produkty te nie
sa zdrowsze od produktow marek producenckich. Najnizszy odsetek ankietowanych wskazat
dostepnos¢ tych produktow, jako powdd ich niekupowania.

Kolejna czes¢ kwestionariusza ankiety dotyczyta konkretnych cech badanych grup
produktow spozywczych.

a) Soki ttoczone

Tabela 5. Ocena poszczegolnych opakowan sokoéw tloczonych, w wartosciach $rednich (opracowanie wtasne)

marka produkt
Cechy marka wlasna krajowa | certyfikowany opis

atrakcyjnos¢ 1-bardzo nieatrakcyjne, 5-bardzo
opakowania 3,4 4.4 4,6 atrakcyjne
cena produktu 3,1 4,1 4,6 1-bardzo niska cena, 5-bardzo wysoka cena

1-bardzo niska jako$¢, 5-bardzo wysoka
jakos¢ produktu 3,0 4,0 4,3 jakos¢

1-bardzo nie zacheca do zakupu, 5- bardzo
che¢ zakupu 3,2 3,9 3,7 zache¢ca do zakupu

W kategorii sokow ttoczonych produkt certyfikowany zostat oceniony, jako ten
najbardziej atrakcyjny oraz najwyzszej jakosci. Ponadto zdaniem respondentow ekologiczny
sok tloczony jest najdrozszy. Z kolei sok tloczony marki krajowej najmniej zacheca do
zakupu ($rednia 3,2). Produkt ten posiada bardziej stonowang kolorystyke oraz duzy symbol

z logo sieci handlowej, co moze sugerowa¢ konsumentowi nizszg jakosc.
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b) Herbatniki maslane

Tabela 6. Ocena poszczegdlnych opakowan herbatnikdw maslanych, w warto$ciach $rednich (opracowanie
wlasne)

marka produkt
cechy marka wiasna krajowa | certyfikowany opis

atrakcyjnos¢ 1-bardzo nieatrakcyjne, 5-bardzo
opakowania 2,9 3,3 4,6 atrakcyjne
cena produktu 2,5 4,0 4,5 1-bardzo niska cena, 5-bardzo wysoka cena

1-bardzo niska jako$¢, 5-bardzo wysoka
jakos$¢ produktu 2,5 4.0 4.3 jakosé

1-bardzo nie zacheca do zakupu, 5- bardzo
che¢ zakupu 2,4 4,0 3,9 zacheca do zakupu

Wedhug respondentdéw najbardziej atrakcyjnym opakowaniem herbatnikow maslanych
jest opakowanie opatrzone certyfikatem ekologicznym. Opakowanie wyrdznia si¢
zdecydowanie wielobarwng grafika i jasnymi komunikatami. Opakowanie produktu marki
wilasnej utrzymane jest w bezowo-zielonej kolorystyce i zwiera logo sieci handlowej. Produkt
ten zostal uznany przez ankietowanych, jako ten najnizszej jakosci i sprzedawany po
najnizszej cenie.

c) Bulion warzywny

Tabela 7. Ocena poszczegdlnych opakowan buliondw warzywnych, w warto$ciach $rednich (opracowanie
wlasne)

marka produkt
cechy marka wlasna krajowa | certyfikowany opis

atrakcyjnosc¢ 1-bardzo nieatrakcyjne, 5-bardzo
opakowania 4,1 4,0 3,5 atrakcyjne
cena produktu 3,7 4,1 3,9 1-bardzo niska cena, 5-bardzo wysoka cena

1-bardzo niska jakos$¢, 5-bardzo wysoka
jakos$¢ produktu 3,5 4,2 41 jakos$é

1-bardzo nie zacheca do zakupu, 5- bardzo
cheé zakupu 3,5 4,0 3,5 zachgca do zakupu

Sposrod opakowan bulionéow warzywnych, respondenci, jako najbardziej atrakcyjne
wskazali opakowanie marki wtasnej. Opakowanie to wyrdznia si¢ na tle pozostalych bogatsza
gamg kolorystyczng. Ponadto respondenci wskazali opakowani marki Winiary, jako
najdrozsze 1 jednoczes$nie posiadajace najwyzsza jako$¢. Respondenci czgsciej deklarowali
rowniez che¢ zakupu tego produktu w poréwnaniu z pozostatymi. By¢ moze ma to zwigzek
z ugruntowang juz pozycja marki na polskim rynku (od 1947 roku) oraz duza dostgpnoscia
produktow w sklepach (www.winiary.pl). Z kolei produkt certyfikowany jest klasycznym
przyktadem tzw. clean label, czyli trendu majacego na celu umieszczania na etykiecie tylko

niezbednych informac;ji.
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5. Wnioski

Polacy dopiero si¢ do eko zywnosci przekonuja. Dzi$ przecigtny Kowalski wydaje
rocznie na eko zywno$¢ 4 euro, podczas gdy przecigtny Niemiec 100 euro, Dunczyk 200 euro,
a $rednia europejska wynosi 44 euro. JesteSmy nawet ponizej Sredniej Swiatowej - 11 euro
(www.wprost.pl).

Celem przeprowadzonego badania bylo poréwnanie opinii konsumentow na temat
produktow okre$lanych mianem ,,bio”, z produktami marki narodowej i marki wlasnej.
Produkty ekologiczne sg postrzegane przez wigkszos¢ konsumentow, jako te wyzszej jakosci
oraz jednoczesnie drozsze. W odniesieniu do checi zakupu poszczegdlnych grup produktow,
respondenci zazwyczaj wybierali produkt marki narodowej. Zdeterminowany nabywca
siggnie po produkt ze znakiem ekologicznym nie zwazajac na ceng, poniewaz begdzie
przekonany o jego wysokiej jako$ci 1 pozytywnym wplywie na zdrowie
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Streszczenie

Na przestrzeni ostatnich lat kwestie dotyczace ochrony klimatu i Srodowiska staty si¢ bardzo widoczne
w przestrzeni publicznej. Wiele przedsigbiorstw wykorzystujac spoteczna i ekologiczng wrazliwo$ée
konsumentoéw oraz trend na bycie ,,eko”, pragnie - za posrednictwem falszywych komunikatéw - poprawic¢ swoj
wizerunek i tym samym zwigkszy¢ przychody. Celem niniejszego artykutu jest rozpoznanie poziomu wiedzy
konsumentéw na temat zjawiska greenwashingu oraz nieuczciwych praktyk przedsigbiorstw zwiazanych
z promowaniem produktow typu ,bio” i ,eko”. Na podstawie wynikow badan kwestionariuszowych
scharakteryzowano zachowania konsumentéw w zakresie stosowania produktéw bio/eko oraz $wiadomosci
praktyk greenwashingu stosowanych przez przedsigbiorcow.

Stlowa kluczowe: greenwasching, zielone mydlenie oczu, ekologia, postrzeganie konsumentow

Consumer perception of greenwashing

Summary

In recent months, issues concerning climate protection and the environment have become very visible in public
space. Many companies, taking advantage of the social and ecological sensitivity of consumers and the trend of
being "eco”, want to improve their image and thus increase revenues through false messages. The purpose of this
article was to verify consumer knowledge about the phenomenon of greenwashing and unfair business practices
related to the promotion of "bio™ and "eco" products. Based on the results of questionnaire surveys, it was
possible to obtain data to characterize consumer behavior in the use of bio / eco products and awareness of
greenwashing practices used by entrepreneurs.

Keywords: greenwasching, ecology, consumer perception

1. Wstep

Greenwashing zwany potocznie ,.ekosSciemg”, ,zielonym mydleniem oczu” lub
»zlelonym klamstwem” jest forma marketingu, polegajaca na wywotywaniu u potencjalnych
nabywcow wrazenia, ze produkty, cele i zasady organizacji sa przyjazne dla srodowiska
(Kahle, 2014). Pojecie ,greenwashing” wywodzi si¢ od angielskich stow ,green”
oznaczajgcego kolor zielony (naturalny, ekologiczny) i ,,washing”, czyli pranie, wybielanie
lub tuszowanie. Po raz pierwszy pojecia greenwashingu uzyto w 1986 roku, przez Jay'a
Westerveld'a, w eseju opisujacym praktyki jednego z hoteli. Wiasciciele podjeli decyzje
o umieszczeniu etykiet, na ktorych prosili gosci o oszczedne uzywanie rgcznikow. Takie
zachowanie miato zmniejszy¢ ilo$¢ zuzywanej wody, czego efektem miala by¢ poprawa
kondycji $§rodowiska. Jednak pod ekologiczng maska kryt si¢ wiekszy zysk spowodowany
redukcja rzeczy do prania (https://biznes.ekologia.pl).
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Wysitki zwigzane z greenwaschingiem mogg obejmowaé¢ zmiang nazwy lub etykiety
produktu w celu zludzenia braku szkodliwosci produktu dla $rodowiska, ale rowniez
prowadzenie szeroko zakrojonych kampanii marketingowych, przedstawiajacych wysoce
zanieczyszczajace firmy energetyczne, jako przyjazne dla srodowiska. Greenwashing jest
zatem ,,maskg” uzywang do ukrywania niezrbwnowazonych praktyk korporacyjnych (Czaja,
2011). Wysoce publiczne oskarzenia o ,zielone klamstwa” przyczynily si¢ do coraz
czgstszego uzywania tego terminu. Problem komplikuje brak odrebnej regulacji, ktora
kompleksowo regulowataby stosowanie tego typu praktyk przez przedsigbiorcow. Mogg one
jednak stanowi¢ czyny nieuczciwej konkurencji w rozumieniu ustawy z dnia 16 kwietnia
1993 r. o zwalczaniu nieuczciwej konkurencji (UZNK), jesli sa sprzeczne z prawem lub
dobrymi obyczajami, a jednocze$nie zagrazajg lub naruszajg interes innego przedsi¢biorcy lub
nabywcy (www.uclp.com.pl).

Krytycy tej praktyki sugeruja, ze wzrost greenwaschingu, w polaczeniu
z nieskutecznymi przepisami, przyczynia si¢ do sceptycyzmu konsumentéw wobec
wszystkich produktéw ekologicznych i zmniejsza zaufanie klientéw do rozwigzan majacych
na celu mniejszg ingerencje w srodowisko (Karliner 2018). Wiele struktur korporacyjnych
stosuje greenwashing, jako sposob na poprawienie publicznego postrzegania swojej marki.
Jednak na podstawie coraz wigkszej liczby badan rachunkéw spotecznych i srodowiskowych
mozna stwierdzi¢, ze przy braku zewnetrznego monitorowania i1 weryfikacji strategie
greenwashingu sprowadzaja si¢ do nieetycznej postawy korporacyjnej i oszustwa (Seele,
2015).

Chociaz greenwasching nie jest niczym nowym, to jego wykorzystanie wzrosto
w ostatnich latach w celu zaspokojenia popytu konsumentéw na przyjazne dla srodowiska
towary i1 ustugi. W ostatnich latach niewatpliwie na popularnosci zyskaly produkty typu ,,bio”
i,,eko”. W odczuciu konsumentéw produkty te musza powstawa¢ na skutek najlepszych pod
wzgledem srodowiskowym praktyk wytworczych. Nie moga, zatem zakldcaé, czy wrecz
niszczy¢ zadnego ekosystemu. Oprocz tego wyrob ,,eko” zgodnie z zatozeniami sktada sig¢
w jak najwigkszym stopniu z naturalnych zasobow ziemi. Produkt, aby uzyskal certyfikat
,»eko” musi spetniaé szereg zréwnowazonych zatozen pod wzgledem ekonomicznym,
ekologicznym i spotecznym.

Wedlug danych GUS warto$¢ rynku produktow ekologicznych w Polsce w 2018 roku
przekroczyta miliard ztotych (http://www.portalspozywczy.pl). Produkty certyfikowane
kupuje cyklicznie nieco ponad 7% polskich konsumentow, zarowno w specjalistycznych

sklepach, ale rowniez tego typu produkty coraz czeSciej pojawiaja si¢ na poéltkach
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zlokalizowanych w ekologicznych wyspach w supermarketach (https://www.wiadomosci
handlowe.pl/).

Powierzchnia polskich upraw ekologicznych rosnie dynamicznie. Wedtug aktualnych
danych Inspekcji Jakosci Handlowej Artykuléw Rolno-Spozywczych (stan na koniec 2016 1.)
w Polsce dziata czynnie ponad 23 tysigce producentow ekologicznych. Z kolei kontrola
przeprowadzona przez Urzad Ochrony Konkurencji i Konsumentéw w 2013 roku wykazata,
ze co czwarty badany produkt zostal zakwestionowany, a w niemal 60 % placowkach
dystrybuujgcych produkty bio i eko stwierdzono nieprawidtowosci (UOKIK, 2013).

Mimo to popularno$¢ tych produktéw wzrasta w btyskawicznym tempie. Dla niektorych
nabywcow produkty te mogg kojarzy¢ si¢ z domowym, wiejskim jedzeniem. Inni konsumenci
decyduja si¢ na produkty ekologiczne ze wzgledu na choroby, takie jak alergia czy nadwaga.
Sa tez tacy, ktorzy idac z biegiem czasu oraz aktualng moda i trendami, chcg by¢ ,,bio” czy
tez ,,eko”, w mniejszym lub wigkszym stopniu.

2. Przyklady Greenwashingu

Koncern BP jest uznawany za pioniera greenwashingu. BP stworzylo kampanie¢
reklamowa w 2000 roku pod hastem ,, Beyond Petroleum’’. Miato to na celu przekonanie
odbiorcow, ze koncern zmierza w kierunku czystszych paliw odnawialnych. Jednak okazalo
si¢, ze firma wydawata wigcej na reklame niz na prawdziwa ekologiczng postawe. Po
rozprzestrzenieniu si¢ reklam koncernu, firma zakupita piaski bitumiczne (inaczej piaski
ropono$ne, czyli mieszanka piasku, gliny, wody i ropy zgromadzonej na wielkich
przestrzeniach kilka do kilkunastu metréw pod powierzchnig ziemi) o wartoSci trzech
miliardow dolarow z prowincji Alberty znajdujacej si¢ w zachodniej Kanadzie. Skutkiem
produkcji ropy z piaskdw bitumicznych jest emitowanie 3 razy wigkszej ilosci gazoéw
cieplarnianych niz przy wydobywaniu zwyczajnej ropy. Pozyskiwanie ropy w tej prowincji
generuje ponad 40 min ton CO; rocznie. Aby uzyska¢ jedng barytke ropy z piaskow (czyli
objetos¢ réwnag mniej wigcej wannie wypelnionej w 2/3) trzeba przetworzy¢ od 2 do 4 ton
ziemi. Pozyskiwana w ten sposdb ropa uznawana jest za 5 najwicksze zagrozenie klimatyczne
na §wiecie. Poréwnujac standardowa ropeg, a ta pochodzaca z piaskow bitumicznych réznig si¢
przede wszystkim skladem chemicznym i1 tym, Ze ta druga jest cigzsza i bardziej
zanieczyszczona. Jej spalanie uwalnia do atmosfery o % wigcej CO2niz w przypadku
zwyktej ropy naftowej. Zuzycie wszystkich dostgpnych w Kanadzie zasobow (ok. 178
miliardow barytek) wyzwolitoby ok. 54 gigatony CO, czyli ponad dwukrotnos¢ wszystkich
emisji w historii ludzkosci 1 catkowicie przekresliloby szanse na ograniczenie zmian klimatu.

(http://surowce.igo.org.pl/)
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Kolejnym przyktadem jest Allegro, czyli najwiekszy portal aukcyjny w Polsce nalezacy
do przedsiebiorstwa Allegro.pl. Dokladnie jest to strona internetowa, gdzie mozna kupié¢
wszystko, poczawszy od elektroniki po ubrania. Dodatkowo kazdy z nas moze wystawié¢
zbedng rzecz na sprzedaz. Portal ten umozliwit sprzedawcom zarejestrowanie si¢, jako eko-
sprzedawcy. Ten status ma na celu jedynie przycigganie klientow do produktow, poniewaz
sprzedawcy nie przechodza zadnej weryfikacji, czy faktycznie sprzedaja ekologiczne
produkty. Aby zarejestrowac si¢ jako potencjalny eko-sprzedawca wystarczy pokry¢ koszty
tej opcji (http://demo.planergia.pl/)

Enea to polskie przedsigbiorstwo zajmujace si¢ branzg energetyczng. W przypadku tego
przedsiebiorstwa greenwashing rozpoczat si¢ od hasta reklamowego ,,Potega wiatru. Sita
wody. Czysta energia. Czysty biznes.’” Na to hasto niezwlocznie zareagowata Komisja Etyki
Reklamy, ktora szczegdlowo je zweryfikowata i uznata, ze przedsiebiorstwo wprowadza
swoich klientow w btad. Te elementy przekazu informowaty o przyjaznosci dla §rodowiska.
Natomiast rzekomy biznes miat si¢ tworzy¢, dzigki czystej energii wytwarzanej z wody
1 wiatru. Podczas sprawdzania prawidlowos$ci tego spotu reklamowego okazato sie¢, ze tylko
5% energii jest wytwarzanej ze zrodet odnawialnych (1% to wiatraki).W dodatku az 92% to
wegiel kamienny i1 brunatny, ktérego spalanie wigze si¢ z zanieczyszczaniem $rodowiska.
W zwiazku z tym ,, zielonym mydleniem oczu’’ Komisja Etyki reklamy nalozyta na firme
stosowng kare. Niestety w praktyce gospodarczej przyktadow greenwashingu jest
zdecydowanie wiecej (https://innpoland.pl/).

3. Wplyw Greenwashing na postrzeganie konsumentow

Greenwashing jest stosunkowo nowym obszarem badan w psychologii 1 zachowan
rynkowych konsumentow, dlatego istnieje niewielki konsensus miedzy badaniami, w jaki
sposob greenwashing wptywa na konsumentéw 1 interesariuszy. Naukowcy odkryli, ze
produkty, ktore sa naprawde przyjazne dla srodowiska, sa postrzegane znacznie bardziej
korzystnie niz ich odpowiedniki promowane przez praktyke greenwashingu (Markiz, 2014).
Inne badania sugeruja, ze niewielu konsumentow faktycznie zauwaza ,.eko $ciemg”,
szczegblnie, gdy postrzegaja przedsigbiortwo lub marke, jako renomowang i1 dlugo
funkcjonujaca na rynku. Kiedy konsumenci postrzegaja zielong reklame, jako wiarygodna,
rozwijaja bardziej pozytywne nastawienie do marki, nawet, gdy reklama jest de facto
greenwashingiem (Karliner, 2001). Jeszcze inne badania sugeruja, ze konsumenci bardziej
zaniepokojeni ekologia wyrazniej dostrzegaja réznicg migdzy uczciwym ekologicznym

marketingiem a reklamg ekologiczng; im wyzsza troska o srodowisko, tym silniejsza bedzie
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intencja, aby nie robi¢ zakupéw od firm, od ktorych podejrzewaja zachowania reklamowe
zwigzane z greenwashingiem (Seele, 2015).

Badania sugeruja, ze gotowos¢ konsumentéow do zakupu ,zielonych produktow”
zmniejsza si¢, gdy zauwaza, ze zielone atrybuty pogarszaja jako$¢ produktu, co sprawia, ze
greenwashing jest potencjalnie ryzykowny, nawet jesli konsument lub interesariusz nie jest
sceptyczny wobec zielonego przekazu. Stowa i wyrazenia czgsto uzywane w przekazach
podsycanych greenwashingiem, takie jak ,,delikatne”, moga sktoni¢ konsumentéw do
przekonania, ze zielony produkt jest mniej skuteczny niz opcja nie-zielona (Hegerman, 2010).
4. Materialy i metody

W niniejszym artykule zaprezentowano wyniki jednego z etapéw badania majgcego na
celu ocen¢ postrzegania zjawiska greenwashingu przez konsumentow. Badanie
przeprowadzono w lutym 2019 roku, za pomoca metody CATI. Narzgdziem badawczym byt
kwestionariusz ankiety umieszczony na platformie google. Autorki zadecydowaty
o skorzystaniu z tej metody ze wzgledu na fakt zwigkszajacej si¢ systematycznie liczby
uzytkownikéw internetu. Wedtug raportu GUS w 2018 roku w Polsce dostep do Internetu
posiadato 86,7% obywateli (GUS, 2018). Proba badawcza obejmuje 200 losowych

respondentéw do 35 roku zycia. Ponizej przedstawiono schemat procedury badawcze;.

Przeglad i analiza liteartury przedmiotu

Wykonanie badan empirycznych-pilotazowych (préba 200)

Analiza badan empirycznych-wstepne wnioskowanie

Schemat: Procedura badawcza i kolejnos¢ etapéw w badaniu kwestionariuszowym (opracowanie wiasne)

Kolejnym etapem badan bedzie przeprowadzenie wywiadéw kwestionariuszowych na
probie badawczej wytypowanej na podstawie doboru kwotowego, w celu dokonania analizy
przekrojowej spoteczenstwa.

Kwestionariusz ankiety sklada si¢ z 18 pytan zamknigtych oraz 3 pytan otwartych.
Formularz zawierat réwniez 5 pytan na temat metryki ankietowanych. Po zgromadzeniu
danych, dokonano analizy statystycznej na podstawie, ktorych mozliwe bylo sformutowanie
wnioskOw na temat postrzegania konsumentéw praktyki greenwashingu. W badaniu wzigto

udzial 23% mezczyzn 1 77% kobiet, z przedzialu wiekowego od 18 do 35 roku zycia.
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Najwigce] ankietowanych posiadalo wyksztalcenie wyzsze (42%) oraz S$rednie (26%).
Dominujagcym miejscem zamieszkania bylo miasto powyzej 100 tys. mieszkancow, ktore
wskazato ponad potowa ankietowanych (58%). 20% osob ankietowanych zaznaczylo, ze
zamieszkuje wies.
5. Wybrane wyniki badan

Ponad potowa respondentéw (54%) deklaruje, ze zna to pojecie i potrafi je opisac.
W kolejnym pytaniu poproszono respondentéw o wskazanie definicji tego zjawiska.
Odpowiedzi przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Odpowiedzi respondentéw na pytanie: ,,Jak rozumie Pani/Pan pojecie Greenwashing”, - odpowiedzi
przedstawiono w wartos$ciach procentowych (opracowanie wiasne)

Kobiety Mezczyzni Ogotem
""zielone mydlenie oczu" 55,3 51,4 53,4
postawa zgodna z zasadami ekologii 40,4 39 39,7
ekologiczna metoda prania odziezy 4,3 9,6 7,0

Ponadto ankietowani mieli mozliwo$¢ dopisania wlasnej definicji rozumienia stowa
»greenwashing”. Ponizej zaprezentowano wybrane okres$lenia:

e wprowadzanie rozwigzan, ktore wydaja si¢ ekologiczne lub tez sg takie w malym
stopniu” ,,che¢ bycia postrzeganym przez klientdw, jako "przyjazni srodowisku" przy
jednoczesnym popieraniu rozwigzan calkowicie, nieekologicznych”, ,uzywanie
ekologicznych sposobow do czyszczenia/prania/mycia”

e _promowanie si¢ korporacji na aktualnym trendzie”

Nastepnie zapytano respondentéw o ich wiedzg na temat produktéw ekologicznych.
Niemal potowa (48%) respondentow deklaruje, Ze posiada przecigtng wiedz¢ na temat
produktéow ekologicznych. Z kolei az 19% ankietowanych twierdzi, ze posiada niewielka
wiedz¢ na ten temat lub nie posiada zadnej (8%). W dalszej kolejnosci zapytano
respondentéw o opini¢ na temat produktow promowanych przez producentow jako ,,bio” lub
,,eko”. Wyniki przedstawiono ponize;j.

Tabela 2. Odpowiedzi respondentéw na pytania dotyczace produktow ,,bio/eko”- odpowiedzi przedstawiono w
warto$ciach bezwzglednych (opracowanie wiasne)

. . Nie . .
Twierdzenie Zdecydowanie | Raczej wiem/trudno Racze] Zdecyd_owame
tak tak Lo nie nie
powiedziec

Produkty bio/eko sg tatwo dostepne 7 9 57 26

Produkty bio/eko sg zgodne z opisem 4 26 48 17 5
Produkty bio/eko przyciagaja moja 15 39 16 26 4
uwage
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Wigkszos¢ konsumentdw nie ma zdania na temat dostgpnosci produktow ,,bio/eko”
(57%). Natomiast 27% ankietowanych jest zdania, ze produkty te s3 stabo lub w ogdle
niedostepne. 30% badanych 0s6b jest zdania, ze produkty ,.bio/eko” sa z godne z opisem.
Warto zaznaczy¢, ze ponad potowa ankietowanych osob (55%) deklaruje, ze produkty
,bio/eko” przyciagaja jego uwagge, z kolei 30 % ankietowanych nie zwraca na nie uwagi.
Nastegpnie zapytano ankietowanych o doswiadczenia zwigzane z uzytkowaniem produktéw
ekologicznych. 23% ankietowanych jest zdania, ze zawiodlo si¢ na produktach promowanych
jako ,bio/eko”. Jako przyklad najczesciej wymieniano produkty z kategorii: chemia
gospodarcza, kosmetyk oraz nabial. Respondenci czgsto zwracali uwage na fakt, ze warzywa
i owoce posiadajace oznaczenie ,,BIO” sg czesto pakowane w folie.

6. Podsumowanie

W ostatnich latach nasycenie polskiego rynku produktami sygnowanymi, jako ,,bio” lub
,»eko” stalo sie tak duze, ze w istocie trudno rozrézni¢ produkty faktycznie ekologiczne od
tych kreowanych ,,na zielone” przez producentow. Konsumenci caty czas i z r6znych stron sg
atakowani ekologicznymi, czesto nieprawdziwymi komunikatami, poniewaz ekologia
niewatpliwie wptywa na decyzje zakupowe. Celem niniejszego artykutu byla weryfikacja
wiedzy konsumentow na temat zjawiska greenwashingu oraz nieuczciwych praktyk
przedsiebiorstw zwigzanych z promowaniem produktow typu ,,bio” i ,,eko”. Okazuje si¢, ze
ponad potowa respondentdw rozumie 1 potrafi zdefiniowa¢ pojecie greenwashingu. Na
podstawie przeprowadzonych badan mozna réwniez wysnu¢ wniosek, ze produkty ,,bio” lub
,»eko” posiadaja ogromng perspektywe rozwoju. Zdecydowana wigkszo$¢ respondentow
deklarowata, ze posiada jakakolwiek wiedz¢ na temat ,,zielonych produktow”, a cze¢s¢ z nich
regularnie ja kupuje, zastepujac nimi produkty nieposiadajace na opakowaniu zielonego
listka.

Nie kazde ,,zielone” przedsigwzigcie przedsigbiorstw jest godne potepienia. Negatywna
strong niewatpliwie jest fakt, ze koncerny traktujg ekologicznie reklamy, jako zrodto dochodu
1 odwracajag uwage odbiorcy od rzeczywistych probleméw. Wcigz brakuje dlugofalowych
kampanii, ktore przyniostyby realne korzysci dla srodowiska. Poki kwestie prawne zwigzane
z greenwashingiem nie b¢dg uregulowane prawnie, a §wiadomos$¢ ekologiczna spoteczenstwa
bedzie nadal na przecietnym poziomie, z ekologiczng $ciema bgdziemy mie¢ do czynienia
jeszcze dhugo.
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Streszczenie

Melatonina jest neurohormonem produkowanym przez szyszynke, wykazujacym dziatanie plejotropowe na
organizm czlowieka, gltéwnie wplywajacym na regulacje rytméw dobowych. W ostatnim czasie rosnie
zainteresowanie jej dziataniem onkostatycznym. Istnieja dowody, ze hamuje ona inicjacjg, progresje
i przerzutowanie w wielu typach nowotworow. W zwiazku ze stale rosnaca zachorowalno$cia kobiet na
hormonozalezne raki piersi, jajnika i endometrium w tej pracy omowiono wyniki badan eksperymentalnych
i obserwacyjnych potwierdzajacych jej protekcyjny wplyw na rozwdj tych nowotworow. Przeglad literatury
dowodzi, ze melatonina wykazuje dzialanie antyproliferacyjne, stymulujace apoptoze, hamujace angiogeneze
oraz antymetastatyczne na tkanke nowotworows, co daje nadzieje na wilaczenie jej, jako adiuwant w terapie
nowotworow hormonozaleznych u kobiet.

Stowa kluczowe: melatonina, rak piersi, rak jajnika, rak endometrium, rak hormonozalezny

Protective impact of melatonin on hormone-dependent cancers in women

Summary

The melatonin is a neurohormone produced by the pineal gland. It has a pleiotropic effect on the human
organism and mainly affects the regulation of circadian rhythms. Recently, there is a growing interest in its
oncostatic effect. There is evidence, that melatonin inhibits the initiation, progression and metastases formation
in many types of cancer. In connection with constantly growing women’s morbidity on hormone-dependent
breast, ovarian and endometrial cancers, in this article we discuss the results of experimental and observational
studies confirming its protective effect on the development of these cancers. The literature review shows that
melatonin acts by inhibition of tumor formation, among others, by reducing cell proliferation, it has
proapoptotic, antiangiogenic and antimetastatic effects. Therefore, the use of melatonin as an adjuvant could
offer hope in antitumor therapy of hormone-dependent cancers in women.

Key words: melatonin, breast cancer, ovarian cancer, endometrial cancer, hormone-dependent cancers

1. Wstep

Melatonina (MLT) jest neurohormonem, wydzielanym gtéwnie przez szyszynke,
niewielkie ilosci syntetyzowane sg takze w innych tkankach: w siatkdwce, soczewce,
komorkach uktadu immunologicznego, nabtonku dréog oddechowych, skorze czy w uktadzie
pokarmowym (Acuna-Castroviejo i in., 2014). MLT jest substancja wykazujaca dziatanie
plejotropowe. Jej glowng funkcja jest regulacja okotodobowego rytmu snu i czuwania oraz
rytmu sezonowego, zwigzanego ze zmianami poér roku, poprzez oddziatywanie na jadra
nadskrzyzowaniowe podwzgorza, ktore nadrzednie kontroluja funkcjonowanie zegara
biologicznego. Swiatlo silnie hamuje synteze i wydzielanie melatoniny przez szyszynke,
natomiast produkcja melatoniny zachodzi, kiedy do siatkdwki nie docieraja promienie

swietlne. Warunkuje to okolodobowe i sezonowe wahania st¢zenia melatoniny, decydujace
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o fazie rytmu biologicznego (Reiter,1991; Zisapel, 2018). Poza tym MLT wykazuje dziatanie
hipotensyjne, przeciwbolowe, przeciwdepresyjne, przeciwlgkowe, neuroprotekcyjne,
przeciwzapalne, antyoksydacyjne. Ma ochronny wptyw na uktad pokarmowy oraz moduluje
dziatanie innych ukladoéw organizmu cztowieka (Comai i in., 2014; Emet i in., 2016,
Slominski i in., 2012). W ostatnich latach rosnie zainteresowanie protekcyjnym wplywem
melatoniny na kancerogenezg. Istnieja dowody, ze hamuje ona inicjacje, progresje i 10zwoj
przerzutow w wielu typach nowotworow. Podstawowe mechanizmy przeciwnowotworowe
obejmujg aktywno$¢ przeciwutleniajacg, modulacje receptoréw melatoniny MT1 1 MT2,
stymulacj¢ apoptozy, regulacje cyklu komodrkowego 1 metabolizmu komorek
nowotworowych, hamowanie angiogenezy, metastazy i indukcj¢ zmian epigenetycznych (Li
iin., 2017).

W  zwigzku ze stalym wzrostem zachorowalnos$ci kobiet na nowotwory
hormonozalezne, w tej pracy skupiono si¢ na omowieniu protekcyjnego wptywu melatoniny
na rozwoj raka piersi, jajnika i endometrium.

2. Material i metody

W badaniu poddano analizie artykuly wyszukane na platformie PubMed. Zostaty uzyte
stowa-klucze: melatonin, breast cancer, ovarian cancer, endometrial cancer, hormone-
dependent cancers. Analiza zawierala badania dotyczace réznych mechanizmoéw dziatania
melatoniny na poziomie komoérkowym oraz ogdlnoustrojowym w terapii nowotworow
hormonozaleznych u kobiet.

3. WynikKi
e Rak piersi

Rak piersi (RP) jest najczesSciej] wystepujacym nowotworem ztosliwym u kobiet,
powodujacym najwiekszg liczbe zgondéw, spowodowanych nowotworem wsrdd kobiet
(wg Swiatowej Organizacji Zdrowia). Okolo 70% nowotworéw piersi stanowia raki
hormonozalezne (wg American Cancer Society), co oznacza, ze komorki rakowe wykazuja
ekspresje receptorow dla estrogenu (ER+) i/lub progesteronu (PR+) oraz sg stymulowane
przez te hormony.

Wplyw melatoniny na rozw6j RP 1 jej zwigzek z receptorami ER 1 PR zaobserwowano
juz w latach 80-tych XX wieku. W 1985r. Danforth i in. oznaczyli 24-godzinny profil MLT
w osoczu u 0sob zdrowych oraz kobiet z RP. Kobiety z hormonozaleznym RP miaty znacznie
nizsza $srednig dobowgq réznice MLT w osoczu niz te z RP ujemnym pod wzgledem ER i PR.
Zauwazono tez silng odwrotng korelacje migdzy stezeniem MLT w osoczu a ilosciami ER

I PR wguzie. W celu ustalenia zaleznosci miedzy szlakiem odpowiedzi estrogenowej
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a hamujacym wpltywem melatoniny na RP, w 2002 r. Kiefer i in. poddali komérki MCF-7
transfekcji konstruktem reporterowym lucyferazy z elementem odpowiedzi estrogenowej
(ERE), a nastepnie traktowali je MLT (10°-10° M) przez 30 minut, a potem 10° M 17-p-
estradiolem (E2) lub kazdym zwigzkiem osobno. Leczenie MLT znacznie zmniejszyto
indukowang przez E2 transaktywacj¢ ER i aktywno$¢ wigzania ER-ERE. Ustalono tez, ze
MLT hamowata indukowane przez E2 podwyzszenie pozioméw cAMP o 45%. Dane te
wskazuja, ze MLT wplywa na estogenozalezne szlaki przekazywania sygnatu, co ma
kluczowe znaczenie w hamowaniu rozwoju hormonozaleznego RP. Poza tym MLT, dziatajgc
na komodrki RP oraz otaczajace je fibroblasty, zmniejsza w nich aktywnos$¢ aromatazy —
kluczowego enzymu w syntezie estrogendw, co z kolei zmniejsza ich stymulujacy wptyw na
RP (Chottanapund i in., 2014).

Badano rowniez wptyw MLT na komorki raka piersi ER+ linii MDA-MB-361 pod
katem jej dziatania proapoptotycznego. Wykazano, ze MLT (10'3 M) znaczaco hamowata
proliferacje komoérek RP i indukowata ich apoptozeg, poprzez zwigkszenie ekspresji Apaf-1,
wyzwalanie uwalniania cytochromu C oraz stymulacje aktywnosci kaspazy-3 i kaspazy-9
(Wang i in., 2012). Dziatanie antymetastatyczne MLT zostato potwierdzone w badaniu in vivo
z uzyciem samic bezgrasiczych myszy, u ktérych obserwowano przerzuty raka piersi do ptuc.
MLT okazata si¢ skuteczna w kontrolowaniu przerzutowego RP poprzez bezposredni
antagonizm mechanizmu przerzutowego komorek wywotanego przez hamowanie ROCK-1 -
biatka regulujacego inwazj¢ i migracje komorek (Borin i in., 2016). Poza tym udowodniono,
ze MLT poprawia skuteczno$¢ niektorych lekow przeciwnowotworowych oraz moze
zmniejsza¢ ich dziatania niepozgdane. Koniugaty melatoniny z tamoksyfenem wykazaty
wickszg skuteczno$¢ w hamowaniu zywotno$ci 1 migracji komérek RP w czterech
fenotypowo zroéznicowanych liniach komorkowych. Hamowaty tez oporne na tamoksyfen
komorki MCF-7 1 pochodzaca od pacjenta heteroprzeszczepowa lini¢ komérek RP (Hasan
i in., 2019). MLT zapobiega kardiotoksycznosci indukowanej doksorubicyng (Liu i in., 2018),
a podawanie MLT i doksorubicyny szczurom z RP powodowalo wigkszy spadek masy guza
1 wyzszy wskaznik przezycia (Ma i in., 2015).

e Rak jajnika

Rak jajnika (RJ) w skali migdzynarodowej jest 7. wiodaca diagnoza raka i 8. przyczyna
umieralno$ci na raka wsrod kobiet. Predyspozycje genetyczne (mutacje: TP53, BRCAL i 2,
protoonkogenu B-Raf, GTPazy Kras) i pdézna menopauza stanowig czynniki ryzyka,
natomiast cigza, laktacja 1 doustne leki antykoncepcyjne zmniejszajg ryzyko (Chuffa 1 in.,

2017).
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Pecherzyki przedowulacyjne zawierajg duzo MLT. Wywiera ona bezposredni wptyw
na prawidtowe funkcje jajnika, tagodzi rakotworcze dziatanie reaktywnych form tlenu
w ptynie pecherzykowym, steruje wzrostem pecherzykéw, owulacjg i luteinizacja (Tamura
i in., 2009). Badanie retrospektywne wykazato, ze poziomy MLT sg nizsze u kobiet z RJ
niz u zdrowych (Zhao iin., 2016). Badano dziatanie onkostatyczne MLT in vitro
w estrogenozaleznej linii komorkowej BG1 gruczolakoraka jajnika i dowiedziono, ze
w fizjologicznych stezeniach powoduje ona redukcje liczby komorek nowotworowych
(Petranka i in., 1999). Podawanie MLT powodowato redukcje masy guza u szczuréw z RJ
wyindukowanym etanolem, a u szczuréw nicobcigzonych etanolem zmniejszalo czestosé
wystepowania gruczolakoraka (Chuffa i in., 2013).

Leczenie melatoning prowadzi do zmniejszenia ekspresji bialek zaangazowanych
w szlaki sygnalizacji RJ - stres oksydacyjny, zapalenie, apoptozg¢ i proliferacje. Na
poziomie molekularnym podanie MLT hamuje wzrost poziomu czynnikoéw, ktorych
stezenie jest zwigkszone w przebiegu RJ: Her-2, p38, fosfo-AKT i mTOR, receptora TLR4
zwigzanego z opornoscig na chemioterapi¢ i ztym rokowaniem, MyD88, TRIF, NF-«B,
IkBa, IKK-0, TRAF6, IRF3, IFN-B, TNF-a, TGF-f i IL-6 (Chuffa i in., 2015). NF-kB
zwigksza wytwarzanie ROS, prowadzac do uszkodzenia DNA, a w etiologii RJ jest
znaczacym markerem stanu zapalnego. MLT hamuje fosfo-aktywacje NF-kB, a takze
zmniejsza stres oksydacyjny indukowany H,O, poprzez regulacj¢ szlaku Erk/Akt/NF-kB
(Zareiin., 2019).

MLT promuje apoptoze komodrek RJ poprzez regulacje w gore ekspresji bialek
proapoptotycznych: p53, BAX i kaspazy-3 i w dot antyapoptotycznych: Bcl-2 i surwiwiny
(Chuffa i in., 2016). Przez regulacj¢ w dot angiopoetyn i VEGF hamuje angiogenezg
(Zonta i in., 2017). W zwierzecym modelu RJ ditugotrwate podawanie melatoniny obniza
poziom VEGF, TGFB-1, VEGFR2 i czynnika indukowanego hipoksja (HIF-1a),
stanowigcego zly czynnik prognostyczny (Chuffa i in., 2017).

MLT w komorkach RJ zwigksza ekspresj¢ kadheryny-E, czasteczki podtrzymujace;j
potaczenia na powierzchni komoérki (Zare i in., 2019). Dodatkowo w nowotworowych
komorkach macierzystych uzyskanych z linii komérkowej ERa(—) SK-OV-3 hamuje
proliferacje, co potwierdzit spadek warto$ci markera proliferacji Ki67. Powoduje takze
zmniejszenie ekspresji genéw zwigzanych z przechodzeniem miedzy nabtonkiem
a mezenchyma - ZEB1, ZEB2, wimentyny 1 SNAIL, a w stezeniu 3,4 mM hamuje migracje
komorek rakowych. Wnioski z tych badan podkreslaja wazng role¢ MLT jako leku

wspomagajacego W zapobieganiu inwazji i przerzutom RJ (Akbarzadeh i in., 2017).
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MLT jest specjalnym supresorem Era. Dlugotrwata ekspozycja na estrogeny
powoduje progresje RJ, a leczenie antyestrogenami zwigksza ekspresje receptoréw MT1
w linii komorkowej OVCAR-3 (ER +) i ma wplyw na linie ER SK-OV-3. Ponadto
egzogenne nanomolarne st¢zenia MLT regulujg w gore ekspresje receptorow MT1 (Treeck
i in., 2006). W surowiczym RJ ekspresja MT1 jest obnizona, a terapia MLT powoduje jej
wzrost (Chuffa iin., 2016). Jednak ocena prognostycznej i predykcyjnej roli MT1 w RJ
wskazuje na jego ograniczony udzial w tym typie guza. Nie stwierdzono istotnej
zaleznosci miedzy ekspresja MT1 a stopniem zlosliwosci guza jajnika, stadium
zaawansowania klinicznego, obecnoscig choroby resztkowej po cytoredukcji lub
przezywalnoscia pacjenta (Jabtonska i in., 2014).

Zastosowanie terapii Iaczonej MLT z cisplatyna, dowiodlo dziatania MLT jako leku
wzmacniajacego antyproliferacyjny efekt chemioterapii (Menedez-Menedez i in., 2018).

W komorkach RJ HTOA 1 OVCAR-3, MLT podawana samodzielnie, nie wywierata
na komorki dzialania antyproliferacyjnego, ale w leczeniu skojarzonym uwrazliwiata
komorki na cisplatyne. Ponadto podawanie MLT spowodowalo zmniejszenie aktywnoS$ci
telomerazy w linii komorkowej OVCAR-3 (Futagami i in., 2001). W skojarzeniu
z cisplatyng, MLT wykazuje synergistyczne do niej dzialanie, zmniejszajace zywotnos¢
komorek linii SK-OV-3. W tym procesie dochodzi do wzrostu rozszczepienia PARP
I kaspazy-3, zahamowania fosforylacji ERK i defosforylacji p90RSK i HSP27, co
przywraca to mechanizmy apoptotyczne komoérek nowotworowych. Istotne jest takze
dziatanie przeciw toksycznosci cisplatyny na nienowotworowe komorki nablonka jajnika
(Kim i in., 2011). U myszy farmakologiczne dawki MLT zapobiegaty utracie rezerwy
pecherzykowej indukowanej cisplatyng poprzez inhibicje szlaku sygnalowego
PTEN/AKT/FOXO03a (Jang i in., 2016).

e Rak endometrium

Rak endometrium (RE) jest czwartym najcze$ciej wystgpujagcym nowotworem
ztosliwym u kobiet w Europie i jednocze$nie najczgstszym nowotworem zenskich narzadow
ptciowych (Amant i in., 2005). Wg American Cancer Society okoto 80% przypadkow stanowi
posta¢ hormonozalezna.

W jednym z pierwszych badan potwierdzajacych protekcyjny wptyw MLT na rozwoj
hormonozaleznego RE kryterium branym pod uwagg byto $rednie stgzenie hormonu mierzone
wosoczu. U kobiet chorujacych na RE wynosito ono 6,1 pg/ml, co jest wartoscia
szeSciokrotnie nizszg w porownaniu z grupg kontrolng kobiet zdrowych. Dodatkowo,

w zwigzku ze spadkiem poziomu MLT z wiekiem, zaobserwowano réwnoczesny wzrost
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czestosci zachorowan na RE (Grin i in., 1998). W 2014 r. Dznelashvili i in. dowiedli, ze
w prostym lub zlozonym przeros$cie endometrium, charakteryzujacym si¢ brakiem obecnosci
atypowych komorek, $rednie stezenie MLT w osoczu krwi jest znaczaco wyzsze od jej
stezenia przy wspotistniejagcym RE o wysokim stopniu zaawansowania. Przeprowadzono
badanie majace na celu okreslenie obecnosci i1 ewentualnych podtypéw receptorow
melatoninowych wystepujacych w komorkach RE. Wykorzystano w nim antagoniste
receptora MT1 i MT2 — luzindol oraz selektywnego antagonist¢ receptora MT2 — 4-fenylo-2-
propionamidotetraling (4-P-PDOT). W komorkach Ishikawa dowiedziono obecnosci
receptorow  MT1, co dodatkowo potwierdzono badaniem immunohistochemicznym.
Wykazano réwniez, ze w obecnosci MLT w stezeniu fizjologicznym (10™° mol/dm?®) dochodzi
do tlumienia ekspresji mRNA w ERa znajdujacych si¢ w komoérkach Ishikawa (Watanabe
i in., 2008). W 2019 r. Abdel-Hamid i wsp. przeprowadzili badanie na samicach szczurow
albinosow. Zwierzg¢ta podzielono na 3 grupy: pierwsza z nich otrzymywata domig¢$niowo
benzoesan estradiolu, druga - benzoesan estradiolu oraz preparat MLT; grupie kontrolnej
podawano wylgcznie zardbke farmaceutyczng leku. Po uptywie 4 tygodni wyniki badania
wykazaly, ze podawanie MLT zapobiega indukowanemu estrogenami przerostowi
endometrium oraz chroni komoérki przed atypiag. W innym badaniu samice szczurow Wistar
wprowadzono w stan menopauzy poprzez chirurgiczne wycigcie jajnikow. Nastepnie
stosowano wobec nich estrogenowg terapi¢ zastepcza lub terapi¢ skojarzong estrogendow
z MLT. Wyniki zweryfikowano na postawie badania ultrasonograficznego oceniajacego
grubo$¢ endometrium samic przed i po leczeniu. W grupie badawczej szczuréw, u ktorych nie
stosowano dodatkowej suplementacji MLT, przyrost endometrium byl stosunkowo wyzszy,
a catkowita grubo$¢ endometrium na koniec badania wynosita 0,133+0,0009 mm. Natomiast
w drugiej grupie uzupetniajace stosowanie MLT zmniejszylo proliferacje komorek
endometrium, a grubo$¢ po leczeniu wyniosta 0,122+0,010mm (Ciortea i in., 2011). Wplyw
pracy nocnej na rozwd] RE oceniano w prospektywnym badaniu kohortowym
przeprowadzonym wsrdd pielegniarek zatrudnionych w systemie zmianowym w Stanach
Zjednoczonych. Kryterium branym pod uwage byla suma lat przepracowanych w ten sposob
Z minimum trzema nocami pracy w miesigcu. W badaniu nie brano pod uwagg¢ zmian
dziennych 1 wieczornych. Znacznie zwigkszone ryzyko wystgpienia RE dotyczyto
pielegniarek pracujacych w systemie zmianowym 20 lat 1 wigcej. Zauwazono, ze wzrost tego
ryzyka byl az dwukrotny w grupie kobiet ze wspolczynnikiem masy ciata o wartosci powyzej
30 kg/m?® (Viswanathan i in., 2007). W 2008r. Watanabe i in. wykazali, ze MLT moze

potegowa¢ dzialanie lekéw stosowanych w chemioterapii hormonozaleznego RE,
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m.in. paklitakselu. U pacjentow stosujacych jednoczesnie chemioterapie i doustnie MLT
czesciej odnotowywano catkowita lub czgSciowa odpowiedz na leczenie w pordwnaniu
ze stosowaniem wytgcznie chemioterapii.

4. Podsumowanie

Protekcyjny wptyw MLT na rozwdj hormonozaleznych nowotworéow zostal udowodniony
w wielu badaniach analitycznych i eksperymentalnych prowadzonych zar6wno w warunkach
in vitro, jak iinvivo. Dotychczas potwierdzono réznorodne mechanizmy jej dziatania
onkostatycznego wplywajace na wiele szlakow sygnalizacyjnych biorgcych udziat
w kancerogenezie. Szeroki zakres plejotropowych korzystnych efektow MLT w komorce oraz
fakt, ze jest ona naturalng czasteczka produkowang w ludzkim organizmie, $wiadczy o jej
potencjale do wzmacniania dziatania przeciwnowotworowego konwencjonalnego leczenia
i niwelowania jego dziatah niepozadanych. Daje to duze nadzieje na wilaczenie jej, jako
adiuwant w terapi¢ nowotworéw hormonozaleznych u kobiet. Dalsze badania wymagaja
oceny zastosowania MLT w sytuacjach klinicznych ze szczegdlnym uwzglednieniem analizy
dlugoterminowe;.
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Summary

Therapeutic use of recombinant proteins is their most important application. Despite many different expression
systems for their production being developed, to date, creating the one that would meet the worldwide demand in
an effective, economic and safe way is still to be achieved. Years of research have brought a lot of data, however
comparisons between the systems are hampered by their extensive and descriptive nature. We analyzed
7 expression systems with their most common features. For this, we utilized our own model of classification and
parametrization which is based on an ordinal scale. We added up the values assigned to each feature and the
result obtained is a qualitative assessment of the suitability of a given system for production of recombinant
proteins by biopharming. Positive score was observed only in plant expression systems, which suggests their
proper optimization will most likely result in a system that will economically meet the need of the industry.

Key words: recombinant proteins, expression systems, molecular farming, ordinal scale model, GMO
Porownanie najwazniejszych systemow ekspresji do produkcji bialek

rekombinowanych

Streszczenie

Najwazniejszym zastosowaniem biatek rekombinowanych jest ich terapeutyczne wykorzystanie w farmacji
i medycynie. Mimo szeregu opracowanych systemoéw ekspresyjnych do produkcji tych biatek dotychczas nie
uzyskano systemu, ktory w efektywny, optacalny i bezpieczny sposob zaspokoitby ogdlnoswiatowy popyt na
tego typu biopolimery. Lata badan przyniosty wiele szczegdlowych danych, jednak krytyczne pordéwnania
systemOw migdzy sobg s3 utrudnione przez obszerny oraz opisowy charakter informacji na temat kazdego
z nich. PostanowiliSmy wiec poréwnaé 19 najczesciej uwzglednianych cech 7 najwazniejszych systemow
ekspresyjnych. W tym celu wykorzystalismy oparty o skale porzadkowa autorski model klasyfikacji
i parametryzacji tych wlasciwosci. Przypisane kazdej cesze wartosci zsumowaliSmy, a wynik stanowi
jakosciowa oceng przydatnosci danego systemu do produkcji biatek rekombinowanych na drodze biofarmingu.
Pozytywne oceny uzyskaly jedynie systemy roslinne, co kaze sadzi¢, ze ich odpowiednia optymalizacja
z najwigkszym prawdopodobienstwem pozwoli otrzymaé system ekspresyjny, ktory w ekonomiczny sposob
zaspokoi potrzeby réznych gatezi przemysthu.

Stowa kluczowe: biatka rekombinowane, systemy ekspresyjne, uprawy molekularne, klasyfikacja porzadkowa,
GMO

1. Introduction

Recombinant proteins, also referred as heterologous, are produced in the cells of
a living organism which does not contain sequences encoding these proteins in its natural,
wild type (WT) genome. Genes required for the synthesis of recombinant proteins originate
from species other than host and are incorporated into the target (transgenic) organism with
methods of genetic engineering, especially recombinant DNA (rDNA) techniques and
recognized as transgenes or heterologous genes (Ma et al., 2003; Ratledge and Kristiansen,
2007; Desai et al., 2010; Gomes et al., 2016). The demand for recombinant proteins is
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constantly increasing. The market of heterologous protein accounts for about 10% of the
entire pharmaceutical industry and its value is estimated to increase by over 1 billion US$
from year 2017 to 2022 (Markets and Markets, 2017; Usmani et al., 2017). Recombinant
proteins are being used in various branches of commerce including cosmetic (e.g. epithelial
growth factor, collagen), technical (e.g. trypsin, avidin) or diagnostic (e.g. antibodies)
industries and academic research (e.g. aprotinin, cytokines). One of the most important
application of these heterologous products is their therapeutic use in medicine and pharmacy
(Lucka et al., 2015; Park and Wi, 2016; Tschofen et al., 2016; Schillberg et al., 2019). Today
the main strategy for production of recombinant proteins involves the use of expression
systems, i.e. living organisms or parts thereof (e.g. cells, tissues), genetically modified with
appropriate expression cassettes as a way to support the production of foreign, heterologous
proteins (Desai et al., 2010; Gomes et al., 2016).

Since the successful transformation of a living organism with recombinant DNA
molecules (Cohen et al., 1973) and Food and Drug Administration’s (FDA) approval for the
first usage of recombinant protein for therapeutic purposes in 1982 (Usmani et al., 2017;
Owczarek et al., 2019), a number of expression systems based on organisms from many
different taxonomic units have been developed. As of today, heterologous proteins are
obtained mainly by biopharming, with cultures of bacteria and fungi, as well as animals and
plants (Schillberg et al., 2003; Yin et al., 2007; Gomes et al., 2016; Owczarek et al., 2019).
One of the major breakthroughs in research on the development of new expression systems
was the successful, stable transformation of Tex-Mex tobacco (Nicotiana plumbaginifolia)
callus cells with functional Escherichia coli chimeric neomycin phosphotransferase Il (EC
2.7.1.95) gene responsible for kanamycin resistance. Plants regenerated from transformed
cells were able to grow on a medium with a high antibiotic concentration, as well as inherit
the transgene for subsequent generations (Horsch et al., 1984). Two years later, a plant
expression system was developed as one of the last methods for production of recombinant
therapeutic proteins (Ma et al., 2003).

To date, no expression platform has been developed that would meet all the features of
an effective, economic and secure expression system (Desai et al., 2010). Despite availability
of numerous methods and expression systems, each of them has its own advantages and
disadvantages. Low quality of products, high risk of contamination with endotoxins
(lipopolysaccharides, LPS) and lack of post-translational modifications are the main
drawbacks of typical bacterial expression systems such as genetically modified (GM) E. coli.

For mammalian cell culture systems (e.g. Chinese hamster ovary, CHO) these are very high
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costs of production, possible contamination with hazardous prions, viruses and oncogenic
DNA as well as low scalability (Gomes et al., 2010; Owczarek et al., 2019).

Years of research on the production of recombinant proteins has provided extensive,
comparative data on existing expression systems. The main problem in this case is the fact
that all data are published in the form of multi-page scientific articles or descriptive tables
which effectively prevent simple and reliable system comparisons. To face the problem of the
multisets and a “holistic” choice of optimal recombinant protein expression platform, we
aimed to conduct a critical comparison between different traits of known systems which in the
end would result in choosing the best candidate to create the “gold standard” i.e. expression
system characterized by low production costs, high quality of expressed proteins, efficiency
and speed of production as well as high availability and safety. Therefore, on the basis of data
available in scientific papers, we propose the ordinal scale-based model for classification and
parametrization of known expression systems dedicated to compare their distinctive features.
2. Comparison of expression systems

Seven expression systems were compared, using their most important and most
frequently appearing features. Each of these traits have been grouped into four parametric
categories. For the purpose of the analysis we have distinguished financial, manufacturing,
technical and safety parameters. Numeric values in the range [-2, +2] have been assigned to
each of the considered feature depending on how given property affects the use of an
expression system to obtain heterologous proteins in such quantities as to economically meet
the demand of various branches of industry (Stevens, 1946). Negative values characterize
properties that impede the use of a given expression system to obtain heterologous proteins in
such quantities as to economically meet the demand of the industry. Positive values describe
features that favor the use of a given expression system for this purpose. Zero values have
been assigned to properties that are neither a disadvantage nor an advantage in this context. In
summary, the features described by:

e -2 are very big drawbacks,
e -1 are big drawbacks,

e (0 are neutral,

e +1 are big advantages,

e +2 are very big advantages.

Due to data discrepancy, some of the parameters were described in the form of a range
of features. Numerical values assigned in these cases are the arithmetic mean of the results in

each of the traits covered by this range (Medhi, 1992) e.g. range of features “low-high”
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describing protein production yield by transgenic plants is characterized by the value of
0, which is the average of the results -1 in the case of “low” trait, 0 of “medium” trait and +1
of “high” trait (Tab. 1.).

Table 1. Comparison of the most important expression systems for recombinant protein production. The
compared features were grouped into appropriate parameter categories.

. Insect Mammalian | Transgenic | Plant cell | Transgenic
Bacteria Yeast cell :
cell culture animals culture plants
culture
FINANCIAL PARAMETERS
. . . . high - high -
medium medium high very high . . low
Capital cost very high very high
0 0 -1 -2 -15 -15 +1
. . . medium - high -
Operating low medium high very high high very high low
cost
+1 0 -1 -2 -0,5 -1,5 +1
medium | medium | high Vehr'gﬂi' ) high m':&’}’u'm "er?’o'v‘\’l"" -
Storage cost y g
0 0 -1 -1,5 -1 +0,5 +1,5
. . . high - . . very low -
high high very high . high high .
Scale-up cost very high medium
-1 -1 -2 -1,5 -1 -1 +1
low - . medium - . . low - very low -
Overall . medium . high high .
production medium high medium low
cost +0,5 0 -0,5 -1 -1 +0,5 +1,5
MANUFATIRUNG PARAMETERS
. limited limited limited limited limited limited worldwide
Production
scale 1 1 1 1 1 1 2
. . medium - medium - .
Scale-up high high high very low low high very high
capacity
+1 +1 +0,5 -2 -1 +0,5 +2
hiah medium - medium low very low - [ medium - low
Speed of g high low high
production
+1 +0,5 0 -1 -1,5 +0,5 -1
Propagation high high low low medium high high
ability +1 1 1 1 0 +1 +1
Insect . . .
Bacteria Yeast cell Mammalian Trar_lsgenlc Plant cell | Transgenic
cell culture animals culture plants
culture
Table 1. (continued)
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TECHNICAL PARAMETERS
Multigene yes no no no no yes yes
engineering +2 2 2 2 2 +2 +2
. medium - | medium - | medium- | medium - . . .
Protein . . . . high high low - high
production high high high high
yield +0,5 +0,5 +0,5 +0,5 +1 +1 0
Protein low medium high high high high high
folding
accuracy -1 0 +1 +1 +1 +1 +1
Multimeric no no no no yes yes yes
assembly 2 2 2 2 +2 +2 +2
Glycosylatio no yes® yes® yes yes yes® yes®
n 2 2 +1 +2 +2 +1 +1
. medium - high - high - . .
Product low medium high very high | very high high high
quality
-1 0 +0,5 +1,5 +1,5 +1 +1
SAFETY PARAMETERS
. low - low - . .
Contaminati high medium high high high low low
on risk
-1 +0,5 0 -1 -1 +1 +1
low unknown | medium low - high high nonspecific high
Safety
-1 -2 0 0 +1 0 +1
GMP? possible possible possible possible possible possible difficult
conformity +2 +2 +2 +2 +2 +2 P
Ease of medium medium low low low low high
distribution 0 0 1 1 1 1 +1

Footnotes: a) incorrect (i.a. hyperglycolysation, higher mannosylation), b) minor differences (i.a. higher
mannosylation), ¢) minor differences (i.a. a-1,3-fucose and B-1,4-xylose sugar residues), glycosylation absent in
chloroplasts [the possibility of glycosylation determined in relation to that occurring in human body], d) Good
Manufacturing Practice.

Based on and modified from: Ma et al. 2003, Schillberg et al. 2003, Spok and Karner 2008, Desai et al. 2010,
Ahmad and Mukhtar 2013, Lucka et al. 2015, Yao et al. 2015, Corbin et al. 2016, Gomes et al. 2016, Yan et al.
2016, Owczarek et al. 2019, Siddiqui et al. 2019.
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3. Results of numerical analysis
The values of the features in table 1. have been added up for each system (Tab. 2.). The
sum is therefore a qualitative assessment of the suitability of a given expression system and

determines its potential for use in recombinant protein biopharming.

Table 2. Results of comparison of expression systems for recombinant protein production, using authors’ model
of classification and parametrization of their features.

Insect . . .
Bacteria Yeast cell Mammalian Transgenic Plant cell | Transgenic
cell culture animals culture plants
culture
Result 1 45 7 12 2 +8 +18
(sum)

Expression systems based on bacteria, yeasts and animals show negative qualitative
rates. Mammalian cell culture received the lowest score of all, with -12 points in our
classification. Features grouped in the financial and manufacturing parameter categories had
the highest impact on our results. This situation is in accordance with general characteristics
of production of recombinant products in this system. Due to similarities of anatomy and
physiology with human cells, mammalian cultures produce proteins of very high quality
which can be approved much easier for general use as therapeutics (technical and safety
parameters) (Ratledge and Kristiansen, 2007; Owczarek et al., 2019). On the other hand, the
production of these proteins is both complicated and costly with no ease of scaling up GM
cultures which is caused by i.a. expensive media supporting the unnatural suspension growth
of these cells and their slow proliferation (Schillberg et al., 2003; Gomes et al., 2016).

Bacteria and transgenic animals received negative, but higher than mammalian cell
cultures score (-1 and -2 points respectively). In the case of bacterial expression systems
financial factors are not as limiting as in the previous expression method. Technical
parameters seem beneficial for their usage in biopharming of proteins. Serious disadvantages
are grouped mainly in the category of manufacturing parameters, where factors determining
quality of heterologous products remain the biggest weakness of this system (Yin et al., 2007;
Spok and Karner, 2008). Transgenic animals share with mammalian cell cultures some
characteristics, but limiting factors are not as severe. In this system the production of proteins
is carried out in cells and tissues of fully functioning organisms, predominantly farm animals,
leading to facilitation of overall production and improvement of some technical parameters
such as multimeric protein assembly (Schillberg et al., 2003; Owczarek et al., 2019).

Rates of yeast with -4,5 points and insect cell cultures with -7 points place in the middle
of the results of expression systems mentioned above. In both instances, features negatively

and positively affecting optimal production of recombinant proteins are spread throughout all
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four parametric categories. One exception being financial traits of an insect cell system, that
contribute to the increase in spending (Lucka et al., 2015; Owczarek et al., 2019; Siddiqui et
al., 2019). Costs of yeast cultures are lower, however incorrect glycosylation of proteins,
impossible multigene engineering and unknown safety of the products are main disadvantages
(Spok and Karner, 2008; Ahmad and Mukhtar, 2013; Yan et al., 2016). Safety is a major
concern when recombinant proteins are to be used as therapeutics, especially when people are
their target consumers (Gomes et al., 2016).

On the contrary to others, the systems based on plant cell cultures and transgenic plants
have positive qualitative results for both of these expression systems. Limitations of GM plant
cell cultures can be observed only in financial parameters which are typical for all suspension
systems dependent on cells of multicellular species showing high organization of tissues and
organs (Spok and Karner, 2008; Corbin et al., 2016; Schillberg et al., 2019). Nevertheless,
other factors of this system are highly favorable for its use as an optimal platform for
expression of recombinant proteins as evidenced by sum of +8 points received. However,
among all analyzed systems, transgenic plants earned the highest score in our classification of
+18 points. Among considered parameters there is none that would have definitely worked
against this system. Most of considered traits characterizing GM plants as bioreactors for
heterologous protein production are beneficial.

4. Summary and future perspectives

Study of available scientific data as well as results of comparative numerical analysis
presented in this article leads to the conclusion that after proper optimization, systems based
on plants, mainly whole, transgenic specimens may become an optimal expression platform to
sustainably, economically and safely meet worldwide demand for recombinant proteins. Plant
potential is also noticeable in recent advancements in this system. Differences in
glycosylation pattern, often brought up in discussion on the safety of recombinant products
from plants are being slowly dealt with thanks to the development of CRISPR/Cas9
technology (Jansing et al., 2019). Additionally, production of ZMapp™ in transgenic tobacco
led to a successful treatment of patients infected with the Ebola virus during the African
epidemic in 2014. This helped pushing the efforts to overcome drawbacks of GM plants,
which are low production speed, variable product yield and difficulties with meeting the
demands of Good Manufacturing Practices (Yao et al., 2015; Park and Wi, 2016).

Again, it is worth mentioning that the above comparison includes only the most
important features and most popular systems of expression. To obtain even more authoritative

data, other expression systems (e.g. those based on filamentous fungi, other species of
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bacteria or even cell-free expression platforms) (Yin et al., 2007; Schillberg et al., 2019) and
features (e.g. possible threats towards biodiversity or codon bias) should be included (Lucka
et al., 2015; Yin et al., 2007). However, this basic analysis suggests it is worth redirecting
research on the production of recombinant proteins on industrial scale towards plants, because
these systems most likely will bring the best results.

5. References

Ahmad N., Mukhtar Z. 2013. Green factories: plastids for the production of foreign proteins
at high levels. Gene Therapy and Molecular Biology 15: 14-29.

Cohen S.N., Chang A.C.Y., Boyer H.W., Helling R.B. 1973. Construction of Biologically
Functional Bacterial Plasmids In Vitro. Proceedings of the National Academy of Sciences of
the USA 70, 11: 3240-3244.

Corbin J.M., Hashimoto B.l., Karuppanan K., Kyser Z.R., Wu L., Roberts B.A., Noe A.R.,
Rodriguez R.L., McDonald K.A., Nandi S. 2016. Semicontinuous Bioreactor Production of
Recombinant Butyrylcholinesterase in Transgenic Rice Cell Suspension Cultures. Frontiers in
Plant Science 7: 412.

Desai P.N., Shrivastava N., Padh H. 2010. Production of heterologous proteins in plants:
Strategies for optimal expression. Biotechnology Advances 28, 4: 427-435.

Gomes A.R., Byregowda S.M., Veeregowda B.M., Balamurugan V. 2016. An Overview of
Heterologous Expression Host Systems for the Production of Recombinant Proteins.
Advances in Animal and Veterinary Sciences 4, 7: 346-356.

Horsch R.B., Fraley R.T., Rogers S.G., Sanders P.R., Lloyd A., Hoffmann N. 1984.
Inheritance of Functional Foreign Genes in Plants. Science 223: 496-498.

Jansing J., Sack M., Augustine S.M., Fisher R., Bortesi L. 2019. CRISPR/Cas9-mediated
knockout of six glycosyltransferase genes in Nicotiana benthamiana for the production of
recombinant proteins lacking pB-1,2-xylose and core a-1,3-fucose. Plant Biotechnology
Journal 17: 350-361.

Lucka M., Kowalczyk T., Szemraj J., Sakowicz T. 2015. Plants as an alternative source of
therapeutic proteins. Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej 69: 362-373.

Ma J. K-C., Drake P.M. W., Christou P. 2003. The production of recombinant pharmaceutical
proteins in plants. Nature Reviews, Genetics 4: 794-805.

Markets and Markets 2017. Protein expression market by type (E. coli, mammalian, yeast,
Pichia, insect, baculovirus, cell-free), products (competent cells, reagents, instruments,
services), application (therapeutic, research, industrial) & end user — global forecast to 2022.
Report Code BT 2435.

143



Medhi J. 1992. Statistical Methods: An Introductory Text. New Age International Publishers:
53-58.

Owczarek B., Gerszberg A., Hnatuszko-Konka K. 2019. A Brief Reminder of Systems of
Production and  Chromatography-Based  Recovery of  Recombinant  Protein
Biopharmaceuticals. BioMed Research International 2019: ID 4216060.

Park K.Y., Wi S.J. 2016. Potential of Plants to Produce Recombinant Protein Products.
Journal of Plant Biology 59: 559-568.

Ratledge C., Kristiansen B. (eds.) 2006. Basic Biotechnology: Third Edition. Cambridge
University Press: 82-105, 349-371.

Schillberg S., Fisher R., Emans N. 2003. “Molecular farming” of antibodies in plants.
Naturwissenschaften 90: 145-155.

Schillberg S., Raven N., Spiegel H., Rasche S., Buntru M. 2019. Critical Analysis of the
Commercial Potential of Plants for the Production of Recombinant Proteins. Frontiers in Plant
Science 10: 720.

Siddiqui A., Wei Z., Boehm M, Ahmad N. 2019. Engineering microalgae through chloroplast
transformation tu produce high-value industrial products. Biotechnology and Applied
Biochemistry DOI: 10.1002/bab.1823.

Spok A., Karner S. 2008. Plant molecular farming: opportunities and challenges. JRC
Technical and Scientific Reports (eds. Stein A.J., Rodriguez-Cerezo E.), EUR 23383.

Stevens S.S. 1946. On the Theory of Scales of Measurement. Science, New Series 103, 2684:
677-680.

Tschofen M., Knopp D., Hood E., Stoger E. 2016. Plant Molecular Farming: Much More than
Medicines. Annual Review of Analytical Chemistry 9: 271-294.

Usmani S.S., Bedi G., Samuel J.S., Singh S., Kalra S., Kumar P., Ahuja A.A., Sharma M.,
Gautam A., Raghava G.P.S. 2017. THPdb: Database of FDA-approved peptide and protein
therapeutics. PLoS ONE 12, 7: e0181748.

Yao J., Weng Y. Dickey A., Wang K.Y. 2015. Plants as Factories for Human
Pharmaceuticals: Applications and Challenges. Internationa Journal of Molecular Sciences
16: 28549-28565.

Yan N., Fan C., Chen Y., Hu Z. 2016. The Potential for Microalgae as Bioreactors to Produce
Pharmaceuticals. International Journal of Molecular Sciences 17: 962

YinJ., Li G., Ren X., Herrler G. 2007. Select what you need: A comparative evaluation of the
advantages and limitations of frequently used expression systems for foreign genes. Journal of
Biotechnology 127, 3: 335-347.

144



Uklad glimfatyczny i jego rola w patogenezie wybranych schorzen
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Streszczenie

W organach ludzkich i zwierzgcych produkty uboczne przemiany materii komoérek sa usuwane z przestrzeni
mi¢dzykomorkowej przez sie¢ naczyn limfatycznych. Wyjatkiem od tej reguty jest osrodkowy uktad nerwowy,
ktory nie ma tak dziatajacych sieci naczyn limfatycznych, a rol¢ oczyszczania tkanki nerwowej przypisuje si¢
niedawno poznanemu uktadowi glimfatycznemu. Uklad glimfatyczny nie tylko usuwa zbgdne metabolity, ale
réwniez dostarcza substancje odzywcze. Pomimo ze wigkszo$¢ prac badajacych uktad glimfatyczny oparta jest
na do$wiadczeniach na zwierzgtach, to jednak istnieja prace potwierdzajace istnienie uktadu glimfatycznego
u ludzi. Niniejszy artykul stanowi przeglad aktualnych prac na temat badan poswigconych budowie i dziataniu
uktadu glimfatycznego oraz opisuje rolg, jaka pelni on w fizjologii i patofizjologii osrodkowego uktadu
nerwowego.

Stowa kluczowe: uktad glimfatyczny, szlak glimfatyczny, oczyszczanie

Glymphatic system and its role in the background of selected diseases of the

central nervous system

Summary

In humans and animals organs, cell metabolism by-products are removed from the intercellular space through
a network of lymphatic vessels. The exception to this rule is the central nervous system, which does not have
such a functioning lymphatic network, and the role of cleansing the nerve tissue is attributed to the newly known
glymphatic system. The glymphatic system not only removes unnecessary metabolites, but also provides
nutrients. Although most of the studies examining the glymphatic system are based on animal experiments, there
are works confirming the existence of the glymphatic system in humans. This article constitutes a review of
recent works on research devoted to the structure and operation of the glymphatic system and describes the role
it plays in the physiology and pathophysiology of the central nervous system.

Keywords: glymphatic system, glymphatic pathway, by-products cleaning

1. Wprowadzenie

Dla kazdego organu oczyszczanie jego tkanek z produktéw przemiany materii jest
kluczowe, by zachowa¢ homeostazg. Uklad nerwowy cechuje si¢ wyjatkowo wysokim
metabolizmem, a neurony, z ktorych jest zbudowany, charakteryzuje duza wrazliwos$¢ na
zmiany warunkow ich otoczenia. Mimo to mdzg nie posiada typowych naczyn limfatycznych
charakterystycznych dla innych organow, ktore to w zalozeniu maja oczyszczaé tkanki
z produktow przemiany materii i dba¢ o zachowanie homeostazy. Niedawne odkrycie uktadu
glimfatycznego rzuca nowe S$wiatlo na sposob, w jaki mozg oczyszcza si¢ z wilasnych
metabolitow (Iliff 1 in., 2012). Swa nazwe¢ uktad glimfatyczny (ang. ,,glymphatic system”)

zawdzigcza komoérkom glejowym (glia), ktore w duze; mierze warunkuja jego
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funkcjonowanie oraz uktadowi limfatycznemu (lymphatic system), ktorego oczyszczajaca
funkcje zastepuje.
2. Material i metody

Tworzac t¢ prace przegladowa postugiwano si¢ wyszukiwarkami artykutow
naukowych: Pubmed oraz Google Scholar. Wyszukiwanie artykuléw byto oparte
o nastgpujace stowa kluczowe: glymphatic system, glymphaticpathway, patophysiology,
sleep, clearance, central nervous system. Wybrane zostaty doniesienia w jezyku angielskim
oraz Polskim, opublikowane w latach 2012-2019, przy czym priorytetowo traktowano ich
aktualnos$¢. Ilustracje zamieszczone w artykule zostaly sporzadzone przez autora, w oparciu
o cytowane w tek$cie zrodla, przy uzyciu programéw komputerowych Gimp, Inkscape,
LibreOffice Impress.
3. Budowa i funkcjonowanie ukladu glimfatycznego
Ptyn mézgowo-rdzeniowy

W strukturach moézgowia mozna wyr6zni¢ cztery rodzaje plyndow: plyn
wewnatrzkomorkowy, ktérego jest najwiecej 1 stanowi od 60% do 86% wszystkich pltynow;
ptyn migdzykomoérkowy stanowigcy od 12% do 20%; krew zawarta w naczyniach moézgu
i ptyn mozgowo-rdzeniowy, ktorych to zawartosci wynosza 10% kazda (Jessen, i in., 2015).
Tradycyjnie uwaza si¢, ze plyn mozgowo-rdzeniowy krazy w przestrzeni osrodkowego
uktadu nerwowego, poczawszy od jego produkcji przez splot naczyniowkowy, a konczac na
reabsorbsorcji przez ziarnistosci pajeczynowki, skad trafia do zatok opony twardej. Jednakze
niedawne odkrycia oponowych naczyn limfatycznych oraz uktadu glimfatycznego sugeruja,
ze nie jest to jedyna droga, jakg moze obra¢ ptyn moézgowo-rdzeniowy (Iiff i in., 2012;
Louveau i in., 2015).
Uklad glimfatyczny

W  budowie ukladu glimfatycznego nalezy wyrdozni¢ trzy strefy: przestrzen
okotonaczyniowg naczyn tetniczych penetrujacych moézg (periarterial space), przestrzen
okotonaczyniowg duzych naczyn zylnych (perivenous space) oraz migzsz mozgu (brain
parenchyma) znajdujacy si¢ pomigdzy nimi (Louveau i in., 2017; Rasmussen i in., 2018). Na
migzsz moézgu, procz komodrek nerwowych i1 glejowych sktada si¢ rowniez przestrzen
srddmigzszowa (interstitial space; ISS), ktora jest kluczowa dla funkcjonowania uktadu
glimfatycznego. W niej, poza substancjg miedzykomorkowa, znajduja si¢ produkty przemiany
materii okolicznych komorek, ktore sa usuwane przez uktad glimfatyczny (patrz nizej — szlak
glimfatyczny, Plog i in., 2018; Rasmussen i in., 2018). Przestrzenie okotonaczyniowe naczyn

zylnych i tetniczych, zwane tez przestrzenia Virchowa-Robina (Virchow-Robin space),
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zawierajg ptyn mozgowo-rdzeniowy 1 biegng wzdluz naczyn krwiono$nych mozgu. Od tych
naczyn, a takze od migzszu moézgu, s3 oddzielone blaszka podstawng (basal lamina) oraz
warstwa komorek opon migkkiej i pajeczej (leptomeningeal cells), a dodatkowo, od strony
migzszu moézgu pokryte sg warstwa wypustek astrocytarnych (patrz rys. 1). Wraz
z przechodzeniem naczyn w kapilary, przestrzen Virchowa-Robina zmniejsza si¢, by w koncu
ptynnie przej$¢ w blaszke podstawna, ktora wraz z komdrkami §rodbtonka (endothelial cell),
pericytami (pericyte) oraz astrocytami (astrocyte) sktada si¢ na bariere krew-moézg (Jessen
i in., 2015; Koper-Lenkiewicz i in., 2018). Wypustki astrocytow, zwane tez stopkami
koncowymi (astrocyte foot process) posiadajg duza liczbe kanalow akwaporynowych AQP4,
ktore s kluczowe dla dziatania uktadu glimfatycznego (patrz nizej — szlak glimfatyczny).

Virchow-Robin
space

Artery

Leptomeningeal cells

Astrocyte foot
process

Astrocyte Capillary Pericyte

Endothelial cell

AQP4 )
Basal lamina

Rys. 1. Naczynia penetrujace mozg oraz towarzyszace im przestrzenie Virchowa-Robina. Na podstawie (Jessen
iin., 2015)

Szlak glimfatyczny

Szlak glimfatyczny okres$la struktury anatomiczne sktadajace si¢ na uktad glimfatyczny
oraz zwigzang z tym uktadem dynamike plynow. Dziatanie szlaku zapewniaja ptyn mézgowo-
rdzeniowy (Cerebrospinal fluid; CSF) oraz ptyn $rodmigzszowy (interstital fluid; ISF). Ptyn
mozgowo-rdzeniowy wnika z przestrzeni podpajeczyndwkowej do  przestrzeni

okotonaczyniowych tetnic, skad nastgpnie przenika do przestrzeni $rédmigzszowej mozgu.
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W  przestrzeni $rodmigzszowej zachodzi wymiana pomigdzy naplywajacym plynem
moézgowo-rdzeniowym a ptynem $rodmigzszowym (CSF-ISF exchange), w wyniku ktorej
mieszanina plynu moézgowo-rdzeniowego i §rddmigzszowego przenika do zylnej przestrzeni
okotonaczyniowej, a nastepnie do przestrzeni podpajeczynowkowej (Louveau i in., 2017,
Plog i in., 2018). Naptyw glimfatyczny (glymphatic influx) jest to wydajno$¢, z jaka CSF
dostarcza substancje do przestrzeni $rodmigzszowej, natomiast odptyw glimfatyczny
(glymphatic efflux) jest to wydajnos¢, z jaka metabolity sg usuwane z tej przestrzeni poprzez
wczesniej wspomniang mieszaning (Rasmussen i in., 2018). Prace do$wiadczalne na
gryzoniach (Iliff i in., 2012) wykazaly, ze przeptyw miedzy przestrzenig Virchowa-Robina,
a przestrzenig $§rodmigzszowa, zalezy w duzej mierze od kanaléw akwaporynowych AQP4
znajdujacych si¢ na astrocytach. W badaniach tych mierzono naptyw 1 odptyw
glimfatycznych specjalnie znakowanych fluorescencyjnie substancji w zalezno$ci od tego,
czy kanaly AQP4 dziataty normalnie lub czy ich aktywnos$¢ zostata wyciszona. Gdy kanatly
AQP4 ulegly wyciszeniu naptyw glimfatyczny zmniejszyt si¢ o 65%, natomiast odplyw
glimfatyczny o 55%. Zauwazono tez, ze znakowane substancje, ktore byly usuwane przez
uklad glimfatyczny z przestrzeni $rédmiagzszowej do zylnej przestrzeni okotonaczyniowe;j
trafialy nastepnie do przestrzeni podpajeczynowkowej. Stamtad cze$¢ z nich wnikala do
naczyn limfatycznych opony twardej, skad nastgpnie byly transportowane do weztow
chtonnych poza jamg czaszki (Louveau i in., 2015). Wprawdzie konkretne mechanizmy
odpowiedzialne za przeptyw substancji przez szlak glimfatyczny nie zostaty w petni poznane,
to jednak istniejg prace, ktore pozwalajg zdefiniowaé czg$¢ z transportowanych substancji
(Jessen i in., 2015; Plog i in., 2018). Wynika z nich, ze ptyn mézgowo-rdzeniowy dostarcza
glukozg¢ 1 apolipoproteing E, natomiast mieszanina plyndw mozgowo-rdzeniowego
1 Srodmiazszowego usuwa mleczany oraz Af-amyloid. Zmniejszenie naptywu lub odptywu
glimfatycznego obserwuje si¢ czesto w wielu schorzeniach dotyczacych osrodkowego uktadu
nerwowego (Rasmussen i in., 2018). Jednym z lepiej poznanych czynnikéw wptywajacych na
wydajnos¢ szlaku glimfatycznego, jest sen gleboki, podczas ktorego wydajnosé ta wzrasta
(Benveniste i in., 2019; Hauglund i in., 2019). W badaniach przeprowadzanych na gryzoniach
zauwazono, ze W czasie stanu czuwania przeptyw znaczonych substancji przez uktad
glimfatyczny byl minimalny , natomiast w stanie snu przeptyw ten rdst gwattownie juz od
momentu zasniecia (Hauglund i1 in., 2019). Co wiecej, najwigksza aktywnos$¢ ukladu
glimfatycznego zauwazono w czasie trwania snu glebokiego odpowiadajagcemu III 1 IV
stadium snu NREM, co zwigzane jest z obecnoscia w tych stadiach wolnych fal delta.

Wolnym falom delta towarzyszy zwigkszenie przestrzeni §rodmigzszowej mdzgu, co moze
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zmniejsza¢ opor dla przeptywu glimfatycznego (Hauglund i in., 2019; Mendelsohn i in, 2013;
Szelenberger, 2007). Zwigkszone dziatanie uktadu glimfatycznego zostalo rdéwniez
zauwazone w czasie dziatania niektorych lekow anestetycznych, takich jak ketamina lub
ksylazyna (Benveniste i in., 2019). Nie zaobserwowano go natomiast pod wpltywem
izofluranu, co wedtug niektorych badaczy jest zwigzane ze zbyt malg aktywnoscia fal delta
w czasie dziatania tego leku (Abbott i in., 2018; Hauglund i in., 2019). Warto uwzgledni¢
fakt, ze pozycja snu takze wplywa na efektywno$¢ szlaku glimfatycznego. Wykazano, ze
najwigkszy przeptyw substancji przez uklad glimfatyczny odbywa si¢ w pozycji bocznej,
a najmniejszy w pozycji lezacej na brzuchu (Benveniste 1 in., 2019; Plog i in., 2018).
Udowodniono réwniez, ze deprywacja snu powodowata, ze w przestrzeni $roédmigzszowej
dochodzito do akumulacji substancji, ktore usuwa uktad glimfatyczny, co otwiera droge
rozwazaniom faczacym uklad glimfatyczny i schorzenia, ktérym towarzysza problemy ze

snem.

Glymphatic Brain Metabolic waste

influx Harenchyma  Astrocyte vein

Arte :
Y Virchow-Robin Astrocyte foot Glymphatic

space process efflux
Rys. 2. Dziatanie szlaku glimfatycznego. Na podstawie (Louveau i in., 2017)
4. Uklad glimfatyczny a patofizjologia oSrodkowego ukladu nerwowego
Choroba Alzheimera
Choroba Alzheimiera (Alzheimer disease) jest chorobg neurodegeneracyjna, a jej
patogeneza nie jest wcigz jednoznacznie ustalona. Jednakze wiadome jest, ze u jej podtoza

lezy m.in. odkladanie si¢ ztogow  wewnatrzkomorkowych biatka Tau oraz
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zewnatrzkomérkowych B-amyloidu, co powoduje $mieré neurondéw (Gajewski, 2018).
Doswiadczenia na modelach zwierzgcych dostarczaja coraz wigcej faktow taczacych chorobe
Alzheimera i uktad glimfatyczny (Rasmussen i in., 2018). Jak wcze$niej wspomniano,
wyciszenie kluczowych kanatow AQP4 dla uktadu glimfatycznego zmniejszyto o 55%
odptyw znakowanych substancji z przestrzeni $rodmigzszowej. W konteks$cie choroby
Alzheimera, zwraca uwagge fakt, iz jedna ze znakowanych substancjg byt B-amyloid (Iliff i in.,
2012; Rasmussen i in., 2018). Co wigcej, w tych samych badaniach stwierdzono roéwniez, ze
B-amyloid nie opuszcza jamy czaszki poprzez oponowe naczynia limfatyczne jak inne
znakowane substancje, natomiast wnika on do przestrzeni okolonaczyniowej tetnic, skad
ponownie trafia do przestrzeni $srédmigzszowej mozgu. Sugeruje si¢, ze zaburzenia przeptywu
szlaku glimfatycznego mogg si¢ w ten sposob przyczynia¢ do odktadania zlogow -amyloidu.
Ponadto wedtug niektorych badan juz sama obecnos¢ licznych ztogow B-amyloid dodatkowo
pogarsza funkcjonowanie uktadu glimfatycznego przyczyniajac si¢ tym do powstania
schematu btednego kota (Louveau i in., 2017; Rasmussen i in., 2018). Osobom z choroba
Alzheimera towarzysza liczne problemy ze snem w tym bezsenno$¢ (Sieminski, 2017).
Niektorzy wiazg wystepowanie zaburzen snu u tych o0s6b z niedostatecznym
funkcjonowaniem uktadu glimfatycznego i odktadaniem si¢ ztogow B-amyloidu (Rasmussen
i in., 2018). Badania po$miertne metodami immunohistochemicznymi moézgoéw 0sob
bedacych w  zaawansowanych stadiach choroby Alzheimera wykazaly liczne
nieprawidlowos$ci w rozmieszczeniu kanalow AQP4 na astrocytach, lecz nie udato si¢
jednoznacznie okresli¢, czy zmiany te byly skutkiem czy przyczyna zlogoéw B-amyloidu
(Rasmussen i in., 2018).
Urazowe uszkodzenie mozgu

W badaniach dotyczacych urazowego uszkodzenia moézgu dowiedziono, ze uktad
glimfatyczny w duzej mierze posredniczy w transporcie biomarkeréw uszkodzenia z tkanki
mozgowe] do surowicy krwi (Plog 1 in., 2015). W doswiadczeniach tych gryzoniom
Zz urazowym uszkodzeniem mozgu blokowano funkcjonowanie uktadu glimfatycznego
poprzez wytlumienie aktywno$ci kanatoéw AQP4, deprywacje snu lub poprzez zabiegi
chirurgiczne i $rodki farmakologiczne majace na celu obnizenie ilo$ci ptynu moézgowo-
rdzeniowego. W trakcie tego badania mierzono przeplyw glimfatyczny za pomoca
znakowanych substancji oraz st¢zenie biomarkerow urazowego uszkodzenia mozgu. We
wszystkich przypadkach zaobserwowano drastyczne obnizenie stgzen biomarkerdw
urazowego uszkodzenia mézgu w surowicy krwi w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ponadto

zaobserwowano, ze juz samo urazowe uszkodzenie mozgu negatywnie wptywa na wydajnos¢
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uktadu glimfatycznego (Plog i in., 2015). Zaleznosci migdzy opisywanymi metodami
badawczymi (deprywacja snu, dzialania chirurgiczne badz farmakologiczne skutkujace
obnizeniem ilo$ci plynu moézgowo-rdzeniowego) a wiarygodno$cia pomiaréw stezen
biomarkeréw urazowego uszkodzenia moézgu wymagaja jednak dalszych poglebionych
analiz.(Plog i in., 2015; Rasmussen i in., 2018).
Krwotok podpajeczynéwkowy

W  modelach zwierzecych krwawienia podpajeczyndwkowego (Subarachnoid
hemorrhage) stwierdzano uposledzenie funkcjonowania uktadu glimfatycznego. Przyczyng
tego jest nagromadzenie si¢ w przestrzeniach okotonaczyniowych sktadnikow krwi, przede
wszystkim fibryny. Po podaniu dokomorowym $rodka fibrynolitycznego w postaci
tkankowego aktywatora plazminogenu zostal przywrdcony przepltyw glimfatyczny, co moze
stwarza¢ ciekawa perspektywe w terapii powiktan krwawienia podpajeczyndéwkowego

(Rasmussen i in., 2018).

Alzheimer disease

Ischaemic stroke

mislocated
AQP4

Virchow-Robin
Space

Artery Astrocyte

Astrocyte

Proinflammatory
cytokines

_— AQP4

Virchow-Robin
Space

Erythrocytes and fibrin

Vein
Subarachnoid hemorrhage

Rys. 3. Udziat uktadu glimfatycznego w przebiegu wybranych schorzen osrodkowego uktadu nerwowego. Na
podstawie (Rasmussen i in., 2018)

Udar niedokrwienny mozgu

Badajac udar niedokrwienny (Ischaemic stroke) na modelach zwierzecych odkryto, ze
w ciggu 3 godzin od wystgpienia udaru nast¢puje znaczne uposledzenie w funkcjonowaniu
uktadu glimfatycznego (Rasmussen i in., 2018). Nastepuje zamknigcie przestrzeni Virchowa-
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Robina, ktére ustepuje dopiero po 24 godzinach od przywrdcenia prawidlowego przeptywu
krwi  w  niedokrwionych obszarach. Uklad glimfatyczny wznawia wtedy swoje
funkcjonowanie, jednakze jest ono czesciowo uposledzone, poniewaz ponownie otwarte
przestrzenie Virchowa-Robina posiadajg mniejsze $wiatlo niz przed zamknieciem.
Najwazniejszy jest jednak pozytywny efekt dziatania uktadu glimfatycznego, jaki zostat
zasugerowany przez badaczy podczas obserwacji przebiegu udaru (Rasmussen i in., 2018).
Poprzez uklad glimfatyczny usuwane sa cytokiny prozapalne z uszkodzonych rejondw,
w ktorych wystepuja one w duzych stezeniach 1 sg jednocze$nie toksyczne dla
nieuszkodzonych komoérek nerwowych. Poza lepszym poznaniem przebiegu procesoOw
zwigzanych z ostrym niedokrwieniem mozgu, obserwacje te moga w przysztosci mie¢ pewne
implikacje terapeutyczne.
Cukrzyca

Cho¢ cukrzyca nie nalezy do pierwotnych schorzen osrodkowego uktadu nerwowego,
jej powiklania czegsto dotycza tego uktadu. Cukrzyca m.in. zwigksza ryzyko zaburzen
poznawczych z demencja wiacznie, zwlaszcza w wieku podesztym (Zhang i in., 2019). Na
modelach zwierzgcych z farmakologicznie indukowang cukrzycg zaobserwowano zmiany w
obrebie hipokampu, ktdry jest $cisle powigzany z procesami uczenia si¢. Zmiany obejmowaty
zaburzenia mikronaczyniowe oraz utratg immunoreaktywnosci kanalow APQ4. Dodatkowo
funkcjonowanie ukladu glimfatycznego byto rowniez zaburzone w rejonie hipokampu, co
pozwala podejrzewaé, Ze istnieje zwigzek pomigdzy pogorszeniem zdolnosci poznawczych
w przebiegu cukrzycy a uposledzeniem szlaku glimfatycznego (Zhang i in., 2019).
5. Whnioski

Znajomos¢ fizjologii 1 znaczenia niedawno odkrytego uktadu glimfatycznego wcigz
pozostaje niepetna i opiera si¢ gldwnie na badaniach przeprowadzonych na modelach
zwierzecych. Badania te dostarczaja jednak szeregu interesujacych obserwacji 1 pozwalaja
dostrzec w tej tematyce potencjal nie tylko poznawczy, ale takze obiecujacy w konteks$cie
rozwoju metod diagnostycznych i terapeutycznych w schorzeniach osrodkowego uktadu
nerwowego.
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Streszczenie

Od wielu lat mleko oraz produkty z niego pozyskiwane stanowig podstawowy sktadnik diety. Dzigki
wiasciwosciom prozdrowotnym, mleko ugruntowato swoja pozycje w codziennym jadtospisie zwlaszcza osob
po 60-tym roku zycia. Wiek podeszly jest bardzo specyficzny, w szczegoélnosci dotyczy to aspektu zdrowotnego.
W tym okresie zycia zachodzi wiele niepozadanych zmian, a sa nimi nowotwory, zespot metaboliczny czy
cukrzyca typu 2. Celem niniejszej pracy byla ocena preferencji konsumenckich oséb w wieku podeszitym, ze
szczegolnym uwzglednieniem mleka oraz produktoéw mlecznych, w konteksScie weryfikacji koniecznoS$ci
stosowania doustnych suplementéw pokarmowych. Grupg badawczg byty 23 osoby, ktore ukonczyty 60-ty rok
zycia. Przeprowadzono badanie ankietowe, ktore dotyczyto spozywania nabialu. Z przeprowadzonych badan
wynika, ze 48% respondentow spozywato mleko i produkty mleczne kilka razy w tygodniu, a 42% stosowato je
w swoje diecie codziennie. 2 osoby na 23 ankietowanych wybieraly je rzadziej niz raz w tygodniu.
Uwzgledniajac zawartos¢ tluszczu w mleku, wykazano, ze osoby geriatryczne wybieraly nastepujaco: 0,5%
thuszczu — 1 osoba, 1,5% tluszczu — 4 osoby, 2% tluszczu — 13 0s6b i 3,2% tluszczu — 5 0s6b. Podsumowujac,
przeprowadzone badania wskazuja, ze wickszo$¢ respondentéw regularnie spozywata mleko i produkty mleczne,
a najczgsciej wybieranym asortymentem przez osoby starsze byto mleko spozywcze zawierajace 1,5% thuszezu.

Stowa kluczowe: mleko, osoby starsze, doustne suplementy pokarmowe

Assessment of consumer preferences of people over 60 years of age, with
specific dairy and dairy products, in the context of the use of oral dietary

supplements in their nutrition

Summary

For many years, milk and products obtained from it have been a basic component of the human diet. Thanks to
its excellent health-promoting properties, milk has strengthened its position in the daily menu of people over 60
years of age. Old age is very specific, in particular it concerns the health aspect. Many undesirable changes occur
during this period of life, including cancer, metabolic syndrome or type 2 diabetes. The aim of this study was to
assess consumer preferences of the elderly, with particular emphasis on milk and dairy products, in the context
of verifying the need for oral food supplements. The research group was 23 people over 60 years of age. It was a
survey which mainly concerned the consumption of dairy products and milk as well as the general health
condition. The most important observation was the frequency of milk consumption by the elderly. The research
showed that 48% of respondents consumed them several times a week, and 42% used it in their diet every day.
2 out of 23 respondents used it less than once a week. For the most frequently chosen percentage of fat in milk,
geriatric people chose as follows: 0.5% fat - 1 person, 1.5% fat - 4 people, 2% fat - 13 people, 3.2% fat - 5
people. After the research, it can be concluded that the majority of respondents regularly consumed milk and
dairy products, and the most frequently chosen assortment by the elderly was drinking milk containing 1.5% fat.

Keywords: milk, elder people, oral nutrition support
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1. Wstep

Wraz z uplywem lat w Polsce postgpuje spowolnienie rozwoju demograficznego
a w konsekwencji dochodzi do zmian w wieku populacji. Takie zmiany wywolane sa
wydluzeniem zycia obywateli po 60-tym roku zycia, spadkiem zgonéw osdéb miodszych
(ponizej 60-tego roku zycia) oraz zahamowaniem przyrostu naturalnego ludnoéci. Od kilku lat
w kraju odnotowuje si¢ wzrost liczby ludnosci po 60-tym roku zycia. Potwierdza to m.in.
Gtowny Urzad Statystyczny, ktory podaje, ze w 2017 roku ponad 9 mln oséb (24% calej
populacji) stanowity osoby w wieku 60 lat i wi¢cej. Na przestrzeni 20 lat udziat tych osob
wzrost prawie 0 10%, tj. z 14,7% w 1989 r. do 24,2% w 2017 r. (w tym czasie odsetek dzieci
i mtodziezy zmniejszyt si¢ o ok. 12 %) (GUS, 2018). Narodowy Fundusz Zdrowia w 2018
roku wydal sprawozdanie, w ktorym wyraznie zaznacza, iz kolejki do poradni
specjalistycznych ulegly wydluzeniu [wwwl]. Jako najszybciej rozwijajaca si¢ populacja
ostatnich lat, osoby w wieku podesztym spozywaja jedna trzecig wszystkich lekow
przyjmowanych przez globalne spoteczenstwo (Shenoy i Harugeri, 2015).

Wiek podeszty to stan, ktory warunkuje wiele zmian fizycznych, psychicznych,
spotecznych oraz fizjologicznych organizmu. Starzenie si¢ jest nieodwracalnym, stale
postgpujacy procesem, ktorego cechami charakterystycznymi sa patologie ustroju. Mozna
w nim wyrézni¢ dysfunkcje przewodu pokarmowego, zaburzenie wyprozniania, utrudnione
potykanie czy zucie, obnizenie apetytu lub nasilajgce si¢ choroby cywilizacyjne takie, jak
zespoOt metaboliczny, nadci$nienie tetnicze czy nowotwor (Cichero, 2018; Dumic i in., 2019).
Kluczem warunkujacym prawidlowy stan emocjonalny oraz fizyczny zdrowia o0sob
geriatrycznych jest dieta, ktorej nieodzownym elementem powinno by¢ mleko oraz jego
pochodne (Leslie i Hankey, 2015).

Cztowiek jest istota, ktore] podstawa bytu jest pokarm. Przygladajac si¢ ewolucji
ludzkosci, jej rozwojowi i postepowi urbanizacji, pokarm odzwierzecy, a doktadniej mleko,
nalezal do podstawowego sktadnika diety. Na przestrzeni lat sposéb pozyskiwania zywnosci
ulegt zmianie. Poczatkowo dominowal system zbieracko-towiecki, ktéry wynikat
z koczowniczego trybu zycia. Sukcesywnie przeksztatcat si¢ on w tryb osiadly, co dalo
poczatek rozwoju wiasnych upraw roslinnych oraz hodowli zwierzat, w tym byd}a.

Wzbogacenie diety w mleczne skladniki odzywcze zostalo utozsamione
z udomowieniem bydta oraz wieloma superlatywami, jakie niesie za sobg spozywanie ich
mlecznej wydzieliny. Jako cenne zrodio protein, zwigzkéw bioaktywnych, witamin,
mineralow oraz znakomitego profilu tluszczowego, mleko posiada wiele prozdrowotnych

wlasciwos$ci (Guetouache i in., 2014). Peptydy pochodzenia mlecznego, nie tylko krowiego,
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ale rowniez od innych gatunkow, tj. koz, bawolow czy owiec, cechuje wielofunkcyjnos¢. Ten
odzwierzecy surowiec wykazuje dziatanie przeciwmiazdzycowe, przeciwnowotworowe,
stymuluje odpowiedz immunologiczng, dzigki obecnosci kwasu mlekowego czy zmniejsza
ryzyko wystgpienia zmian osteoporotycznych, z ktéorymi czegsto boryka si¢ starzejgca
populacja (Bian i in., 2018). Dzi¢ki obecnosci kluczowego dla ustroju wapnia oraz witaminy
D w mleku, jego spozycie moze zmniejszy¢ ryzyko pojawienia si¢ kolejnych ztaman lub
stanowi¢ czynnik niwelujagcy rozwoj osteoporozy (Xu, 2015). Odgrywa réwniez
profilaktyczng role w rozwoju cukrzycy typu 2, otylosci czy zespolu metabolicznego. Moze
sta¢ si¢ promotorem zmniejszenia rozwoju zaburzen poznawczych, dzigki modyfikacji uktadu
nerwowo-naczyniowego (Demontiero i in., 2012; Knopfler, 2016; Mohanty i in., 2016; Wu
i Sun, 2016; Zemel, 2004). Co wigcej, urozmaicenie procesem fermentacji produktow
mlecznych wptyne¢to na wzrost ich spozycia wsrdd osob po 60-tym roku zycia, ktore to czgsto
uznaja je za podstawowy sktadnik codziennej diety. Z licznych doniesien naukowych wynika,
ze obecnos$¢ bakterii probiotycznych moze by¢ czynnikiem prewencyjnym z schorzeniach,
z ktorymi zmagaja si¢ osoby starsze (Gasmalla i in., 2017; Wachholz i in., 2018). Ponadto,
mleczne produkty fermentowane wykazuja wlasciwosci usprawniajace prace pasazu
jelitowego, kontroluja stezenie glukozy czy dzialajg przeciwzapalnie (Rosa i in., 2017). Aby
sprosta¢ pokryciu dziennego zapotrzebowania na wapn, istotny pierwiastek osob starszych,
zaleca si¢ spozywanie 3 porcji mleka, w tym produktow fermentowanych, ktore sg tanie
i tatwo dostepne, o doskonatej wchtanialnosci (Rozenberg i in., 2016).

Zywienie 0s6b w podesztym wieku znaczaco rézni sie od racji pokarmowych chociazby
dzieci. Ich zapotrzebowanie na makro- i mikrosktadniki ulega zmianie na tyle, aby dzienna
racja pokarmowa byla odpowiednio zbilansowana i dostosowana do istniejacych jednostek
chorobowych. Utrzymanie kondycji zdrowotnej jest bardzo wazne, szczegdlnie w starzejacej
si¢ populacji. Potagczenie wielu nieprawidtowosci utozsamiane jest z wspoétistnieniem chorob,
procesem hospitalizacji, niedostatecznym zywieniem, zmiang preferencji smakowych,
odizolowaniem spotecznym lub problemami natury finansowej, co moze doprowadzi¢ do
stanéw niedoborowych w organizmie. Na skutek starzenia si¢ proporcje ciala ulegaja
zmianom. Wplywaja one na niekorzys¢ ustroju ze wzgledu na wzrost thuszczowej masy ciata,
a spadek masy mie$niowej (Nowson i O’Connell, 2015; Schneider i in, 2002).

Deficyty poszczegélnych sktadnikéw, w szczegodlnosci podazy biatka, niekorzystnie
oddziatuje na prace ustroju, a odzwierciedleniem tych nieprawidtowosci moga by¢ zaburzenia
odzywiania, a dokladniej niedozywienie bialkowo-kaloryczne os6b po 60-tym roku Zycia

(Bauer i in., 2013; Helieh, 2017; Wagner i in., 2016). Z najnowszych doniesien literaturowych
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(Moschke i in., 2017; Volkert i in., 2019) wynika, ze niedozywienie o0sob dorostych
w starszym wieku siega 50% w zalezno$ci od populacji, przeprowadzonego testu MNA (ang.
Mini Nutritional Assessment) czy stanu i1 warunkow opieki zdrowotnej. Rozwdj
niedozywienia u osob geriatrycznych jest wieloczynnikowy 1 bez watpienia, negatywnie
wplywajgcy na ich stan zdrowia lub samopoczucie. W celu niwelacji niedozywienia stosuje
si¢ doustne suplementy pokarmowe, ktére stanowia jeden z elementow wsparcia
zywieniowego (Volkert i in., 2018). Preparaty ONS (ang. oral nutrition support) nalezg do
grupy suplementéw, ktoérych gtownym zadaniem jest uzupeinienie niedoborow powstatych
w wyniku niedozywienia organizmu lub w stanie zagrozenia. Osobom wymagajacym
uzupetnienia niedoborow podaje si¢ gotowy plyn, z niezbednymi makrosktadnikami (biatko,
weglowodany, thuszcze) oraz witaminami i mineratami, ktérego sktad moze by¢ kompletny
lub nie, w zalezno$ci od wspotistniejacej jednostki chorobowej lub stanu wycienczenia
organizmu (Stratton i Elia, 2007).

Celem pracy byto dokonanie oceny preferencji zywieniowych oséb po 60-tym roku
zycia, ze szczeg6dlnym uwzglednieniem mleka i produktow mlecznych. Przeprowadzono to
w kontek$cie weryfikacji konieczno$ci stosowania doustnych suplementow pokarmowych
w ich zywieniu.

2. Material i metody

Badaniu poddane zostaty dobrowolnie 23 osoby a gtownym kryterium byto ukonczenie
60-tego roku zycia. Ankieta byta anonimowa i zawierata 18 pytan jednokrotnego wyboru oraz
2 pytania wielokrotnego wyboru. Zostata przeprowadzona przez jeden z portali
spolecznosciowych, gdzie czas na odpowiedzi byt nieograniczony. Ankieta w gtdéwnej mierze
dotyczyta spozywania nabiatu, a takze ogdlnej kondycji zdrowotnej.

3. WynikKi

Po dokonaniu wnikliwej analizy ankiety, stwierdzono, ze dla niespetna 35%
ankietowanych nabial stanowil podstawowy sktadnik codziennej diety. Dla prawie polowy
ankietowanych (47%), nabial roéwniez byl bardzo istotny, poniewaz byl spozywany
kilkukrotnie w ciagu tygodnia. Tylko 4 osoby (17%) spozywaly nabial rzadziej niz raz
w tygodniu (wyk. 1).
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Czestotliwo$¢ spozywania nabialu przez osoby po 60-tym roku zycia

Liczba ankietowanych
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Wykres 1. Czestotliwo$¢ spozywania nabiatu przez osoby po 60-tym roku zycia

Wybierajac nabial, osoby starsze preferowaly nabiat potttusty (82%), ktorego ilos¢
porcji wahata si¢ w zalezno$ci od rodzaju spozywanego nabialu. W przypadku nabiatu
chudego i tlustego odpowiedzi respondowanych ksztattowaty si¢ na tym samym poziomie
I wynosity po dwie odpowiedzi (9%) na produkty chude i tluste.

Obecnie wybor produktow mlecznych na rynku jest bardzo szeroki. Wykres 2
przedstawia strukture nabiatu, ktory najczesciej wiaczaly do swojej diety osoby po 60-tym

roku zycia.

Struktura produktow mlecznych najczesciej spozywanych przez osoby starsze
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Wykres 2. Struktura najcze$ciej spozywanych przez osoby starsze produktow mlecznych
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Pytanie dotyczace najczesciej wybieranego nabialu bylo pytaniem wielokrotnego
wyboru. Odpowiedzi ksztaltowaly si¢ nastepujaco: mleko (18 osdb), ser zotty (13 osob),
twardg (12 osob), jogurt naturalny (8 oséb), ser feta (6 0sob), ser topiony (5 osob) i desery
mleczne (4 osoby). Taka samg ilos¢ odpowiedzi otrzymano dla sera mozzarella, maslanki
oraz sera dojrzewajacego — 3 osoby. Kefir byt najrzadziej wybieranym produktem, bowiem
tylko 2 osoby wskazaly na jego spozywanie.

Rozpatrujac odpowiedzi udzielone na pytanie dotyczace czgstotliwoSci spozywania
mleka przez osoby starsze, stwierdzono, ze 48% respondentow spozywato je kilka razy
w tygodniu, a 42% stosowato go w swoje diecie codziennie. 2 0soby na 23 ankietowanych
uzywato je rzadziej niz raz w tygodniu (wyk. 3).

Czestotliwos¢ spozywania mleka na przestrzeni jednego tygodnia przez osoby
ankietowane
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Wykres 3. Czestotliwo$¢ spozywania mleka na przestrzeni jednego tygodnia przez osoby ankietowane

W przypadku procentowej zawartosci ttuszczu w mleku, osoby geriatryczne wybieraly
nastepujaco: 0,5% tluszczu — 1 osoba, 1,5% tluszczu — 4 osoby, 2% thuszczu — 13 oséb 1 3,2%
thuszczu — 5 0sob.

Na pytanie dotyczace przeciwskazan do spozywania mleka oraz nabiatu,
18 respondentow (72%) nie wskazywato potrzeby wykluczenia tych produktow z diety.

W ankiecie miescilo si¢ rowniez pytanie dotyczace istotnosci spozywanego mleka oraz
produktow mlecznych dla oséb po 60-tym roku zycia. Wigkszo§¢ ankietowanych (70%)
uznalo tg grupe produktow za kluczowa w codziennej diecie. Siedmioro ankietowanych

(30%) nie traktowato nabiatu za wazny element swojego zywienia.
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Analizujgc odpowiedzi na pytanie suplementacji wapniem i witaming Ds, tylko troje
ankietowanych (13%) wymagato dodatkowego wsparcia zywieniowego w postaci suplementu
diety. 20 respondowanych (87%) nie wymagato przyjmowania wapnia oraz witaminy Ds.

W ankiecie zawarto réwniez pytanie o dzienng aktywnos¢ fizyczng. Za wyznacznik
oceny aktywnosci zostat przyjety czas dziennego spaceru. Za malg aktywnos$¢ uznany zostat
spacer do godziny czasu (6 osob), srednig aktywnos$¢ — spacer do 2 godzin (15 o0so6b),
natomiast wysoka aktywnos$¢ spacer powyzej 2 godzin w ciggu dnia (2 osoby).

Ankieta zawierata takze pytania odnoszace si¢ do zaburzen odzywiania. Wynikato
z faktu, ze u 4 ankietowanych zostato stwierdzone niedozywienie — po wykonaniu testu MNA
(z ang. Mini Nutritional Assessment) w szpitalu. Lacznie 10 respondentéw predysponowato
do rozwoju niedozywienia, w powodu zaburzen polykania oraz niedostatecznej masy ciata.
U 9 o0s6b starszych nie byto koniecznos$ci stosowania doustnych suplementéw pokarmowych.
4. Dyskusja

Dokonujac analizy poréwnawczej otrzymanych wynikéw z pokrewnymi doniesieniami
literaturowymi, nalezy stwierdzié, ze u starzejacej si¢ populacji w zachowaniu odpowiedniej
ilosci biatek mig§niowych, kondycji fizycznej oraz witalnos$ci ustroju kluczowa rolg odgrywa
odpowiednia podaz biatka (Franzke i in., 2018). Wedlug Europejskiego Stowarzyszenia
Zywienia Klinicznego i Metabolizmu (ESPEN) dzienne zapotrzebowanie na biatko u 0s6b po
65-tym roku zycia wynosi 1,0-1,2 g biatka/kg masy ciata. Ilos¢ zwigksza si¢ wraz
z wystepowaniem chordb przewlektych do 1,5 g biatka/kg masy ciala oraz do 2,0 g biatka/kg
masy ciata w przypadku wystepowanie niedozywienia lub podczas rekonwalescencji po
zabiegach operacyjnych (Deutz i in., 2014). Porownujac zalecenia WHO, Wielkiej Brytanii
1 Stanow Zjednoczonych, wartosci referencyjne dla ilosci przyjmowanego biatka s3 na
podobnym poziomie, tj. 1,0-1,2 g biatka/kg masy ciata. W celu zapobiegania rozwojowi
sarkopenii w wieku podesztym, rozwazajac zalecenia Society for Sarcopenia, Cachexia and
Wasting Disease (SCWD), podejmowanie aktywnosci fizycznej przez osoby starsze
przypisano zwigkszonej ilosci przyjmowania biatka, ktorego wartos¢ wzrosta do 1,5 g/ kg mc/
dobe (Morley i in., 2010).

Mleko i jego produkty, stanowig nicodzowny element diety osob starszych, €O
potwierdzity przeprowadzone badania. W 2016 roku =zostaly opublikowane badania
przeprowadzone przez Agencje ds. Standardéw Zywnosci i National Heath England National
Diet and Nutrition Survey (NDSN), w ktorych z kolei wykazano, Ze na przetomie 2013 i 2014
roku w Wielkiej Brytanii mleko oraz nabiat stanowity 15% udzialu w diecie oséb po 65-tym

roku zycia (www 2).
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Wiek podeszly jest charakterystycznym stanem, w ktorym dochodzi rowniez do
niedoboréw makroelementow, gléwnie witaminy Dz oraz wapnia, ktorych doskonatym
zrodtem jest mleko oraz produkty z niego pozyskiwane. Potwierdzili to Kostecka i in. (2015),
wykazujac jak wazne znaczenie majg te sktadniki, zwlaszcza w przypadku osob starszych.
Boucher (2012) wykazal, ze fortyfikacja zywnos$¢, w tym mleka, minimalizuje ryzyko
wystgpienia niedobordw witaminy D3 w starzejacej si¢ populacji.

5. Whnioski

Mleko wykazuje wiele prozdrowotnych wiasciwosci, a jego regularne spozywanie
przyczynia si¢ do zaopatrywania organizmu w niezbedne sktadniki, w tym w biatko. Jest
jednym z podstawowych elementéw codziennej, prawidtowo zbilansowanej diety osob
starszych. Nie tylko mleko, ale rowniez jego produkty uznawane sg za bogactwo makro-
i mikrosktadnikow, ktore korzystnie wptywaja na stan zdrowia. Niedostateczna podaz
kaloryczno-biatkowa wynikajaca z okresu starzenia si¢ organizmu oraz patologii
funkcjonowania ustroju wskazuje na potrzebe uwzglednienia dodatkowej suplementacji
doustnymi suplementami pokarmowymi.

Jak wykazano, wigkszos¢ respondentow regularnie spozywata mleko i produkty
mleczne, a najczesciej wybieranym asortymentem przez osoby starsze byto mleko spozywcze
zawierajace 1,5% tluszczu. Ponad potowa respondentow nie wymagata suplementacji
wapniem lub witaminami, w tym Ds, ktore naturalnie wystepuja w surowcu, bowiem sg
dostarczane w zalecanych ilosciach. Zarowno mleko, jak i produkty od niego pochodzace
nalezag do grupy produktow, ktore zawsze byly, sa i beda nieodzownym elementem
podstawowej diety catej populacji, ze szczegdlnym uwzglednieniem oséb po 60-tym roku
zycia.
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Streszczenie

Rzepak jest jedng z najwazniejszych roslin uprawnych w Polsce i na $wiecie. Poprawa plonowania oraz
odporno$ci na patogeny to gtdwny cel wspotczesnych badan nad rzepakiem. Obiektem przestawianych badan
byly linie rzepaku (Brassica napus L.) otrzymane na drodze androgenezy in vitro. Celem pracy byto
sprawdzenie rdéznic anatomicznych, morfologicznych i cytologicznych pomigdzy roslinami poszczegdlnych linii:
otrzymanych w wyniku indukcji haploidéw na standardowej pozywce NLN13 oraz z dodatkiem steroidowych
hormonéw zwierzgcych: androsteronu i progesteronu. Linig wyjsciowa (kontrola) byta jara odmiana populacyjna
rzepaku - Feliks. Wykazano istotne réznice w wielkosci tuszczyn, lisci, kwiatow, aparatow szparkowych oraz
liczbie nasion w tuszczynach. Analiza cytologiczna wykazata podwojona lub zblizona do podwojonej liczbg
chromosomow. Najwigkszy wigor oraz produktywnos¢ wykazano dla linii indukowanej androsteronem.
Przeprowadzone badania stanowig nowe i cenne zrodto informacji o wplywie hormonéw steroidowych na
rozwoj wegetatywny i generatywny rzepaku.

Stowa kluczowe: rzepak, hormony steroidowe, podwojone haploidy

Quialitative and quantitative assessment of the impact of steroid hormones

on the rapeseed double haploids production and yielding

Summary

Rapeseed is one of the most important crops in Poland and in the world. Improving the yield and resistance to
pathogens are the main goals of current research on this species. The objects of this research were rapeseed lines
(Brassica napus L.) obtained by in vitro androgenesis. The main aim was to determine the anatomical,
morphological and cytological differences between plants of individual lines: obtained by in vitro haploid?
induction on the standard NLN13 medium and with the addition of steroid animal hormones: androsterone and
progesterone. The size of pods, leaves, flowers, stomata and the number of seeds in pods differed between lines.
Cytological analysis showed doubled or near doubled the number of chromosomes. The highest vigor and
productivity were demonstrated for the androsterone-induced line. The obtained data bring new and valuable
information about the impact of steroid hormones on the vegetative and generative development of rapeseed.

Keywords: rapeseed, steroid hormones, double haploids
1. Wstep

334 r. p.n.e. Damian z Persji przed rozpoczgciem wojny podarowal Aleksandrowi
Wielkiemu mieszek z nasionami sezamu, jako ,,symbol ogromnej liczebnosci armii”.
Aleksander Wielki odpowiedziat, przekazujac mieszek z nasionami rzepaku, jako symbol ,,nie
tylko liczebnosci, ale i sity armii” (Szata, 2002).

Kapusta rzepak Brassica napus L. jest rosling jednoroczng lub dwuletnig, powstal przez
skrzyzowanie B. oleracea i B. campestris (Hasterok i Matuszynska, 2000). Dzikie formy B.
napus prawdopodobnie wystepuja w Europie i w Nowej Zelandii, gdzie zarowno diploidalne

gatunki B. oleracea, jak i B. rapa rosng dziko (Shahzadi i in., 2015). Rzepak ma silny i dobrze

166



rozwinigty system korzeniowy, o charakterze palowym, z licznymi rozgalezieniami. Liscie
wlasciwe rozwijaja si¢ z paka wierzchotkowego, tworzac rozete w kolorze sinozielonym
(Dubas i Gtadysiak, 1994). Lodyga osiaga wysokos¢ do 1,5 m. Kwiatostan tworzy luzne
grono, kwitnienie rozpoczyna si¢ od dolnej czesci 1 kontynuuje ku gorze. Kielich i korona sg
wyraznie zréznicowane. Organy generatywne to stupek zbudowany z dwdoch owocolistkow
oraz 6 czterosilnych precikow. Owocem jest gladka lub guzkowata tuszczyna, zawierajaca
okragle nasiona (Dubas i Gtadysiak, 1994).

Rzepak obecnie jest na drugiej pozycji w swiatowej produkcji nasion oleistych, z 65 Mt
wyprodukowanymi w 2012 r. Najwigkszym producentem rzepaku jest Kanada z 15,4 Mt
rocznie co stanowi 24% $wiatowej produkcji (Mailer, 2016). Dla czlowieka potencjat
wytwarzania wigkszej/mniejszej ilosci nasion, przez rosliny uzytkowe, stanowi podstawe do
wyboru odmiany. Sama ilo§¢ wytwarzanych przez ro$ling nasion, jest jedna
z najwazniejszych cech ewolucyjnych. Proporcja okreslana w procesie zaptodnienia jest
zalezna od wielu czynnikow, takich jak ptodnosé zalazkow, bezptodnos¢ pyltku, interakcja
miedzy ziarnem pytku a sporofitycznymi tkankami matki, a takze komorkami gametofitu
zenskiego (Yang, 2017).

Hormony steroidowe wystepuja u roslin naturalnie, ich mechanizmy 1 dziatanie sg
jednak inne niz u ssakéw. Hormony roslin pod wzglgdem budowy chemicznej nie réznig si¢
od hormonéw steroidowych zwierzat (Czerpak, 1993). Steroidy wprowadzane egzogennie
dziata¢ begda analogicznie do tych wytwarzanych przez rosling, a ich dodawanie egzogennie
moze stymulowac rozwdj roslin (lino 1 in., 2007). Wplywaja one na wszystkie etapy rozwoju
roslin , jednak najwigksze stezenie hormondéw znajduje si¢ w organach generatywnych roslin,
(Kopcewicz, 1969).

Rozwoj rosliny z gametofitu meskiego nazywamy androgeneza (Malepszy, 2009).
Ro$liny uzyskane w wyniku androgenezy in vitro posiadaja gametyczng liczbe
chromosomow, ktorej podwojenie umozliwia produkcje osobnikow DH (double haploid)
i stworzenie upraw homozygotycznych (Dunwell, 2010; Rahman i Michalak, 2016).
Stworzenie roslin haploidalnych na drodze embriogenezy z mikrospor mozliwe jest dla
nielicznych gatunkow. Dla rodzaju Brassica technika ta zostala opracowana w 1982 roku
(Lichter, 1982).

Celem badan bylo okreslenie roznic morfologicznych, anatomicznych oraz
cytologicznych roslin uzyskanych drogg androgenezy in vitro. Porownywano 2 pokolenia

czterech linii DH z linig kontrolng - KK B. napus cv. Feliks.
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2. Materialy i metody

Materialem do badan byly androgenetyczne linie rzepaku otrzymane in Vvitro
w kulturach izolowanych mikrospor populacyjnej odmiany rzepaku jarego - Brassica napus
cv. Feliks (Wilk, 2015). Dokonano analizy roslin o genotypach: KK- rzepak B. napus cv.
Feliks, kontrola; uzyskane in vitro androgenetyczne linie: DH K — indukowany na pozywce
NLN-13; DH PROG -NLN-13+progesteron 0,1uM; DH A - NLN-13+androsteron 0,1pM.

Androgenetyczne mtode rosliny (DH1) przeniesiono do warunkow ex vitro, a hodowle
utrzymywano w statych warunkach w fitotronie ziemnym (21/18 °C dzien/noc, fotoperiod
16-h, oswietlenie 100-150 pmol m s % wilgotnos¢ 50 -70%).

Analizy prowadzono na 2 pokoleniach roslin (DHI i DH2), co 2 tygodnie oceniano ich
pokrdj. Po pojawieniu si¢ kwiatostanow dokonano pomiaru wielko$ci kwiatow.
Dokumentacje¢ fotograficzng wykonano pod mikroskopem stereoskopowym Nikon SMZ 1500
wyposazonym w kamere cyfrowa. Zebrano po 50 tuszczyn z obu pokolen, celem ich pomiaru
oraz zbadania pod wzgledem ilosci i jako$ci nasion. Kazda tuszczyng zmierzono, policzono
liczbe nasion oraz dokonano wazenia 100 nasion w 6 probach i poréwnano ich masg.
Wykorzystujac metode kietkowania in vitro, dokonano oceny zywotnosci nasion (50 nasion
dla kazdej linii).

Jednym z pomocniczych kryteriow oceny i okreslenia ploidalnosci roslin jest
poréwnanie wielkosci aparatow szparkowych (Dunwell, 2010). Analize przeprowadzono
w oparciu o fotografie wykonane za pomoca mikroskopu Nikon Eclipse ES800 wyposazonego
w system wizualizacji i analizy obrazu Lucia G. Pomiary wielko$ci aparatow szparkowych
przeprowadzono dla 10 proéb kazdego analizowanego wariantu. Preparaty pochodzity
z minimum 3 roslin, a wyboru poszczegdlnych aparatéw dokonano losowo.

Do analiz cytologicznych wykorzystano 7- i 14-dniowe siewki wyhodowane in vitro.
Siewki inkubowano w temperaturze pokojowej w 2 mM 8-hydroksychinolinie (Sigma), przez
8 godzin. Materiat utrwalono w mieszaninie lodowatego kwasu octowego 1 czystego metanolu
w stosunku 3:1 (kwas octowy: metanol). Po 24 godzinach siewki inkubowano
w acetoorceinie przez 2 dni. Rozgnioty do analiz wykonano metodg standardowa w 45%
kwasie octowym (Jensen, 1962). Liczbe chromosoméw policzono na 10 ptytkach
prometafazowych i1 metafazowych, dla kazdego genotypu (z wyjatkiem DH PROG, ze
wzgledu na niewystarczajacg ilos¢ materiatu do badan/ brak kietkujacych siewek).

Ogolnej oceny roslin dokonano poprzez obserwacj¢ oraz stworzenie indywidualnej
skali, w ktorej oceniano rozwinigcie i uformowanie rozety kazdej z roslin, w jednakowym

etapie rozwoju, w przedziale od +2 do -2. +2 oznacza bardzo dobrze rozwinietg rozete (8 lub
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wiecej lisci, duze; todyga powyzej 25 cm), +1 dobrag (6-8 lisci, duze; todyga 20-25 cm),
0 dostateczng (4-6 lisci, $rednie; todyga 15-20 cm), -1 niedorozwinigtg (2-4 liscie todyga
10-15 cm), a -2 Zle rozwinieta rozete (1-2 liscie; todyga ponizej 10 cm).
3. Wyniki

Obserwacje wykazaly zauwazalne morfologicznie 1 ilosciowo roznice migdzy liniami.
Rosliny DH K byly mniejsze, rozwijaty si¢ wolniej, a cato§ciowy pokroj roslin byl watlejszy
od pozostatych linii. Ro§liny DH PROG miaty niewielkie liscie i wykazywaty tendencje¢ do
licznych rozgat¢zien pedu. Wariant ten czesto tworzyl krzaczasty pokrdj, nietypowy dla
rzepaku. Utrzymanie linii DH PROG sprawiato najwigksze trudno$ci, ze wzgledu na jej
prawie catkowita sterylnos¢. Rosliny o genotypie DH A wykazywaly si¢ wybujatoscig cech.
Pomimo nieznacznie dluzszego czasu kietkowania, prawie wszystkie rosliny DH
A charakteryzowatla lepsza kondycja w porownaniu do roslin kontrolnych i innych linii, a ich
rozw0j po okresie kielkowania byt zauwazalnie szybszy. Rosliny DHK i DH PROG byty
wyraznie zréznicowane pod wzgledem rozwoju i uformowania rozety. Ocen¢ rozwinigcia
i uformowania rozety w stworzonej na tg potrzebe skali zestawiono w tabeli 1.

Tab.1 Srednia ocena rozwoju roélin i uformowania rozety w 12 tygodniu hodowli £SD. Skala od +2 do -2.
Szczegotowy opis skali w materiatach i metodach.

KK DHK DH PROG DHA

Jednostki +0,32 £0,49 +0,5 +0,73 -0,5 1,5 +1,1 £0,73

Kwiaty roslin kontrolnych oraz DH K byly mniejsze, w poréwnaniu z DH A oraz DH
PROG. Rosliny DH PROG nie zawigzywaly tuszczyn w wyniku samoistnego samozapylenia.
Do wytworzenia owocu zachodzito jedynie wskutek indukcji zapylenia krzyzowego pytkiem
ro$liny KK. Pylniki linii DH PROG nie niosty zywotnego pytku. Pogladowy pokroj roslin F2
oraz roznice w wielko$ci wybranych kwiatéw pokolenia F1 przedstawiono na fotografiach

1-8.

Fot 1-4. Pokroj roslin DH2 w 12 tygodniu po wysadzeniu. 1- KK, 2- DH2 A, 3- ro§lina o mieszancowym
genotypie otrzymana po zapyleniu krzyzowym DH1 PROG pytkiem rosliny KK , 4- DH2 K (zdjgcia J. Wozny).
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Fot 5-8. Kwiaty rzepaku, pokolenie DH1. 5- KK, 6- DH K, 7- DH PROG, 8- DH A (zdjecia J. Wozny).

Luszczyny linii DH K byty mniejsze niz tuszczyny roslin kontrolnych i zawieraly mniej
nasion. Rosliny linii DH PROG (po indukowanym krzyzowym zapyleniu) zawigzywaty
niewiele tuszczyn, srednio 6 owocOw na rosling, ze Srednig ilo$cig nasion/tuszczyne rowna 5.
Luszczyny ro§lin DH A byly dlugie oraz zawieraly wigcej nasion, w pordwnaniu
z ktérymkolwiek genotypem, rowniez KK. Wyniki pomiaréw dlugosci tuszczyn oraz $rednia

liczbe nasion w luszczynach przedstawiono w tabelach 2-3.

Tab.2 Srednia dtugo$é tuszczyny + SD.

KK DH K DH PROG DHA

Dhugos¢ 4,67+0,71 4,15+ 0,60 2,89+ 1,11 5,60 £ 0,81
huszezyny (cm)

Tab. 3. Srednia ilo§¢ nasion w tuszczynie + SD.

KK DH K DH PROG DH A

Ilo$¢ nasion w 16 +4 15+5 5+4 185
luszczynie

Analiza zdolnosci kietkowania nasion wykazata skrajne réznice pomigdzy genotypami.
Najlepsza zywotno$cig (zdolnoscig do kietkowania) wykazywatly si¢ rosliny DH K (97%
kietkujacych nasion), najgorsza - DH PROG (nasiona uzyskane po indukowanym zapyleniu -
do 7%). Wyniki zestawiono na wykresie 1 razem ze $rednig wagg nasion w celu wizualizacji

roéznic pomiedzy liniami.
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* ywomosé nasion (%a) B érednia waga na 100 nasion (g)

100% / 0.4
3% / 0,3
50% — 0,2

25% — \\ i/ .— 0,1
0% 0

BN KK BN DHA BN DHFPER BEMNDHEK

Wykres 1. Zestawienie zdolno$ci kietkowania nasion ze $rednig waga nasion.

Poréwnanie wielkosci aparatow szparkowych wykazalo znaczne roznice. Struktury te
w linii DH PROG oraz DH A byty powigkszone wzgledem obu genotypéw kontrolnych.
Dane przedstawiono w tabeli 4.

Tab. 4- Srednia wielkos¢ aparatow szparkowych + SD.

KK DH K DH PROG DHA
Dlugo$¢ aparatu | 22,2342,00 17,86+2,19 26,30+1,39 26,11+1,29
szparkowego
(num)
Szeroko$¢ aparatu | 19,90+1,73 13,81£1,55 22,28+2,39 20,29+£2,31
szparkowego
(num)

W komoérkach merystemu wierzchotkowego korzenia siewek diploidalna liczba
chromosomow wynosita 2n = 4x = 38 dla KK oraz 2n = 36 - 38 dla testowanych linii DH.
4. Dyskusja

Obserwacja oraz wykonane analizy dla dwoéch pokolen roslin androgenetycznych
pozwolity na oceng ilosciowg i jako$ciowa badanych linii rzepaku jarego. Rosliny kontrolne
KK posiadajace tetraploidalng liczbe chromosomow byty tatwe do utrzymania w hodowli
i dobrze przystosowaty si¢ do panujacych w fitotronie ziemnym warunkéw. W wiekszo$ci
przypadkéw charakteryzowaly si¢ prawidlowym rozwojem rozety i poszczegolnych organdw.
Stworzona specjalnie do prowadzonych badan skala oceny prawidtowego rozwoju rozety
pozwolita w jednoznaczny sposob okresli¢ roznice miedzy odmianami. Najlepiej rozwinigtg
rozeta charakteryzowaty sie ros§liny o genotypie DH A. Skrajnie niedorozwinigta rozeta,
w 12 tygodniu wzrostu, odznaczata si¢ wigkszo$¢ roslin linii DH PROG. Linia DH K
wykazywata typowe dla haploidow cechy. Mimo, ze cechy morfologiczne nie sg

wystarczajgce do okreslenia ploidalnosci, rosliny haploidalne lub o zmniejszonej liczbie
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chromosomow s3 mniejsze w porownaniu z diploidalnymi/  poliploidalnymi
przedstawicielami tych samych gatunkéw (Niemirowicz-Szczytt, 1995; Malepszy, 2009).
Roéznice pomigdzy podwojonym haploidem DH K a populacyjna odmiang rzepaku cv. Feliks
zaobserwowano we wszystkich przeprowadzonych analizach. Linia DH PROG byta prawie
catkowicie sterylna, tuszczyny, ktore udato si¢ uzyska¢ w wyniku indukowanego zapylenia
krzyzowego byly matle, silnie zdeformowane, z niewielka liczba nasion. Tak wysoka
sterylno$¢ tej linii wskazuje na silne zaburzenia w rozwoju generatywnym (powstawaniu
spor, gametofitow, zapyleniu i zaptodnieniu, rozwoju zarodka i bielma). Ped wykazywat si¢
duza tendencja do rozgal¢zien. Roslina byla krzaczasta, a jej poczatkowy rozwoj byt
zauwazalnie wolniejszy od innych linii. Co ciekawe, po osiagnigciu dojrzatosci rosliny
wykazywaty si¢ dobra kondycja i stabilno$cig. Wynika¢ to moze z faktu, ze progesteron
u roslin wystgpuje naturalnie, jego dziatanie jest jednak inne niz u ssakow. Dodawanie go
egzogennie, w odpowiednich st¢zeniach stymulowaé¢ moze wzrost roslin oraz odpornos¢ na
zmienne czynniki $rodowiskowe (Janeczko i in., 2015, 2019; Rojek i in., 2015). Silng
wybujatoscia cech wykazywaty si¢ rosliny o genotypie DH A. Ich kondycja oraz zdolno$¢ do
produkcji nasion znacznie przewyzszata wartosci u innych linii. Androsteron stymuluje
kwitnienie u Arabidopsis w warunkach in vitro oraz rozwdj generatywny u pszenicy ozime;j
(Janeczko i in., 2003 i cyt. tam lit.). Dziatanie androsteronu prawdopodobnie wzrasta, jesli
zastosuje si¢ metodg in vitro (Janeczko i in., 2003; Rojek i in., 2015).

Badania roznic wielko$ci aparatow szparkowych wykazaty najwigksze odstepstwa
u liniit DH PROG oraz DH A. Odmiany te miaty najwigksze wzgledem rosliny kontrolnej
struktury. Linig¢ DH K cechuja typowe dla ros$lin androgenetycznych mniejsze aparaty
szparkowe (Niemirowicz-Szczytt, 2009). Pojedyncze skrajne roznice zaobserwowane
w wielkos$ci struktur w obrebie jednej linii wynika¢ moga z rdznicy poziomow utozenia si¢
aparatow szparkowych na preparacie.

Chromosomy rzepaku charakteryzuja si¢ malym rozmiarem oraz zblizonym do siebie
ksztattem. W naturalnych warunkach niezmieniona liczba chromosoméw wynosi 2n = 38
(Hasterok i Maluszynska, 2000). Analiza kariotypu roslin o niewielkich i podobnych do siebie
chromosomach jest szczegolnie utrudniona (Niemirowicz-Szczytt, 1995). Linie badane
w pracy posiadaty od 36 do 38 chromosomow. Nieznana pozostaje liczba chromosoméw
u roslin o genotypie DH PROG ze wzgledu prawie calkowitg sterylnos$¢, bardzo niska
zdolnos¢ do kietkowania nasion i nieuzyskanie siewek niezbednych do wykonania badania.
Linie wyhodowane za pomoca androgenezy in Vvitro z reguly maja haploidalng liczbe

chromosomoéw. Do podwojenia chromosoméw zachodzi wskutek zastosowania
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m.in. kolchicyny (Rahman i Michalak, 2016) czy innych substancji zatrzymujgcych mitoze
(Mollers, 1994). Analiza liczby chromosoméow udowodnita spontaniczne podwojenie liczby
chromosomoéw, co jest nierzadkim i opisywanym w literaturze zjawiskiem notowanym
podczas androgenezy in vitro rzepaku i kapusty (Michalik, 2009). W przedstawianych
badaniach niemozliwe jest ustalenie, w ktorym etapie doszto do podwojenia si¢ liczby
chromosomow. Poniewaz zaréwno ro$liny androgenetyczne z pozywek kontrolnych jak
i wzbogaconych steroidowymi hormonami miaty liczbe chromosoméw podwojong lub
aneuploidalng, kolejnym waznym etapem badan powinno by¢ sprawdzenie czy
aneuploidalnos¢/ catkowite podwojenie liczby chromosomoéw jest cechg zalezng od sktadu
pozywki indukcyjnej (obecno$¢ lub brak hormonu steroidowego). O ile badanie linii
haploidalnych dla nauki i rolnictwa jest niezwykle interesujace, w przypadku wykorzystania
takich linii w rolnictwie niezbgdne jest podwojenie liczby chromosomoéw (Niemirowicz-
Szczytt, 1995). Tym bardziej, obserwowane zjawisko spontanicznego podwajania liczby
chromosomow jest istotne i w przysztosci przydatne dla tworzenia nowych odmian rzepaku.
5. Whnioski

Badane linie DH sa spontanicznie podwojonymi haploidami; do podwojenia liczby
chromosomow doszto najprawdopodobniej w trakcie indukcji lub hodowli in vitro. Rosliny
o genotypie DH A cechuje wybujato$¢ morfologiczna, co jest typowe dla linii mieszancowych
(heterozja F1 mieszancow po skrzyzowaniu linii wsobnych) 1 poliploidow. Wysoka sterylnos¢
linii DH PROG to cecha typowa na haploidow, DH po mutagenezie oraz niezbalansowanych
mieszancow, ktora §wiadczy o zaburzeniach w rozwoju generatywnym. Genotyp DH A jest
najlepszym 1 najbardziej interesujgcym obiektem dla kontynuacji badan. Wybujato$¢ cech
morfologicznych, nadprodukcja prawidtlowo zawigzanych tuszczyn i nasion oraz ich wielkos¢
1 waga wskazuja na promujace dzialanie androsteronu — zaréwno dla indukcji androgenezy
1 spontanicznego podwojenia liczby chromosomoéw, jak i poprawy jakosci oraz wigoru
otrzymywanych linii.
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Streszczenie
W artykule podjeto probe zaprezentowania efektow stosowania koncepcji szczuptego zarzadzania — Lean
Management. Scharakteryzowano wybrane narzedzia Lean Management oraz na podstawie przegladu literatury
przedstawiono mozliwosci zaimplementowania rozwigzan w jednostkach sektora ochrony zdrowia.
Przedstawiono rowniez wyniki przeprowadzonego badania dotyczacego stosowania narzedzi zarzadzania
wizualnego.

Stowa kluczowe: lean management, lean healthcare, 5S, zarzgdzanie wizualne, ochrona zdrowia

Lean management tools and their application in health care system

Summary

The article submits the concept and efficiency of Lean Management. The description of selected instruments of
Lean Management, based on overview of literature, is followed by possibilities of implementation of LM
solutions in healthcare. Authors submitted also the results of survey exploring the use of visual management
instruments.

Keywords: lean management, lean healthcare, 5S, visual management, healthcare

1. Wstep

Lean Management (LM) jest koncepcja zarzadzania, ktéra wywodzi si¢ z obszarow
produkcyjnych. Po rozwigzania z zakresu Lean Management coraz czgéciej siggaja inne
sektory gospodarki, takie jak szeroko pojete wustugi czy administracja publiczna.
Obserwowany jest rowniez wzrost zainteresowania zastosowaniem metod LM w sektorze
ochrony zdrowia.

Celem artykulu jest omowienie gtownych narzedzi szczuptego zarzadzania Lean
Management oraz wskazanie mozliwosci ich zastosowania w jednostkach ochrony zdrowia.
W podmiotach leczniczych zaimplementowane i1 odpowiednio wdrozone zasady LM
przynosza wymierne korzy$ci w postaci poprawy jako$ci obstugi pacjenta, eliminacji strat
W procesie udzielania §wiadczen oraz obnizenia kosztow. W artykule przedstawiono réwniez
wyniki badania ankietowego przeprowadzonego wsrod personelu lekarskiego szpitala

w wojewddztwie dolnoslaskim dotyczacego zarzadzania informacjg na oddziatach.
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2. Charakterystyka i historyczne podloze koncepcji Lean Management

Wspotczesnie zarzadzanie organizacja jest bardzo zlozonym procesem. Przyczyn
wystepowania tego zjawiska nalezy upatrywaé w nieustannych zmianach otoczenia, ktére
nastepujg coraz bardziej dynamicznie. Znaczny wpltyw na tg dynamike ma miedzy innymi
rozwoj technologiczny, ale rowniez coraz czeSciej obserwowany deficyt wysoko
wykwalifikowanych pracownikow na rynku pracy.

Przetom XIX i XX wieku byt czasem rewolucji przemystowe;j, ktora tradycyjny sposob
wytwarzania dobr 1 ustug zastgpita nowym, zdominowanym przez maszyny, linie montazowe
i taSmy produkcyjne. Niezbedne stato si¢ wprowadzenie nowych rozwigzan organizacyjnych,
umozliwiajagcych optymalne wykorzystanie zdobyczy technologicznych oraz czasu
I umiejetnosci wyszkolonych pracownikow.

Jednym  ze stworzonych i usystematyzowanych zbiorow takich rozwigzan,
wprowadzajacych jednocze$nie unikalne metody zarzadzania oraz kultur¢ organizacyjna, byt
Toyota Production System (TPS). System ten dat podwaliny dla obecnie szeroko stosowanego
podejscia do zarzadzania — Lean Management (LM), zwanego rowniez szczuptym
zarzadzaniem (Parkes, 2017). Pojecie ,,lean” zostalo pierwszy raz uzyte w 1988 roku przez
J. Krafcika (Triumph of Lean Production System) jako okreslenie japonskiego systemu
zarzadzania produkcja TPS (Parkes, 2017).

Termin lean czyli szczupty odnosi si¢ do podstawowych zatozen systemu eliminujgcego
marnotrawstwo (z japonskiego muda) poprzez ograniczanie zbednych kosztéw i procedur
nakazdym poziomie dziatania oraz wprowadzenie innowacji  organizacyjnych,
ekonomicznych i technicznych. LM umozliwia poprawe produktywnos$ci oraz zwigkszenie
efektywnosci i jakos$ci, poprzez wprowadzenie innowacji organizacyjnych, ekonomicznych
i technicznych (Stoler, 2015).

3. Lean Management — zalozenia, techniki i narzedzia

Koncepcja Lean opiera si¢ na dwoch zatozeniach — stabilnosci (powtarzalnos$ci)
1 cigglym doskonaleniu. Stabilno§¢ w LM oznacza spojny 1 przewidywalny proces, ktory
umozliwia osiagniecie idealnego przeptywu poprzez organizacje pracy i ciagly ruch.
Nieustanne doskonalenie (jap. Kaizen) odnosi si¢ do ciagtej pracy nad usprawnianiem
poszczeg6lnych elementow procesu. Celem omawianej koncepcji zarzadzania jest osiagnigcie
najnizszego kosztu, przy najwyzszej jakosci i w najkrotszym czasie (Parkes, 2017).
Koncepcja wprowadzajac powyzsze =zatozenia odnosi si¢ réwniez do szacunku
dla pracownikéw wyrazanego poprzez postawe kadry zarzadzajacej, ktora nie tylko dba

o dobre wykorzystanie potencjatu kazdego pracownika, ale tez jest otwarta na innowacje
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1 usprawnienia zgtaszane przez zaloge. W literaturze mozna spotkac kilka definicji szczupltego
systemu zarzadzania. Mark Graban okreslit szczupty system, jako ,,zestaw narzedzi i system
zarzadzania, metoda ciaglego doskonalenia i1 zaangazowania pracownikow, sposob
rozwigzywania problemow, ktore sg istotne z punktu widzenia liderow 1 wszystkich szczebli
organizacji” (Graban, 2011). Inne definicje szczegdlng role szczuplego systemu upatrujg
w eliminacji marnotrawstwa, ciaglym rozwoju i szacunku dla pracownikow.

Lean Management jest odpowiedzig na potrzebe zmiany w standardowych, statycznych
sposobach zarzadzania w organizacjach. Stanowi nowag forme¢ dynamicznego zarzadzania,
pozwalajaca na przeprowadzanie zmian w przedsigbiorstwie. Polega na zdiagnozowaniu
dotychczasowego stanu organizacji, zaprojektowaniu i wdrozeniu zmian, ktérych zadaniem
jest usprawnianie istniejgcych procesow (Glowacka i in., 2013). Gtownym celem LM jest
,»odchudzenie” organizacji ze zbednych procedur 1 cykli, poprawa produktywnosci
i efektywnos$ci. Koncepcja zaklada eliminacj¢ marnotrawstwa (jap. Muda) na wszystkich
poziomach organizacji, identyfikacje¢ problemow, zbednych czynnosci i zakldcen w procesie
wytwarzania produktu lub ushugi i ich skuteczne usuwanie w sposdb zapewniajacy wysoka
jakos¢ (Rydlewska-Liszkowska 1., 2013). Rodzaje marnotrawstwa wedtug koncepcji LM

przedstawione zostaty w Tabeli 1.

Tab. 1 Zrédta marnotrawstwa.

Typy marnotrawstwa Przyklady

Zbyt duzo szczegélow, niepotrzebne informacje,
Nadprodukeja nadmierny rozwdj, pchanie” zamiast ,ssania”

informacji.

Bledy w komunikacji, wiele zrédel informacji, transport
Transport - -

dokumentow do akceptac;i.

Informacja tworzona za wczesnie lub niedostepna,

Oczekiwanie .. : \ . a ..
pozno dostarczona, podejrzana jakosé informacji.

Zbyt duzo iteracji, niepotrzebne przeksztalcenie

Zbedne przetwarzanie o . 5
< p informacji, niejasne kryteria.

Zbyt duzo informacji, skomplikowane odzyskiwanie

Zapas s ..
informacj1.

Wymagana interwencja ,,rgczna”, brak bezposredniego
Zbedny ruch dostepu, informacja przekazana do nieodpowiedniego
zrédla, ponowne sformulowanie.

Brak jakosci, niepelna, niejednoznaczna, niedokladna

Bledny produkt informacja, brak wymaganego testuw/weryfikacji.

Zrodho: T. Koch, R. Horbal, T. Sobczyk, R. Kagan, A. Bielewski, M. Eisler, T. Kanikuta, A. Hojka, B. Misiurek,
Lean w obszarach pozaprodukcyjnych, https://www.researchgate.net/publication/279751372.
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Lean Management stosuje wiele narzedzi, dzigki ktérym mozliwe jest osiggnigcie
oczekiwanych rezultatow i1 ograniczenie trwonienia zasobow. Jednymi z najistotniejszych sa:
Value Stream Mapping (VSM), 5xwhy, 5S i Kanaban

VSM - Mapowanie Strumienia Wartosci to instrument systemu zarzadzania stuzacy
do zbierania danych na temat rzeczywistego przeptywu elementow w procesach
wystepujacych w organizacji. VSM pozwala na wizualizacj¢ przebiegu procesow. Zebrane
dane przedstawiane sg w postaci graficznej za pomocg diagramow (Koch i in.). Strumieniem
warto$Ci okresla sie czynno$ci niezbedne do wykonania w celu przeprowadzenia produktu,
ustugi przez kolejne etapy cyklu (tzw. gldwne przeptywy wartosci).

Opisanie strumienia (przeptywu) warto$ci wraz z wyodrebnieniem wszystkich komorek
biorgcych udzial w opisywanym procesie stanowi kolejny element mapowania. Parametrami,
ktérych si¢ uzywa do mapowania strumienia warto$ci sg: czas przebywania sprawy
w organizacji (lead time), czas faktycznie po$wigcony na zalatwienie sprawy (processing
time), czas wykonywania czynnosci dodajacych wartosci z punktu widzenia klienta (value
added time), liczba spraw, jaka powinna wychodzi¢ z systemu w jednostce czasu (takt), liczba
spraw wychodzacych ze stanowiska w jednostce czasu (cykl pracy stanowiska), wielko$ci
zapasu, atakze ilo$ci spraw w toku. Zmapowane procesy mozna usprawnia¢ stosujac inne
metody z zakresu Lean Management np. 5S, 5W, kanban, dzigki ktorym mozliwe bedzie
zoptymalizowanie pracy, efektywne wykorzystanie zasobow, ograniczenie biurokracji
oraz poprawa jakosci ustugi $wiadczonej dla klienta (Nogalski i in.). Mapa strumienia,
nazywana jest rowniez fotografig stanu systemu, ktora w sposob statyczny pokazuje sktadowe
struktury przeplywu oraz nieciggltosci spowodowane zakldceniami w toku realizacji
i niepotrzebnym trwonieniem zasobow. VSM pozwala na uchwycenie stanu obecnego
procesu, ale rowniez na zidentyfikowanie mozliwych do wystapienia przysztych scenariuszy
(Pieloch i in., 2019).

Kolejne narzedzie, 5S umozliwia skuteczng 1 trwalg organizacje miejsca pracy, dzigki
czemu uzyskujemy efekt redukcji marnotrawstwa. Nazwa narzedzia pochodzi od pierwszych
liter 5 wyrazow w jezyku japonskim, oznaczajacych odpowiednio 5 kolejnych etapow
stosowanych w metodzie. Przedstawione zostaly one na ponizszym rysunku Narzedzie 5S —

etapy i definicje.
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» Selekcja - redukcja zbednych elementdw, przedmiotow i pozostawienie tylko |

tych, ktore sg stale uzywane
7

N
+ Systematyka, sktadowanie - odpowiednie utozenie pozostawionych w wyniku
przeprowadzenia selekcji elementow, przedmiotow

g * Sprzatanie - stale utrzymanie porzadu i czystosci na stanowisku pracy
% « Standaryzacja, systematyczno$¢ - stworzenie metod, sposobow utrzymania

porzadku

« Samodyscyplina - wytworzenie nawykow przestrzegania stworzonych
procedur, regut i metod

Rys. 1 Narzedzie 5S — etapy i definicje. Zrodto: opracowanie wiasne na podstawie M. Graban, Lean Hospitals.
Doskonalenie szpitali.

Metoda 5S polega na uporzadkowaniu miejsca pracy, wyeliminowaniu zbgdnych
przedmiotow, ktore nie sg potrzebne do realizacji zadan oraz ulozeniu pozostawionych rzeczy
w sposob ergonomiczny, aby zapewni¢ optymalne wykorzystanie przestrzeni, ekonomi¢
ruchow | usprawni¢ oraz skroci¢ czas wykonywania obowigzkéw. 5S zaklada rowniez
stworzenie zestawu regul, procedur, instrukcji, ktore pozwolg na utrzymanie raz
wprowadzonego porzadku i bedg wspomaga¢ pracownikdéw w przyzwyczajeniu si¢ do statego
monitorowania stanowiska pracy i utrzymania go w pozadanym stanie (Podobinski, 2014).

Poszczegélne narzgdzia Lean Management stosuja wizualizacjg, ktoéra pozwala
na przedstawienie w sposob czytelny etapow procesu, statusu, standardow pracy. Zarzadzanie
wizualne jest kluczowe w szczuplej kulturze zarzadzania, gdyz formy graficzne szybko
i prosto, bez zbg¢dnej straty czasu, pokazujg wszystkim uczestnikom procesu zidentyfikowane
problemy, istniejaca organizacj¢ pracy, strukture i sposOb postepowania czy stany
nieakceptowane, w tym rdwniez nieprzestrzeganie ,,szczuplych” zasad (Koch i in.).

4. Charakterystyka sektora ochrony zdrowia i przyklady zastosowania narzedzi Lean
Management

Poszczegdlne sektory gospodarki siggaja coraz czgsciej po najnowsze zdobycze
z zakresu zarzadzania. Mozna réwniez zaobserwowac coraz wigksze zainteresowanie Lean
Managementem réwniez W ochronie zdrowia. Szpitale borykaja si¢ z licznymi problemami
I W zastosowaniu nowych narzedzi upatrujg sposobu na ich przezwyci¢zenie. Problemy
finansowe, niepewnos¢ prawna, problemy personalne zwigzane z  brakiem

wykwalifikowanych pracownikow, ale takze niech¢¢ wséréd kadry medycznej do
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wprowadzania zmian stanowig gtéwne wyzwania dla menadzeréw placowek medycznych.
W literaturze czesto jednostki sektora ochrony zdrowia okre$la si¢, jako niepowtarzalne
i odmienne, szczego6lnie w poréwnaniu do przedsi¢biorstw przemystowych. Cechami, ktére
powoduja owg odmiennos$¢ sg m.in:

1. bardzo zr6znicowana i kompleksowa praca,

2. konieczne do wykonania zadania bardzo cze¢sto maja charakter natychmiastowy,

3. niewielka tolerancja btedu;

4. czynnosci wymagajg duzego stopnia koordynacji migdzy rdéznymi grupami

specjalistow;
5. pracownicy sg wysoko wyspecjalizowani, zgrupowani w organizacjach zawodowych
wobec ktérych czesto wykazuja wigksza lojalnosci niz wobec pracodawcy;
6. czesto podwojne podporzadkowanie stuzbowe (kliniczne 1 organizacyjne);
7. szczegodlny profil dziatalnosci — produkcja ustug zdrowotnych (Kautsch i in., 2015).
W Stanach Zjednoczonych z narzedzi LM korzysta coraz wigcej szpitali. Mark Graban
w swojej ksigzce Lean hospitals podaje kilka przyktadow jednostek, w ktorych wdrozenie
narzedzi LM przyniosto pozytywne efekty — np. skrocenie czasu oczekiwania pacjentow
na zabiegi z zakresu ortopedii w Szpitalu ThedaCare w Wisconsin (z 14 tygodni do 31 godzin
od momentu odbycia pierwszej wizyty do wykonania zabiegu) czy zmniejszenie o0 95% liczby
zgonOw pacjentdow spowodowanych zakazaniem krwi w zwigzku z wykonanym wktuciem
centralnym w Allegheny Hospitals w Pensylwanii (Graban, 2011). System Lean Management
Healthcare ma stosunkowo krotka historie¢ wdrozenia. Pierwsze projekty z zakresu LM
realizowane byty 14 lat temu. Wiele szpitali w Stanach Zjednoczonych, Kanadzie, Japonii,
Anglii, Wtoszech, Danii czy Szwecji juz z sukcesami je realizuje, osiggajac sukcesy zar6wno
w sferze ekonomicznej (obnizajac koszty procedur), jak i1 poprawy jakosci. Efekty
ekonomiczne, organizacyjne, jakoSciowe czy poprawa satysfakcji pacjentow uzaleznione sa
od wielu czynnikow.
W Polsce zainteresowanie nowymi metodami zarzadzania jest niewielkie. Tabela 2,

bedaca wynikiem badan prowadzonych przez A. Tylek w 2009 roku, wsrdéd oséb
zarzadzajacych w jednostkach sektora ochrony zdrowia przedstawia modele zarzadzania

stosowane w placowkach medycznych.
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Tab. 2 Koncepcje zarzadzania wykorzystywane w placowkach medycznych.

Lp. Wyszczegolnienie A B Razem _
liczba % liczba % liczba %
1 |Reengineering 2 1.2 0 0,0 2 0,8
2 | Outsourcing 59 341 23 324 82 33,6
3 |Lean management 1 0,6 2 2,8 3 12
4 |Benchmarking 7 41 2 2,8 9 3,7
5 |Zarzadzanie jakoscia 58 335 25 35,2 83 34,0
6 |Organizacja uczaca sie 15 8,7 7 9,9 22 9,0
7 | Zarzadzanie projektami 24 13,9 9 12,7 33 13,5
8 | Zréwnowazona strategiczna 7 41 2 2,8 9 3,7
karta wynikoéw
9 |Inne 0 0,0 1 14 1 0,4
Razem 173 100,0 71 100,0 244 100,0

A —szpital B- ZOZ

Zrédto: B. Kozuch, A. Tylek, Wspotczesne koncepcje w zarzadzaniu publicznymi organizacjami ochrony
zdrowia w: Przeksztalcenia strukturalne i spoteczne w ochronie zdrowia, red. R. Lewandowski, M. Kautsch,
Wyd. Spotecznej Akademii Nauk, £6dZ 2012.

Niektore z wymienionych w tabeli koncepcji sa od kilku lat stosowane przez
zarzadzajacych podmiotami leczniczymi. Sg to outsourcing i1 zarzadzanie jakos$cia, ktore
wiaza si¢ z okreslonymi korzysciami (najczesciej o charakterze finansowym — nizsze koszty
i/lub wyzszy przychod) (Kozuch i in., 2012).

Stopniowo pojawia si¢ zainteresowanie roznymi dotad niestosowanymi w Polsce
koncepcjami zarzadzania w placowkach medycznych. Pierwsze podmioty zainteresowane
koncepcja Lean Management wdrozyly niektdre rozwigzania szczuptego zarzadzania
Z dobrym skutkiem. Jednym z przyktadéw jest Centrum Ustug Medycznych DIALIZA
Sp. z 0.0., wktorym zastosowane narzedzia zakresu Lean Management przyniosty wyjatkowo
pozytywne rezultaty. Stworzono tam mapy procesow realizowanych w organizacji i dokonano
wyboru procesow niezbednych do usprawniania w kolejnych etapach. Sposrod narzedzi LM
wybrano az 9: 5S, Kanban, A3, 5why, PFD — flowchart, VSM, POKA YOKE, FMEA,
JIDOKA.

Pozytywne efekty uzyskano w wielu zakresach dziatalnosci Centrum. Przede wszystkim
w organizacji  pracy iefektywnosci  procesow.  Jednocze$nie  zaobserwowano
wzrost satysfakcji  pacjentow. Zwigkszono bezpieczenstwo- ryzyko kliniczne zostato
zredukowane o prawie 90% w poréwnaniu ze stanem poczatkowym. Zmniejszono o 30%
poziom zapasow, a takze ograniczono o 50% nadprocesowos$¢ w jednostce zmniejszajac

liczbe czynnosci koniecznych do wykonania w poszczego6lnych procedurach. Zaobserwowano
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rowniez pozytywne efekty finansowe, w postaci zmniejszenia o 40% wydatkéw na Srodki
czyszczace.
5. Zastosowanie narzedzi zarzadzania wizualnego w procesie przekazywania informacji.

Wdrozenie metod szczuplego zarzadzania w jednostkach sektora ochrony zdrowia
ukierunkowane jest na popraweg jakosci opieki (wzrost wartosci produktu, jakim jest
$wiadczenie zdrowotne, dla pacjenta) i zmniejszenie niepotrzebnych kosztow. (Pres i in.).
Jedna z metod Lean Management opisywang w artykule, ktorej zadaniem jest uwypuklenie
marnotrawstwa, ale jednocze$nie problemow i nieprawidtowosci wystepujacych w procesie,
jest zarzadzanie wizualne, ktore przyczynia si¢ do zmniejszenia deficytu informacji
W organizacji, umozliwiajac poprawe¢ organizacji pracy i usprawniajac procesy. Moze by¢ ono
rébwniez narzedziem zwigkszajacym efektywno$¢ zarzadzania poprzez stale dostarczanie
kierownikom i pracownikom poszczegdlnych dziatow kluczowych informacji (Graban, 2011).

W szpitalach sposobem na przekazywanie biezacych danych jest miedzy innymi
tzw. odprawa na oddziatach. Jest to zebranie kadry, najczesciej wylacznie medycznej,
pracujacej na danym oddziale, podczas ktorego komunikowane sa roéznego rodzaju
informacje. Sposob, forma oraz zakres informacji najczgsciej nie jest tozsamy dla wszystkich
komorek lub jednostek, chociaz zawiera wspolne elementy.

W jednym z wielospecjalistycznych szpitali na Dolnym Slasku zostato przeprowadzone
badanie ankietowe, ktorego celem bylo przeanalizowanie sposobu przeprowadzania
codziennych odpraw i stosowania w ich trakcie narzedzi utatwiajacych organizacj¢ pracy.
W badaniu wzigto udziat 51 oséb z personelu lekarskiego, co stanowi 40% pracujacej kadry
lekarskiej szpitala. Odprawa na badanych oddziatach odbywa si¢ prawie wytacznie w dni
robocze (65% odpowiedzi) i bierze w nich udziat caly obecny w danym dniu personel lekarski
(96% wynikow). 45% odpowiedzi wskazywalo, ze dodatkowa osoba poza lekarzami podczas
codziennych spotkan jest rowniez pielegniarka oddziatowa. Sporadycznie w odprawach biora
udziat inne osoby (np. stazysci, fizjoterapeuci). Podczas spotkan omawiane s3 najczescie]
sprawy organizacyjne (80% odpowiedzi), zwigzane z biezagcym procesem leczenia (60%),
stan zdrowia nowo przyjetych pacjentow (78%), ilos¢ wolnych t6zek (43%). Omawiany jest
réwniez raport z dyzuru z dnia poprzedniego (28%). W trakcie odpraw omawiane sg rowniez
wskazniki. Respondenci wskazali jednak na niewielkg ich liczbe. Najczesciej omawiane

wskazniki przedstawione sg w tab. 3
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Tab. 3 Wskazniki prezentowane na odprawach.

[los¢ wypisanych pacjentow 88%
[los¢ wolnych tozek 80%
Dhugos¢ pobytu 73%
Wynik finansowy oddzialu 70%

Zrodto: opracowanie wiasne.

Prezentowanie informacji przekazywanych w trakcie odpraw oraz omawianie
wskaznikow odbywa si¢ w formie wystgpien pojedynczych pracownikéw, ktorzy referuja
przygotowany temat. Czasami przekazywane sg papierowe wydruki z danymi. Nowoczesne
narzedzia prezentowania wynikow nie sg prawie w ogole stosowane.

Wyniki przeprowadzonej ankiety wskazuja, iz odprawy lekarskie poswigcone sa
glownie omowieniu przebiegu procesu leczenia w oddziale 1 trudno$ciom organizacyjnym.
Jednoczesnie do rozwigzania tychze problemoéw nie s3 stosowane wystandaryzowane
wskazniki, ktore mogltyby usprawni¢ proces wudzielania $wiadczen na oddziale
z jednoczesnym uwzglednieniem zapewnienia wysokiej ich, jakosci oraz redukcji kosztow.
Wskazniki moglyby stuzy¢ zar6wno kierownikom poszczegdlnych oddziatéw do sprawnego
zarzadzania, ale jednocze$nie dyrektorom podmiotow leczniczych, jako narzedzie do
weryfikowania sposobu i1 zakresu udzielania swiadczen w poszczeg6lnych komorkach oraz
nadzorowania kosztéw. Uzasadnionym wydaje si¢ by¢ opracowanie jednakowych dla
wszystkich oddziatow wskaznikdéw oraz ujednolicenie sposobu ich prezentowania w postaci
tablic dziennych imiesiecznych zwierajacych przedstawienie kluczowych informacji
W sposoOb przejrzysty i czytelny dla wszystkich pracownikow.

6. Zakonczenie

Zainteresowanie stosowaniem narz¢dzi z zakresu Lean Management w sektorze
ochrony zdrowia jest coraz wigksze. Podmioty lecznicze dziatajg w turbulentnym otoczeniu
1 muszg sprosta¢ coraz wiekszym oczekiwaniom zaréwno ze strony pacjenta, jak rOwniez ze

strony ptatnika, organéw tworzacych i wlasnych pracownikéw. Dbatos¢ o wysoka jako$é
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udzielanych $wiadczen wpisana jest w ich dzialalno$¢. Jednoczesnie zobowigzane sa do
utrzymywania dodatniego wyniku finansowego, co przy obecnym poziomie finansowania
swiadczen 1 stale rosnacych kosztach jest szczegdlnie trudnym zadaniem. Stad poszukiwanie
rozwigzan, ktére pozwolg na zoptymalizowanie pracy, eliminacj¢ nadmiarowych czynnosci
1 redukcje kosztow. Stosowane w przemysle od wielu lat z powodzeniem metody Lean
Management doskonale wpisuja si¢ w potrzeby sektora ochrony zdrowia. Wdrazane w
szpitalach na $wiecie rozwigzania 1 uzyskiwanie wyniki, potwierdzaja shiszno$¢
podejmowanych réwniez w Polsce prob implementacji projektow LM w jednostkach
medycznych.

Przedstawione w artykule wyniki badania pokazaly rowniez niedostateczng wiedze
z zakresu kluczowych obszarow dziatania podmiotu i/lub oddzialu u oséb kierujacych.
Menadzerowie $redniego szczebla nieposiadajacy wiedzy na temat czynnikdw warunkujacych
sprawng organizacj¢ pracy oraz majacych znaczny wptyw na koszty komorki organizacyjnej,
nie moga efektywnie nig zarzadza¢. Wykorzystanie do tego celu narzedzi zarzadzania
wizualnego umozliwi stala obserwacj¢ wskaznikow z jednoczesnym monitorowaniem
wptywu ich zmian na procesy lecznicze, satysfakcj¢ pacjenta i wynik finansowy jednostki.
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