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Przedmowa

Opracowanie przeznaczone jest dla wszystkich zainteresowanych zglebianiem wiedzy
z dos¢ obszernego zakresu nauk przyrodniczych. Niniejsze wydawnictwo ,,Mtodzi Naukowcy” jest
rezultatem wspotpracy w sferze naukowej, prezentujace dokonania mtodych oséb, ktére pragnely
podzieli¢ si¢ swoim dorobkiem naukowym z szeroka rzesza czytelnikoéw. W serii opracowan
zajmujacych si¢ dokonaniami mtodych naukowcow, zakres stawianych przed nimi zadan i dziatan
ciagle rozszerza si¢. Nauki przyrodnicze zajmuja si¢ badaniem zachodzacych zjawisk celem poznania
rzadzacymi nimi praw wykorzystujac je dla dobra cztowieka. W szybko rozwijajacych si¢ naukach
przyrodniczych, codziennie odkrywane sg nowe zaleznos$ci i powigzania z innymi obszarami nauki
informujace o zlozonos$ci tej dziedziny. Obecnie utrwala si¢ coraz bardziej i powszechniej
przekonanie, ze stosowanie jedynie kompleksowych badan z zakresu wszystkich dziedzin nauki,
prowadzi do petniejszego zrozumienia proceséw. Konieczno$é znajomosci zjawisk zachodzacych
W 6wczesnym $wiecie wymusza na nas samych wdrozenie etapu samorozwoju poprzez zglebienie
wiedzy z wielu dziedzin nauki. Zagadnienia, ktérymi zajmuja si¢ badacze wymagaja wykonania
pewnej liczby do§wiadczen. Doswiadczenia te daja podstawe do wysuwania wnioskow, ktore moga
wymagac dalszych, glgbszych i wnikliwszych badan. W przyrodzie nie ma identycznosci, wigc
uzyskane wyniki moga by¢ tylko posrednimi w drodze tych badan.

Czg$¢ pierwszej monografii poswigcono zywnosci i zywieniu, gdzie rozbito na elementy
sktadowe, migdzy innymi produkty migsne, jak i drogi ich przetwarzania oraz przemian
fizykochemicznych w celu wytwarzania produktow bardziej bezpiecznych i zdrowych. W drugiej
czgéei skupiono si¢ na produkcji roslinnej, przedstawiajac potencjal biotechnologiczny roslin
i mechanizmy wptywu oraz ich pochodnych na zycie czlowieka. Wykorzystano takze badania
z zakresu zroéwnowazonego rolnictwa polepszajace warunki fizykochemiczne gleby oraz roli
instytucji rolniczych. W czgéci trzeciej badania mtodych naukowcow ukierunkowane sg w strone
zalezno$ci, roli oraz relacji grup organizméw zwierzecych. Mowa jest tu o procesach destrukcyjnych,
niedoborach oraz wlasciwosciach struktur oraz strategiach dziatania jak rowniez 0 stosowaniu
nowych rozwigzan.

W czesci czwartej zglebiane sa zagadnienia nauk medycznych w oparciu o podejscie do
badanego procesu lub zaleznosci ze strony genetycznej. Analizy zawierajg oceny skutecznosci
i stabilnoéci emuls;ji, olejkéw oraz probek biologicznych w zastosowaniach biochemicznych przy
uzyciu caltego spektrum metod badawczych.

Pigta z monografii zawiera rozdzialy dotyczace dziatalnos$ci weterynaryjnej. Ukazane sa
tutaj zagrozenia na jakie narazeni jesteSmy ze strony zwierzat, a takze cale bogactwo analiz
przebiegdw chordb, zaburzen zwierzat domowych i gospodarskich. Nakres§lono tu takze role i geneze
zwierzat w symbiozie z cztowiekiem.

Cze$¢ szdsta omawia i skupia si¢ na odzialywaniach wewnatrz §rodowiskowych. Badania
zawarte w tej czesci opisuja zaleznosci i presj¢ srodowiska oraz powigzania sktadowych tancuchow
zalezno$ci biotycznych. Uwidocznione i proponowane s3 tutaj nowe narz¢dzia oceny i rozwigzania
wplywajace na biordznorodno$é¢ fauny i flory.

Zespot redakcyjny ma nadzieje, ze zawarte w tym opracowaniu wiadomosci z zakresu nauk
przyrodniczych umozliwig czytelnikom zrozumienie i zapoznanie si¢ z wiadomosciami niezbednymi
do otwarcia na wiele dyscyplin nauki oraz zjawisk zachodzacych w otaczajacym nas §wiecie. Mamy
takze nadzieje, ze przystepnos¢ formy przypadnie Panstwu do gustu i przyczyni si¢ do propagowania
dokonan mitodych naukowcédw. Zdajemy sobie spraweg, ze pelne i1 catkowite zrozumienie
przedstawionych w zestawieniu prac o tak szerokiej tematyce jest rzecza trudng i skomplikowang lecz
nie niemozliwa. Wszystko wymaga pewnej dyskusji wsrdd zainteresowanych oraz uzgodnienia
wiasnych pogladow.

dr Marcin Baran
Instytut Ochrony Roslin - PIB
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1. Badania stabilno$ci emulsji kosmetycznych zawierajacych karotenoidy
Studies on stability of cosmetic emulsion containing carotenoids

Igielska-Kalwat Joanna

Wyzsza Szkota Zdrowia, Urody ul. Brzeznicka 3 Poznan, Poland

Igielska-Kalwat: joanna.igielska@wp.pl
Stowa kluczowe: wielko$¢ czastek, emulsje kosmetyczne, badania trwato$ci

Streszczenie

Emulsje kosmetyczne znalazly powszechne zastosowane w kosmetyce. Stosuje si¢ je migdzy
innymi jako produkty dostarczajace sktadniki aktywne. Przemyst kosmetyczny poszukuje coraz to
nowych substancji biologicznie — czynnych. Karotenoidy — grupa zwiazkow barwnych. Ze wzglgdu
na wysokie wiasciwosci przeciwutleniajace karotenoidy sa jedna z najczesciej wykorzystywanych
w kosmetykach substancji aktywnych. Stabilno$¢ preparatow kosmetycznych jest krytycznym
parametrem istotnym dla przemystu farmaceutycznego, jak i kosmetycznego. W niniejszej pracy
przeprowadzono badaniu przy uzyciu metod analitycznych takich jak: wielokrotne rozpraszanie
swiatla i dyfrakcje laserowa. Metody te majg na celu okreslenie Stabilnosci réznych emulsji
zawierajacych karotenoidy. Wyniki obu metod wykazaty, ze stabilno$¢ emulsji zalezy gtoéwnie od
metod przygotowania jak i od rodzaju zastosowanego emulgatora.

1. Wstep

W ostatnich latach, dzigki postgpowi technologicznemu, mozna zaobserwowaé szybki
rozwoj form kosmetycznych oraz preparatéw farmaceutycznych. Testy stabilnos$ci tych produktow sa
bardzo rygorystycznie przestrzegane. Testy te przeprowadzane sg w celu potwierdzenia
odpowiednich norm fizyko-chemicznych uzyskanych produktow (rozporzadzenie (WE) nr
1223/2009 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 30 listopada 2009 r. W sprawie produktéw
kosmetycznych). W uproszczeniu stabilno$¢ emulsji oznacza zdolno$¢ do utrzymywania wielko$ci
czastek w niezmienionej postaci przez caty okres ich przechowywania (Curt 1994, Tadros 2008,
Lindgren i in.1996). Procesy destabilizacji emulsji sg wynikiem roéznych zjawisk, takich jak
$mietanowanie, sedymentacja, flokulacja, koalescencja, inwersja faz lub dojrzewanie Ostwalda, ktore
moga wystgpowaé oddzielnie lub jednoczesnie (Curt 1994, Tadros 2008). Test stabilnosci
przeprowadzony metoda klasyczng, ktdra obejmuje obserwacje probki w réoznych warunkach, jest
bardzo czasochtonny ze wzgledu na réznorodno$¢ i ztozono$¢ kosmetykow i1 produktow
farmaceutycznych. Glownym parametrem odpowiedzialnym za przewidywania okresu waznosci
formulacji, jest zmiana temperatury. Nalezy wzia¢ pod uwage warunki przechowywania i transportu,
takie jak wysokie i niskie temperatury, ekspozycja na §wiatlo stoneczne i wilgotnos¢ w okresie
przydatnosci do spozycia produktu. Dlatego preparaty sa przechowywane w réoznych warunkach i sa
okresowo analizowane od 3 do 6 miesigcy. Identyfikacja zjawisk niestabilnosci moze by¢ skrocona
przy uzyciu metody optycznej, takiej jak wielokrotne rozpraszanie $§wiatta (MLS). Nawet niewielkie
zmiany w stabilno$ci emulsji mozna okresli¢ bardzo wczeénie i szybko. Ponadto ta metoda nie
obejmuje rozcienczania emulsji, a zatem struktura emulsji nie ulega zaktoceniu. Powszechnie znane
emulsje, takie jak olej-w-wodzie (0 / w) i woda-w-oleju (w/ 0), sg stosowane nie tylko w aby poprawic¢
nasz wyglad i tatwo$¢ aplikacji. Moga by¢ rowniez stosowane w celu dostarczania aktywnych
sktadnikéw i poprawy ich dystrybucja i przenikania. Karotenoidy sa wazng grupg organicznych
barwnikow. Sa one podzielone na dwie klasy, takie jak karoteny, ktore sa weglowodorowymi i nie
zawierajg tlenu (a, B, y-karoteny, likopen) i1 ksantofili, ktore zawieraja tlen (luteina, zeaksantyna,
astaksantyna) (Morganti i in. 2009), (lgielska-Kalwat iin. 2013a, Igielska-Kalwat i in2013b, Igielska-
Kalwat i in, 2012, Scarmo i in, 2010). Karotenoidy znalazly zastosowanie w przemysle
kosmetycznym ze wzgledu na ich whasciwosci przeciwutleniajace (Yamashita 2002, Anuncuato i da
Rocha Filho 2012). Sg w stanie hamowac¢ tworzenie wolnych rodnikéw i stymulowa¢ fibroblasty do
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produkcji kolagenu i elastyny, dzieki czemu moga wptywaé na poprawe struktury, elastyczno$é
i jedrnos¢ skory (Cabri¢ i Pokrywka 2010).

Celem tego badania bylo okreslenie stabilnos$ci réznych emulsji zawierajacych karotenoidy
(B-karoten, likopen, astaksantyna) za pomoca metod analitycznych: dyfrakcji laserowej (LD)
i wielokrotnego rozpraszania $wiatla. Odpowiednia wielko$¢ czastek i1 trwalo$¢ preparatu
kosmetycznego zapewniajg odpowiednia jako$¢ produktu (Lee i Chen 2002), (Gértner i in, 1997,
Hallmann i in 2007, Toor i in. 2006, Johnson i in, 1997, Lemarchand i in, 2003a). Dlatego uzyskane
wyniki moga przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia aspektow stabilno$ci preparatow zawierajacych
zwiazki aktywne.

2. Materialy i metody

2.1 Badane materialy i preparaty
Sktad preparatow przedstawiono w tabeli 1.

Tab. 1. Sktad chemiczny preparatow.

Nazwa probki Sklad Firma Ilosé [% + 0.01]
Emulsja typu O/W (A) | Olej stonecznikowy 12.62
Monostearynian glicerolu Sigma-Aldrich 3.89
Alkohol cetylowy Sigma-Aldrich 5.82
Woda destylowana 77.66
Karotenoidy: TriMen Chemicals 0.01
,[isti;i?;ﬁr;na Tr!Men Chem!cals
. TriMen Chemicals
Likopen
Emulsja typu O/W (B) | Creagel EZ7 * Creations Couleurs | 10.0
Alphaflow 20 ** Creations Couleurs | 17.00
Woda destylowana 72.99
Karotenoidy:
B - karoten TriMen Chemicals | 0.01
Astaksantyna TriMen Chemicals
Likopen TriMen Chemicals

* Creagel EZ7 — polyacylamide, hydrogenated polydecene, laureth-7
** Alphaflow 20 — hydrogenated polydecene

2.1.1. Przygotowanie emulsji O/ W (A)

Sktadniki fazy olejowej (olej stonecznikowy, monostearynian glicerolu i alkohol cetylowy)
ogrzewano do temperatury 70° C za pomoca mieszadta magnetycznego z regulacja ogrzewania.
Rownoczesnie podgrzano wodg do temperatury 70° C. Po stopieniu wszystkich sktadnikow fazy
olejowej powoli dodano je do wody. Nastepnie mieszaning intensywnie mieszano i ochtodzono.
Nastgpnie emulsje podzielono na trzy czgsci. Do kazdej porcji dodano rézne karotenoidy -
astaksantyne, B-karoten lub likopen.

2.1.2. Przygotowanie emulsji O / W (B)

Creagel EZ7 mieszano z Alphaflow 20, az mieszanina stata si¢ jednorodna. Nastgpnie
dodano powoli wode mieszajgc obie fazy na mieszadle magnetycznym w temperaturze pokojowe;j.
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Emulsje podzielono na trzy porcje. Do kazdej porcji dodano rézne karotenoidy - astaksantyne, -
karoten lub likopen.

2.1.3.Przygotowanie emulsji W / O

Faze olejowa (lanolina, olej stonecznikowy, wosk pszczeli i alkohol cetylowy) ogrzewano
do temperatury 70° C, az wszystkie sktadniki ulegty stopieniu. Réwnoczesnie podgrzano wode do
temperatury 70° C. Podczas mieszania stopionych sktadnikow fazy olejowej na mieszadle
magnetycznym dodawano powoli wode. Uzyskang mieszaning pozostawiono do ochtodzenia do
temperatury pokojowej. Nastepnie emulsje podzielono na trzy czg¢éci. Do kazdej porcji dodano rézne
karotenoidy - astaksantyne, B-karoten lub likopen.

2.2. Badania stabilno$ci

2.2.1. Test stabilno$ci wykonany za pomoca metody wielokrotnego rozpraszania §wiatta

Pomiary stabilnos$ci przeprowadzono natychmiast po przygotowaniu emulsji oraz w réznych
odstepach czasowych przez 100 dni, stosujagc Turbiscan Lab Expert (Formulaction, Francja).
Stabilno$¢ zmierzono w dwoch roéznych warunkach, w temperaturze pokojowej (25° C)
i w podwyzszonej temperaturze (45° C). Pomigdzy pomiarami probki przechowywano w $wietle
dziennym i w ciemno$ci w temperaturze 25° C, a takze w 45° C. Uzyskane wyniki przedstawiono
jako dane wstecznie rozproszone w funkcji wysokosci probki. Przed analiza probki umieszczono
w cylindrycznych szklanych probéwkach, unikajac tworzenia si¢ pecherzykow.

2.2.2 Analiza rozktadu wielkos$ci czastek metoda dyfrakcji laserowe;j

Rozktady wielkosci czastek preparatow zawierajacych karotenoidy analizowano za pomoca
Mastersizer 2000 (Malvern, Wielka Brytania) wyposazonego w jednostke dyspergujacag Hydro.
Predko$¢é pompy zostata ustalona na 2000 rpm. Zebrane dane zostaly obliczone na podstawie teorii
Frauhofera i Mie w celu uzyskania rozktadu wielko$ci czastek analizowanych probek (podrecznik
uzytkownika analizatora wielkosci czastek Mastersizer 2000). Pomiary prowadzono w temperaturze
pokojowej w wodzie destylowanej. Przeprowadzono trzykrotne powtdrzenie, a nastgpnie okreslono
srednig wartosc¢.

Wspodlczynniki zatamania $wiatta emulsji pokazano w tabeli 2.

Tab. 2. Wspbtczynniki zatamania $wiatta analizowanych emulsji.

. Wspoélezynnik
Typ emulsji zalamania §wiatla
Emulsja O/W (A) z astaksantyna 1.340
Emulsja O/W (B) z astaksantyna 1.386
Emulsja W/O z astaksantyna 1.479
Emulsja O/W (A) z p - karotenem 1.345
Emulsja O/W (B) z B - karotenem 1.397
Emulsja W/O z B - karotenem 1.471
Emulsja O/W (A) z likopenem 1.342
Emulsja O/W (B) z likopenem 1.385
Emulsja W/O z likopenem 1.454

Wyniki przedstawiono jako wartosci procentowe d (0,1), d (0,5) i d (0,9):

+d (0,1) [um] - 10% rozktadu czastek jest ponizej tej wartosci,

*d (0,5) [um] - mediana rozktadu czastek,

+d (0,9) [um] - 90% rozktadu czastek jest ponizej tej wartosci.

Wielkos¢ kropelki podano jako $rednig $rednice powierzchni objetosci, D (3,2) i $rednia
$rednice objetosci, D [4,3]. D [3,2] podaje informacj¢ o $redniej $rednicy, w ktorej spada wigkszo$¢
czastek, a parametr D [4,3] jest wrazliwy na zmiany wielkosci czastek w procesie destabilizacji
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(Relikn i Sourdet 2005). Pomiary przeprowadzono zgodnie z wytycznymi Farmakopei Stanow
Zjednoczonych "Pomiar dyfrakcji $wiatta w rozmiarze czastek" (USP29-NF24).

3. Wyniki i dyskuja

Karotenoidy ulegaja fotodegradacji i degradacji termicznej (Rodriguez - Amaja i Kimura,
2004). Uwaza sig, ze degradacja zwigzku aktywnego moze rowniez wptywac na stabilno$¢ catego
uktadu. Dlatego badania trwatosci preparatéw zawierajacych karotenoidy przeprowadzono w §wietle
dziennym, a takze w ciemnos$ci, w celu zminimalizowania ryzyka rozktadu karotenoidow. Pomiary
prowadzono réwniez w rdéznych warunkach temperaturowych. Analizy w temperaturze pokojowej
pozwalaja przewidzie¢ stabilno$¢ produktu przechowywanego w sklepach oraz w domu. Pomiary
w temperaturze 45° C sg nazywane testami przyspieszonego starzenia. Badania te umozliwiajg analize¢
stabilno$ci emulsji w ekstremalnych warunkach przechowywania. Otrzymane preparaty wykazywaty
roézne wiasciwosci organoleptyczne. Emulsja O/ W (B) miata lekka konsystencje i bialy kolor.
Podczas gdy emulsja typu W/ O miata gesta konsystencje z lekko z6ttg barwa, a emulsja O/W (A)
byta gruba i biata.

3.1. Badania stabilnosci wykonane z wykorzystaniem wielokrotnego rozpraszanie Swiatta

Pomiary natezenia $wiatla rozproszonego wstecz pozwalaja na wykonanie analizy stabilnosci emulsji
bez jej rozcienczania. Zasada tej analizy opiera si¢ na zmianach wielko$ci czastek lub zmiennosci
frakcji objetosciowej kropelek (Celia i in 2009a). Intensywnos$¢ emisji zalezy gtownie od trzech
parametréw: $rednica czastek, udziatl objetosciowy czastek i wspolczynnik zatamania ciaglej fazy
i zdyspergowanej fazy (Lemarchand i in 2003b, Vandamme i Soetaert, 2006, Mengual i in 1999) .

Po analizie otrzymano dwa rozne profile emulsji. Analizowano tylko zmiany profili rozpraszania
wstecznego wszystkich otrzymanych emulsji, poniewaz sygnat transmisji byt we wszystkich
przypadkach zerowy (probki nieprzezroczyste). Strumienie rozproszenia wstecznego pokazano na
rz¢dnej, a wysokos¢ probki na osi odcigtych. Wyniki badania wielokrotnego rozpraszania swiatta dla
emulsji O/W (B) z astaksantyna podano na (Rys. 1). Regularny wzorzec rozproszenia wstecznego
probki wskazywal na brak zjawisk sedymentacji i $mietanowania. Jednak dane rozpraszania
wstecznego uzyskane po 100 dniach wykazaty spadek intensywnosci BS w stosunku do catkowitej
wysokosci probki. Zmiany te sa zwigzane z niewielkim zréznicowaniem wielkosci czastek.

70
60
50
S
2 40+
2 —— 0 min
8 30+ —— 10 min
S —— 10 days
B o —— 30days
—— 60 days
—— 100 days|
10 -
oOr——7FT——F7 7T 7T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Sample height [mm]

Rys. 1. Profile rozpraszania wstecznego emulsji O / W (B) z astaksantyna w temperaturze pokojowe;.
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Aby w sposéb bardziej przystepny zbadaé wystepujace zmiany i tatwiej dostrzezec zmiany
profili, probki analizowano w trybie referencyjnym. W zwigzku z tym pierwszy profil zostat odjety
od wszystkich innych profili, a na rzednych delta zastosowano rozpraszanie wsteczne (ABS). Na
rysunku 2 przedstawiono profile emulsji O/W (B) z astaksantyna. Zmiany wielkosci czastek byty
wys$wietlane przez zmian¢ poziomu rozproszenia wstecznego (od 0 do -1,5%) na wysokosci
probowki. Pierwszy profil, w czasie t =0, jest na linii delta BS = 0%. Nastepnie czasteczki po pewnym
czasie tacza si¢, CO Wwywotuje postepujacy spadek delta rozpraszania wstecznego. Intensywno$é
$wiatla wstecznego rozpraszania zmniejszata si¢, co odpowiadato wzrostowi wielkosci czastek,
okreslanemu mianem flokulacji. Zjawisko to moze wystapi¢, gdy wielko$¢ czastek jest wicksza niz
dtugos¢ fali padajacego $wiatta (Mengual i in, 1999). Nalezy wspomnie¢, ze warto$ci BS zawsze si¢
zmieniaja (przesuwajg si¢ w gorg lub w dot) o rozmiar czastek (Vandamme i Soetaert 2006).
Informacje te zastosowano do ilosciowego okreslenia kinetyki flokulacji (Chauvierre i in, 2004,
Palazolo i in, 2005). Zaobserwowano, ze w ciggu 100 dni maksimum rozpraszania wstecznego
wyniosto -1,5%. Ta warto§¢ wskazywala, ze zaobserwowano tylko nieznaczne zmiany. Nalezy
wspomnie¢, ze preparaty sg traktowane jako niestabilne, gdy zmiana jest wigksza niz 10% albo jako
wartos$¢ dodatnig lub ujemna w skali graficznej rozpraszania wstecznego (Celia i in, 2009).

'1_“—-_Ju*-_"ty—_4~v—-—"-v'*“%=s=’~—*‘=:$

Delta Backscattering [%]
o
1

25 30 35 40
Sample height [mm]

Rys. 2. Profile ABS emulsji O/W (B) z astaksantyng w temperaturze pokojowe;.

Na rysunku 3 przedstawiono profile ABS emulsji O/W A (a), emulsji O/W B (b) i emulsji
WI/O (c) zawierajgcej karotenoidy przechowywane w ciemnosci w RT. Wyniki wskazuja, ze
flokulacja byta glownym mechanizmem destabilizacji emulsji. Zjawisko to obserwuje sig, gdy czastki
zetkng si¢ 1 sklejaja ze soba. W zaleznosci od rodzaju preparatdéw zmieniono wielkos¢ czastek.
Zachowanie flokulacji probek analizowano przez wykreslenie ewolucji czasu na poziomie
rozpraszania wstecznego delta, aby umozliwi¢ poréwnanie probek. Na (rys. 3b) profile b ABS emulsji
O/W (B) znajduja si¢ na tym samym poziomie niezaleznie od uzytych karotenoidow. Wielko$¢
czastek w kroplach zmienita si¢ nieznacznie (-1%) w ciagu 40 dni, a nastgpnie pozostata stabilna.
Bardzo podobne profile ABS otrzymano dla emulsji O/W (B) z karotenoidami, ktore byly
przechowywane w $wietle dziennym (rys. 4b). Delta BS emulsji O/W B pozostala prawie
niezmieniona podczas przechowywania przez 100 dni (-1%), co wskazuje na jego duzg stabilno$c¢.
Z drugiej strony pokazano na rysunku. 3a, ze po 100 dniach delta BS emulsji O/W (A)
z karotenoidami byta 5 razy wicksza niz w przypadku emulsji O/W (B). Szybka flokulacja w emulsji
O/W niezaleznie od rodzaju karotenoidu miata miejsce podczas 100 dni przechowywania. Bardzo
podobne profile delta BS uzyskano, gdy ta sama emulsja byta przechowywana w tym samym okresie
w $wietle dziennym (ryc. 4 b). Obie emulsje (na bazie Creagel i emulsji O / W) byty typu olej
w wodzie, jednak zostaly przygotowane przy uzyciu roznych procedur, ktéore mogltyby mie¢ wptyw
na ich stabilnos¢. Emulsja O /W (A) jest typowa tradycyjng emulsja, ktora zostala wytworzona
W procesie na goraco gtownie z powodu surowcow, ktdre wystepuja w postaci stalej i powinny zostac¢
stopione przed zmieszaniem z faza wodna. Druga, emulsj¢ O/W (B), oparta na Creagelu,
przygotowano w procesie na zimno bez topienia sktadnikow. Obecno$¢ Creagel EZ7, ktory jest
stosowany jako  auto-emulgator, wpltywal na  utrzymanie najnizszego  napiecia
miedzypowierzchniowego miedzy fazami, a tym samym ustabilizowat t¢ emulsje. W poréwnaniu
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z emulsjg W/O przygotowang w procesie na goraco, emulsja oparta na Creagelu byta bardziej stabilna.
Maksymalne rozproszenie wsteczne delta osiggneto -3% po 100 dniach przechowywania emulsji
W/O. Agregacja czastek nastapita po przechowywaniu w ciemnoéci (ryc. 3 ¢) i w $wietle dziennym
(ryc. 4 ¢). Rowniez w tym przypadku obecno$¢ B-karotenu, astaksantyny i likopenu nie wptywata na
stabilno§¢ preparatu, a uzyskane wyniki byly bardzo podobne dla kazdej emulsji W/O

z karotenoidem.

—— Astaxanthin
— fl-Carotene
—— Lycopene

1(days)

T T T T T T
0 W 20 30 40 50 6

ABS

ABS

Astaxanthin

0 —— [i-carotene
—— Lycopene
'

30 40 50 60 70 80 %0 100
t (days)

—— Astaxanthin
e [}-Carotene
—— Lycopene
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0 1 20 0 40

Rys. 3. Profile ABS emulsji O/W A (a), emulsji O/W B (b) i emulsja W/O (c) zawierajace karotenoidy
przechowywane w ciemno$ci w temperaturze pokojowe;.

—— Astaxanthin
—— p-carotene
——Lycopene
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\BS
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....................
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Rys. 4. AB profile emulsji O/W (Creagel) (a), emulsja O/W (b), emulsja W/O (c) przechowywane
w $wietle dziennym w RT. Pomiary przeprowadzone w temperaturze 45 ° C wykazaly jedynie
niewielkie zmiany w delta BS dla wszystkich emulsji zawierajacych karotenoidy (rys. 5). Najwieksza
zmiang¢ wielkosci czastek zaobserwowano w przypadku emulsji W/O. We wszystkich przypadkach
zmiany w delta BS miescity si¢ w granicach normy. Udowodnito to, Ze emulsje te mogg by¢ stabilne

nawet w wyzszej temperaturze
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Rys. 5. Pomiary przeprowadzone w temperaturze 45 ° C.

3.2. Badania stabilnosci za pomoca dyfrakcji laserowej (LD)

Rozktad wielkosci czastek zmierzono metodg dyfrakcji laserowej. Dla kazdej probki uzyto
ultradzwickow do rozbicia potencjalnie istniejacych aglomeratow i uzyskania dyspersji czgstek
pierwotnych. Wplyw zastosowanych ultradzwiekow na rozktad wielko$ci czastek emulsji O/W (A)
z B-karotenem przechowywanym w ciemnos$ci pokazano na (rys. 6). Objeto$¢ wazona, $rednia
srednica D (4,3) zmienita si¢ z 70,14 = 0,44 na 0,73 + 0,04 um i powierzchnia objgtosciowa, $rednia
srednica D (3,2) zmniejszyta si¢ z 2,07 + 0,01 do 0,35 + 0,01 um po zastosowaniu ultradzwiekow (20
kHz). Udowodnito to, ze aglomeraty zostaly rozbite przez dziatanie ultradzwickéw. Ten sam efekt
zaobserwowano réwniez w przypadku emulsji O/W (A) z likopenem. Srednig objetos¢ objetosciowa
D (4,3) emulsji O/W (A) z astaksantyng zmienila si¢ odpowiednio z 155,30 + 3,01 na 0,68 + 0,05 um
151,58 +£5,09 na 0,79 £ 0,01 pm.

Particle Size Distribution
8
=® 6
v
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©
>
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0
0.1 1 10 100 1000
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Rys. 6. Wplyw ultradZwiekow na rozktad wielkosci czgstek emulsji O / W (A) zawierajacej B-karoten
zmagazynowany w ciemno$ci (czerwona linia - pomiary wykonane bez ultradzwiekow i zielona linia
- pomiary wykonane z ultradzwiekami, 20 kHz).

Dodatkowo, zmniejszenie §redniej powierzchni objetosciowej srednicy D (3,2) od 2,06 + 0,02 do 0,36
+ 0,01 pm (emulsja O / W z likopenem) i od 1,46 £ 0,05 do 0,36 + 0,01 um (emulsja
O /W (A) z astaksantyng) roOwniez zaobserwowano. Wyniki te sg zgodne z danymi uzyskanymi dla
emulsji O/W (A) z karotenoidami z zastosowaniem wielokrotnego rozpraszania $wiatta, poniewaz
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wykazano tendencje tego preparatu do tworzenia agregatow. Dodatkowo, dzieki zastosowaniu
ultradzwigkdw otrzymano dyspersje czastek pierwotnych i mozna poréwnaé¢ wplyw kazdego
karotenoidu na rozktad wielko$ci czastek. Na rysunku 7 przedstawiono rozktad wielkosci czastek
emulsji O/W (A) zawierajacej astaksantyne, P-karoten i likopen. Wyniki pomiarow dyfrakcji
laserowej nie wykazaly znaczgcych zmian w rozktadzie wielko$ci kropel migdzy emulsjg O/W (A)
zawierajacg roézne karotenoidy.

Particle Size Distribution
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0.1 1 10 100 1000
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Rys. 7. Rozktad wielkos$ci czgstek emulsji O/W z astaksantyng (linia czerwona), B-karoten (zielona
linia), likopen (niebieska linia) przechowywany w ciemnosci.

Nalezy wspomnie¢, ze rowniez warunki przechowywania nie wplywaly na rozktad wielko$ci czastek
emulsji O/W (A). Wszystkie badane emulsje O/W zawierajace rézne karotenoidy miaty podobny
rozktad wielkosci kropelek niezaleznie od tego, czy byly przechowywane w $wietle dziennym, czy
tez w powietrzu. ciemnos$¢ (tabela 3).

Tab. 3. Rozktad wielkosci czastek i $rednia wazona objetos¢ D [4,3] 1 D [3,2] emulsji O/W (A)
przechowywanej w r6znych warunkach.

Przechowywane w ciemnosci [pum]

Emulsja typu D3 D2 D10 D 5.0 D (9.0
O/W (A)
B-karoten 0.73£0.01 0.34+0.01 0.17+0.01 0.38+0.01 1.77+0.01
Likopen 0.74+0.02 0.36+0.01 0.18+0.02 0.40+0.05 1.73+0.04
Astaksantyna 0.79+0.01 0.35+0.01 0.17+0.02 0.40+0.01 1.81+0.04
Przechowywane w $§wietle dziennym [um]
B-karoten 0.73£0.05 0.34+0.03 0.16+0.01 0.36+0.02 1.75+0.11
Likopen 0.77+0.02 0.36+0.01 0.18+0.01 0.41+0.01 1.81+0.04
Astaksantyna 0.77+0.02 0.37+0.03 0.19+0.03 0.42+0.02 1.71+£0.03

Efekt ultrasonikacji widoczny byt rowniez w przypadku emulsji W/O zawierajacych
karotenoidy. Po zastosowaniu ultradzwiekow aglomeraty w emulsji W/O rozpraszano stopniowo, az
do uzyskania pierwotnego rozmiaru czgstek. Wptyw ultradzwiekow na rozktad wielkosci kropel
emulsji przechowywanej w ciemno$ci przedstawiono na rysunku 8. Przed uzyciem ultradzwigkow
wykryto jeden szeroki pik pomigdzy 6 a 580 pm. Po zastosowaniu ultradzwigkow pik przesunat si¢
w stron¢ mniejszego zakresu wielkosci czastek. Dodatkowo obserwowano spadek $redniej wazonej
objetosciowo $rednicy od 15,01 + 4,40 do 3,72 + 0,19 pum oraz zmiang $redniej powierzchni D
objetosciowej (3,2) z 87,05 = 3,65 do 0,69 £ 0,03um. Zgodnie z oczekiwaniami z powodu
zastosowania ultradzwiekow to samo zjawisko zaobserwowano rowniez W przypadku innych dwoch
emulsji W/O, w ktorych srednia wazona D objetosciowa zmienita sie z 219,63 + 15,00 na 3,79 + 0,09
um (emulsja W/O z B-karotenem) i od 236,58 + 8,40 do 3,81 + 0,09 um (emulsja W/O z dodatkiem
likopenu). Ponadto, po zastosowaniu ultradzwiekéw, zmniejszenie $redniej objetoSciowe]
powierzchni wynosi od 94,97 + 4,45 do 0,61 + 0,06 pm dla emulsji W/O z B-karotenem i od 103,27
+ 3,20 do 0,65 + 0,20 um dla emulsji W/O z B- likopenem. Wszystkie te wyniki potwierdzity dane
uzyskane w wielu pomiarach rozpraszania $wiatla, w ktorych czastki emulsji O/W wykazywaty
tendencje do aglomeracji. Dane przedstawione w tabeli 4 nie wykazaly istotnych roznic w rozkladzie

14|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

wielkosci czastek emulsji W/O zawierajacej rézne karotenoidy przechowywane w tych samych
warunkach.

Tab. 4. Rozktad wielkosci czastek i $rednia wazona objetos¢ D [4,3] i D [3,2] emulsji W/O
przechowywanej w ciemnosci.

Przechowywane w ciemnosci [pum]

Emulsja typu

W/O D43 D@2 D.y D (05 D (0.9)
B-karoten 3.91+0.26 0.61£0.06 0.20+0.01 2.84+0.43 9.74+0.32
Likopen 3.81+0.09 0.65+0.02 0.21+0.01 3.16+0.18 8.78+0.22
Astaksantyna 3.74+0.11 0.69+0.03 0.22+0.01 2.84+0.14 9.08+0.15

Jedynie w przypadku emulsji O/W (B) zmiany w rozktadzie wielkosci czastek nie byly
obserwowane po zastosowaniu ultradzwieckoéw. Na rysunku 9 przedstawiono wplyw ultradzwiekow
na rozktad wielkosci czgstek w emulsji O/W (B) z B -karotenem przechowywanym w $wietle
dziennym. Objetosciowa wazona $rednia Srednica D (4,3) i Srednia powierzchnia objg¢tosciowa D
(3,2) powierzchni pozostawaty state podczas pomiaréw wykonywanych z i bez uzycia ultradzwickow
(2,05 £ 0,01 pm i 1,60 £ 0,02 pwm). Dane te sa zgodne z wynikami uzyskanymi przy uzyciu
wielokrotnego rozpraszania $wiatla, przy czym emulsja O/W (B) byta najbardziej stabilng emulsja
1 nie zaobserwowano prawie zadnych zmian w wielko$ciach czastek. Ponadto nalezy doda¢, ze
emulsja O/W (B) zawierajaca karotenoidy wykazywata rowniez dobra stabilno$¢ w czasie, poniewaz
rozktad wielkosci kropelek nie zmieniat si¢ znaczaco.

Particle Size Distribution
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Rys. 9. Wpltyw ultradzwigkéw na rozktad wielkosci czastek emulsji O/W (B) z B-karoten
przechowywanej w $wietle dziennym (czerwona linia - pomiary wykonane bez ultradzwickow,
zielona linia - pomiary wykonane za pomocag ultradzwigkoéw).

4. Wnhnioski

Wyniki dowiodly, Zze nowe metody analityczne, takie jak wielokrotne rozpraszanie §wiatta
i dyfrakcja laserowa, moga by¢ z powodzeniem stosowane w celu okreslenia stabilnoséci roznych
formulacji zawierajacych karotenoidy. Najbardziej stabilna okazala si¢ emulsja typu O/W (B), ktora
zostata przygotowana w procesie na zimno bez stapiania sktadnikow. Obecno$¢ autoemulgatora moze
mie¢ wplyw na utrzymanie najnizszego napigcia mi¢dzyfazowego migdzy fazami, w ten sposob
zwigkszono stabilno$¢ tego preparatu. Rozktad wielkosci czastek emulsji typu O/W (B) pozostawat
staty podczas pomiar6w wykonywanych z ultradzwigkiem i bez niego. Ponadto nie zaobserwowano
znaczacych zmian w wielkosci kropel emuls;ji niezaleznie od uzytych karotenoidow. Okazato sig, ze
dodanie substancji czynnej, takiej jak astaksantyna, p-karoten lub likopen, nie miato wptywu na
stabilno$¢ emulsji. Ponadto okazalo sig, ze wielko$¢ czastek nie zmienila si¢ znaczaco w réznych
warunkach. Stabilno$¢ emulsji zalezy gtdéwnie od metod przygotowania i zastosowanego emulgatora.
Na podstawie przeprowadzonych badan, stwierdzitam ze wielokrotne rozpraszanie swiatla (MLS)
pozwala na charakteryzacj¢ emulsji bez rozcienczania, a dyfrakcja laserowa (LD) umozliwia
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charakterystyke emulsji w szerokim zakresie wielkos$ci czgstek (0,01 do 1000 um).Udowodniono, ze
metody te charakteryzuja si¢ szybkim i prostym sposobem opisania zjawisk niestabilnosci
w emulsjach. Proponowane techniki, takie jak MLS (oparte na analizie czasowych fluktuacji
intensywnos$ci $wiatta rozproszonego) i LD (na podstawie analizy zaleznosci katowej nate¢zenia
$wiatla rozproszonego za pomoca teorii Mie) musza by¢ stosowane w celu dokladnej i powtarzalne;j
weryfikacji integralnosci dowolna emulsja.
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2. Wilasciwosci olejkow eterycznych stosowanych w kosmetologii
z uwzglednieniem skutecznosci antybakteryjnej na przykladzie

olejkow eterycznych z Lawendy
Properties of essential oils used in cosmetology with regard to antibacterial
effectiveness on the example of Lavender essential oils

Majszyk-Swiatek Marta
Wydziat Nauk o Zdrowiu, Wyzsza Szkota Inzynierii i Zdrowia w Warszawie

Majszyk-Swiatek Marta: majszyk.m@gmail.com
Stowa kluczowe: drobnoustroje, rosliny, bezpieczenstwo

Streszczenie

Olejki eteryczne stanowia ciaggly przedmiot badan. Dzigki swoim wlasciwoSciom zostaly
wykorzystane takze w kosmetologii, jako substancje wptywajace na eliminowanie drobnoustrojow
na skorze. Wstep pracy stanowi informacje o olejkach eterycznych i ich zastosowanieu. Ich dziatanie
wigze si¢ z zastosowanie odpowiedniej dawki, umozliwiajgcej skuteczne dziatanie, przy mozliwie jak
najskuteczniejszej redukcji skutkdw ubocznych. Wykorzystywanie olejkéw eterycznych w pracy
kosmetologa wiaze si¢ z wpisaniem w obecnie panujacy nurt zdrowego stylu zycia i powrotu do
holistycznego podejscia do klienta. W opracowaniu znalazly si¢ informacje o dziataniu olejkow
eterycznych na drobnoustroje ze szczegdlnym uwzglednieniem olejkéw pozyskiwanych z Lawnedy.
Podsumowanie stanowi konkluzj¢ stosowania olejkow eterycznych jako substancji
przeciwdrobnoustrojowych oraz wpisanie si¢ w nurt zdrowego stylu zycia, coraz powszechniejszy
wérad klientow gabinetow kosmetologicznych.

1. Wstep

Zainteresowanie wyrobami naturalnymi w tym olejkami eterycznymi to wynik rosnacej
mody na zdrowy tryb zycia, poszukiwania rozwigzania problemu powszechnie wystepujacych
alergii, czesto o niezdiagnozowanym podtozu, oraz towarzyszacych im schorzen dermatologicznych,
ktére bardzo czesto kojarzone sg z surowcami syntetycznymi. (Smigielski i in. 2008).

Na drodze przeprowadzonych do tej pory roznorakich badan substancje naturalne, w tym
przypadku olejki eteryczne, sa w wigkszosci lepiej tolerowane przez organizm niz zwigzki
otrzymywane na drodze chemicznej. Nie sa one jednak do konca bezpieczng alternatywa, gdyz
niektore z nich dziataja draznigco na skore i wywotuja alergie, w momencie dobrania ztej dawki.
(Kleniewska 1998).

Olejki eteryczne w odpowiednim stezeniu s3 alternatywa dla wielu $rodkow
antybakteryjnych stosowanych w kosmetologii. Moga by¢ wykorzystywane jako preparaty
wspomagajace leczenie przy tradziku pospolitym, zmianach bakteryjnych skory czy innych
schorzeniach skory z udziatem drobnoustrojow.

2. Opis zagadnienia

Olejki eteryczne stanowia plynne, wielosktadnikowe mieszaniny lotne, nierozpuszczajgce
si¢ w wodzie, majace okreslony zapach. Sa produktami skomplikowanych procesow biosyntezy
zachodzacych w roslinie. Bardzo dobrze rozpuszczaja si¢ w alkoholach, chloroformie, eterze,
benzenie, thuszczach, olejach roslinnych lub mineralnych, woskach i innych olejkach eterycznych. Sg
cieczami na ogot bezbarwnymi lub jasnozottymi, a niekiedy o innych charakterystycznych barwach
(Wojcik 1999).

Zwigzki organiczne jakie mozna znalez{ w olejkach eterycznych to terpeny (mono
i seskwiterpeny), alkohole (terpenowe, thuszczowe i alifatyczne), pochodne fenylopropanu, aldehydy,
ketony, estry, laktony, tlenki (np. siarki, azotu), nitryle i kwasy organiczne (Kasprzykowska i in.
2014). Zdarza si¢, ze niektore sktadniki gromadza si¢ w olejkach w bardzo duzej ilosci tak, ze
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krystalizuja w nich i moga by¢ latwo otrzymywane bezposrednio lub przez wymrazanie olejku
(Ozarowski i Jaroniewski 1987).

Wisrdd okoto 400 tysiecy gatunkow roslin wystepujacych na swiecie, zdolno$¢ do syntezy
olejkéw ma tylko nieco wigcej niz 2 tysigce gatunkow, nalezacych do okoto 295 rodzin. Najwigcej
ro$lin syntetyzujacych olejki eteryczne pochodzi ze strefy zwrotnikowej. Najwiecej olejkéw mozna
pozyska¢ z ro$lin sklasyfikowanych w rodzinach wargowych, blaszkowatych, ztozonych,
imbirowatych, skalnicowatych i bodziszkowatych. Spotykane sg cz¢sto u roslin nagonasiennych.

Olejki sa produktami przemiany materii u roslin. Petnig funkcje atraktantu (przyciagaja
owady), repelentu (odstraszaja szkodniki), ochronng (antyseptyczna i promieniochronna) oraz
informacyjna. Sg wytwarzane i magazynowane w wysoko rozwinigtych strukturach anatomicznych
roéliny, takich jak gruczoty, komoérki, mieszki i kanaty olejkowe zewnatrz- lub wewnatrz-tkankowe
(Kasprzykowska i in. 2014). Olejki eteryczne pozyskuje si¢ ze $wiezych i suchych czgsci roélin:
kwiatow, nasion, owocow, lisci, kory, drewna, korzeni lub klaczy. Czestym zjawiskiem jest
otrzymywanie z roznych czesci tej samej rosliny rozniacych si¢ znacznie sktadem olejkoéw (Wojcik
1999). Rodzaj wydzielanego aromatu zalezy gldéwnie od gatunku i odmiany ro$liny. Jednak wazne
jest takze w jakim stadium rozwojowym znajduje si¢ aktualnie roslina, jakie sa warunki klimatyczne
oraz pora dnia, gdyz wszystkie te aspekty moga wptywac na wlasciwosci pozyskiwanego olejku. Ilos¢
olejkow znajdujacych si¢ w roslinach nie jest liczbg sztywna i waha si¢ w bardzo szerokich granicach
od czescei tysiecznych procenta do kilkunastu procent (Ozarowski i Jaroniewski 1987).

Najpowszechniejszg metodg otrzymywania olejkow eterycznych z surowcow roslinnych jest
destylacja z parg wodng. Surowce migsiste, zawierajace duze ilosci olejkow pozyskuje si¢ przez
wytlaczanie. Mozna je takze ekstrahowa¢ z roéznymi rozpuszczalnikami takimi jak alkohole.
W ostatnich latach probuje si¢ metody ekstrakcji skroplonymi gazami np. CO2. Proces ten jest drogi,
ale jego zaleta polega na otrzymaniu olejkéw majacych swoj endogenny sktad i oryginalny zapach
(Wojcik 1999).

Olejki eteryczne stosowane miejscowo charakteryzuja si¢ duza skuteczno$cig
antybakteryjna, gdyz zawieraja lipofilowe zwiazki o bardzo matych czasteczkach, zdolnych do
penetracji do glebszych warstw skory i dziataja na lipidowe czgsci blon komoérkowych. Odpowiednio
dobrane mieszaniny naturalnych olejkow eterycznych pelnia funkcje przeciwdrobnoustrojowe oraz
surowcow o okreslonej aktywnos$ci biologicznej. Dodatkowo wprowadzenie do sktadu kosmetyku
olejkow w znaczacym stopniu zmniejsza udzial tradycyjnych substancji bakteriobdjczych
i grzybobdjczych stosowanych w kosmetykach (Herman 2013). Silna aktywnos$¢ biologiczna olejkow
eterycznych warunkuje ich najskuteczniejsze wilasciwosci antydrobnoustrojowe, ze wszystkich
substancji naturalnych i sztucznych. Charakterystyczng cecha jest synergizm dziatania réznych
olejkow w mieszankach i olejkéw wraz z antybiotykami. Efekt inhibitujacy olejkéw moze byé
wzmocniony przez zastosowanie odpowiednich czynnikéw, m.in. niskie pH, niska temperatura,
obecnos$¢ substancji typu chelatoréw czy kwasu mlekowego. Wymienione zwiazki zwigkszaja
przepuszczalno§¢ blon komoérkowych, drobnoustrojow i czynia je wrazliwymi na dzialanie
czynnikdw bodjczych. Obecnie rosnie znaczaco oporno$¢ drobnoustrojow na dostepne preparaty
przeciwdrobnoustrojowe. Prowadzone s3 badania nad mozliwo$ciami wykorzystywania produktéw
ro$linnych nie tylko jako preparaty dziatajace bezposrednio biostatycznie lub biobdjczo, ale tez jako
czynniki modelujace oporno$¢ mikroorganizméw lub obnizajace ich wirulencje (Budzynska
i Rozalska 2012).

Jednym z przedstawionych mechanizméw toksyczno$ci olejkéw eterycznych lub ich
terpenoidowych sktadnikéw wobec bakterii jest koagulacja cytoplazmy oraz permeabilizacja blony
komoérkowej, ktéra powoduje nadmierna utrate jonéw (wapnia, potasu) i w rezultacie obniza potencjat
btonowy, zaburzajac funkcjonowanie pomp protonowych i zwigzanego z tym zmniejszenia puli
wewnatrzkomorkowego ATP. Uszkodzenie $ciany oraz btony komoérkowej prowadzi w ostatecznosci
do lizy komorki bakterii. Cytotoksyczne dziatanie olejkow eterycznych zaobserwowano in vitro
w stosunku do wielu rodzajow drobnoustrojow, zwlaszcza bakterii Gram — dodatnich. Olejki
eteryczne s3 coraz cze¢sciej brane pod uwagg jako potencjalne substancje przeciwbakteryjne. Zaleta
stosowania ich w terapii jest brak mozliwosci powstania opornosci wsrod bakterii oraz ich mata
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toksyczno$¢ (Krol i in. 2013). Ich cecha jest takze szybki efekt i dlugotrwato§¢ dzialania
przeciwbakteryjnego.

Szereg aktywnosci sktadnikow olejkow eterycznych mozna przedstawi¢ jako: fenole >
aldehydy > alkohole > estry/etery > weglowodory. Najsilniejsze dziatanie majg fenole ze wzglgdu na
kwasowy charakter grupy hydroksylowej, ktora moze tworzy¢ wigzania wodorowe z centrum
aktywnym enzymu. Olejki, gdzie gldéwnym skladnikiem sg fenole, dzialaja na bakterie najsilniej,
majac jednoczesnie najszersze spektrum dziatania. Troch¢ mniej aktywne sa olejki, gdzie dominuja
w sktadzie alkohole (Kalemba 1998).

Oceniajac aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa olejkow eterycznych wykorzystuje si¢
najczesciej ogdlnie przyjete metody do badania wihasciwosci antybiotycznych, z pewnymi
przeksztalceniami, wynikajacymi ze szczeg6lnych wiasciwosci olejkow. Nalezy pamigtac, ze olejki
sg lotne wigc dos§wiadczenie dobiera si¢ tak aby nie odparowywaty w trakcie analizy. Dodatkowo
olejki nie rozpuszczajg si¢ w wodzie wigc przed wprowadzeniem ich do hodowli nalezy je rozpusci¢
w odpowiednim rozpuszczalniku organicznym, ktéry jednoczesnie nie bedzie mial wptywu na wzrost
i rozw0j drobnoustrojow.

Metody oceny wiasciwosci bakteriobdjczych olejkow eterycznych

Do dwoch podstawowych grup metod, uzywanych do oceny aktywno$ci antybakteryjne;j
olejkow eterycznych naleza :
e metoda agarowo-dyfuzyjna (krazkowa i studzienkowa)
¢ metoda rozcienczen/mikrorozcienczen (agarowa w hodowli ptynnej) (Kalemba 1998).

Metoda agarowo-dyfuzyjna jest najbardziej rozpowszechniona, cho¢ daje tylko wynik p6t-
ilosciowy. Umozliwia ona ocenienic w prosty sposob stopnia zahamowania wzrostu
mikroorganizméw oraz ich zmiany morfologiczne. Stopien skuteczno$ci olejku ocenia si¢ przez
wielko$¢ strefy zahamowania rozwoju mikroorganizmu na ptytce, podawanej jako $rednica tej strefy.
W metodzie rozcienczen popularna stata si¢ metoda mikrorozcienczen. Hodowle agarowa prowadzi
si¢ na ptytkach Periego, a ptynne w kolbach stozkowych. W hodowli, w kolbie okresla si¢ indeks
zahamowania rozwoju (procent), a w hodowlach, w probkach turbidymetrycznie lub po przeniesieniu
danej ilosci hodowli na plytke agarowa, po inkubacji odbywa si¢ liczenie kolonii. Dla wszystkich
metod rozcienczeniowych wyniki podaje sie¢ okre$lajac indeks zahamowania rozwoju
mikroorganizméw podawany w procentach oraz liczony w stosunku do proby kontrolnej bez olejku
eterycznego, a takze okre$lajagc minimalne stezenie — MIC (ang. Minimal Inhibitory Concentration)
(lub maksymalne rozcienczenie - MID) hamujace rozwoj mikroorganizmu lub minimalne st¢zenie
bojcze — MBC (ang. Minimal Bactericidal Concentration). Minimalne st¢zenie hamujace
charakteryzuje si¢ najczesciej jako najnizsze stgzenie olejku eterycznego w podtozu, przy ktérym nie
obserwuje si¢ zadnego wzrostu mikroorganizméw. Najniz3sze wyjsciowe stezenie olejku, dla ktdrego
nie obserwuje si¢ wzrostu, to minimalne st¢zenie bojcze. Czasem jako minimalne st¢zenie letalne —
MLC (ang. Minimal Lethal Concentration) przyjmuje si¢ stezenie, przy ktorym zniszczone jest >
99,9% wyjsciowego inoculum (Kalemba 1998).

Okreslono, ze sktadniki olejkow eterycznych przez posiadanie wtasciwos$ci lipofilowych,
niszcza $ciany komdrkowe i blone cytoplazmatyczng bakterii i grzybow, co prowadzi do wycieku
cytoplazmy i jej koagulacji. Olejki eteryczne hamujg takze synteze DNA, RNA, protein
i polisacharydow oraz produkcje enzyméw. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa olejkow
eterycznych uwarunkowana jest aktywnoscig poszczegolnych sktadnikéw antybakteryjnych w nich
zawartych. Wystepuje korzystny efekt synergistyczny sktadnika danego olejku lecz moze by¢ on
takze niekorzystny przez efekt antagonistyczny, ostabiajacy dziatanie olejku eterycznego
w porownaniu z dziataniem jego sktadnikow (Adams i in. 1996).

Lawenda

Lawenda (Lavandula L.) jest rosling z rodziny wargowych, liczacych okoto 48
polimorficznych gatunkow. Najefektywniejsze pozyskiwanie (3-3,5 tony §wiezych kwiatostanow

20|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

z 1 ha) odbywa si¢ w trzecim, czwartym roku ro$liny. Kwiatostany zostaja $cigte po uplywie 1-1,5
tygodnia od rozkwitnigcia pierwszych kwiatow. Z kwiatostanéw od razu pozyskuje si¢ olejek.

Najwigksze znaczenie olejkowe majg trzy gatunki:
e Lawenda waskolistna inaczej zwana prawdziwa, z ktorej pozyskuje si¢ olejek lawendowy,
e Lawenda szerokolistna (tzw. Spika), ktora hodowana jest do uzyskania olejku spikowego,
e Lawendyna stanowigca hybryde dwoch w/w gatunkow, stuzaca do pozyskiwania olejku
lawandynowego.

Lawenda to wiecznie zielony poétkrzew (40-70 cm), wystepujacy dziko w krajach basenu
Morza Srédziemnego. Ma mate, pachngce, niebiesko-fioletowe kwiaty, ktérych kwitnienie przypada
na przetom lipca i sierpnia. Hodowana na plantacjach w takich krajach jak Francja, Bulgaria,
Hiszpania, Portugalia, Wiochy i kraje bylego ZSSR. Zbiory kwiatéw sa roztozone w czasie, nawet do
40 dni, gdyz odmiany wczesne zaczynaja kwitnaé juz w potowie czerwca, a pézne na poczatku
sierpnia. Kwiatostany pozyskiwane s3 mechanicznie poprzez $ciecie kwiatostanow i poddanie ich od
razu destylacji z parg wodng. Proces ten trwa okoto pottorej godziny, po czym destylat zbiera si¢ do
flaszek florentynskich, dekantuje, suszy i filtruje (Goéra i Lis 2012).

Olejek lawendowy

Olejek lawendowy stanowi bezbarwna, ewentualnie 76lta ciecz, o bardzo
charakterystycznym, §wiezym zapachu. Wykryto w olejku ponad 300 sktadnikéw. Nalezy pamigtac
ze stezenie sktadnikow olejku zmienia si¢ w zaleznos$ci od pory roku, warunkoéw atmosferycznych
oraz od dojrzatosci rosliny w czasie zbioru. Proces pozyskiwania olejku takze powoduje roznice
w jego sktadzie. Przy wczesniej wspomnianej destylacji z parg wodng wzrasta zawarto$¢ a-terpineolu
i linalolu w stosunku do octanu linalilu w poréwnaniu z olejkami otrzymywanymi droga ekstrakcji
nadkrystalicznej.

Do najwazniejszych sktadnikéw nalezg linalol (zawarto$¢ 20-40%) oraz octan linalilu (15-
45%) zawarte w olejku w formie lewoskretnej. Dzigki ich iloSci rozpoznaje si¢ jakos¢ olejku.
(Kasprzykowska i in. 2014).

Farmakopea Polska VIII okreSla w olejku lawendowym zawarto$¢ nastgpujacych
sktadnikéw: limonen (ponizej 1%), cyneol (ponizej 2,5%), oktan-3-on (0,1-2,5%), kamfora (ponizej
1,2%), linalol (20-40%), octan linalilu (25-46%), terpinen-4-ol (0,1-6%), octan lawandulilu (powyzej
0,2%), lawanduol (powyzej 0,1%), a-terpineol (ponizej 2%) (Farmakopea Polska 2008).

Olejek lawendowy zostat jako jeden z pierwszych wykorzystany jako srodek antyseptyczny
1 przyspieszajacy gojenie si¢ ran, oparzen i podraznien skory, Lagodzi on skutki ukgszen owadow,
poparzenia stoneczne, rézne rodzaje tradziku, egzemy, stany zapalne skoéry i dermatozy (Brud
i Konopacka-Brud 2001). Wykazano takze Ze olejek lawendowy zdolny jest do zahamowania
wzrostu metcylinowrazliwych — MSSA (ang. Methicillin-Sensitive Staphylococcus aureus) oraz
metycylinoopornych szczepow S. aureus — MRSA (ang. Methicyllin-Resistant Staphylococcus
aureus), w stezeniu nizszym niz 1%. Dowiedziono ze linalol jest aktywnym, przeciwbakteryjnym
zwigzkiem przeciw standardowemu szczepowi S. aureus (Krol i in. 2013).

Olejek ten ma bardzo wazne przeciwwskazanie. Nie moze by¢ uzywany przez kobiety
w pierwszych miesigcach cigzy, szczegélnie jesli wezeéniej poronity. Olejek ten nie pelni silnej
funkcji przeciwbakteryjnej w przypadku powazniejszych infekcji. Jednak to nie wyklucza jego
wysokiej uzytecznosci jako $rodek profilaktyczny lub stosowany miejscowo przeciw infekcjom
zewngtrznym.

Olejek lawendowy ze wzgledu na dos¢ wysoka ceng pozyskiwania moze by¢ fatszowany
przez dodanie tanszego olejku lawandynowego Iub spikowego, albo przez dodanie syntetycznych
produktow (Kasprzykowska i in. 2014).

21|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Olejek spikowy

Pozyskuje si¢ go z podsuszonego na powietrzu ziela Lawendy szerokolistnej. Rocznie
produkuje si¢ okoto 200 ton olejku spikowego, z czego 75% w Hiszpanii i Portugali. Z jednej tony
ziela otrzymuje si¢ okoto 10 kilogramow olejku, wydajnosc¢ to 1%.

Jest to zoltobrgzowa ciecz o kwiatowo-kamforowym zapachu. Wykryto w nim ponad 350
zwigzkow z czego gtdéwnymi sg linalol (25-45%), 1,8-cyneol (25-35%) oraz kamfora (10-25%) (Géra
i Lis 2012).

Olejek lawandynowy

Powstata w procesie samorzutnej hybrydyzacji lawandyna jest bardzo bujna wzrostem
i plennoscig co przeklada si¢ na ilo$¢ pozyskiwanego z niej olejku. Z 1 tony uzyskuje si¢ 25-40
kilograméw olejku. Najbardziej znanymi odmianami to Abrialis, Grosso, Provence i Super. Glowne
sktadniki olejku stanowig linalol (20-40%), octan linalilu (15-30%), 1,8-cyneol (5-15%) i kamfora
(5-15%). Z lawendyny dodatkowo pozyskuje si¢ hydrolat majacy bardzo dobre wiasciwosci
bakteriobdjcze na skorg. Jego glownymi sktadnikami sa: linalol (60%), a-terpineol (9%), geraniol
(5%) oraz terpinen-4-ol (4%)(Gora i Lis 2012).

Olejek lawendowy ma najlepsze wlasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowe szerokiego spektrum,
przez duza zawarto§¢ roznorakich sktadnikow antybakteryjnych w skladzie. W pracy
wyszczegolniono iloéci substancji przeciwdrobnoustrojowych przy kazdym z opisywanych olejkow.

3. Podsumowanie i wnioski

Olejki eteryczne stanowig cenny surowiec dla przemystu kosmetycznego, zapewniajac
pozadane whasciwosci, ochrong mikrobiologiczng oraz przyjemny zapach. Ich obecnos¢ bardzo
czgsto pozwala wyeliminowac badz znaczaco zredukowaé w wyrobie zuzycie szkodliwych substancji
pochodzenia syntetycznego. Tym samym olejki eteryczne nie maja negatywnego wplywu na
srodowisko naturalne. Obiecujace wyniki badan in vitro uzasadniajg koniecznos$¢ i zachecajg do
prowadzenia dalszych analiz potwierdzajacych skuteczno$¢ antybakteryjng olejkoéw eterycznych in
vivo oraz oceng ewentualnych dziatan niepozadanych. Kosmetolodzy coraz chetniej siggaja po olejki
eteryczne ze wzgledu na upodobania samych klientow oraz trendy panujace na rynku wspomniane na
poczatku pracy. Wiasciwosci antybakteryjne olejkow eterycznych przektadajg si¢ na stosowanie ich
w formulacjach kosmetycznych. Dzigki nim mozliwe jest zmniejszenie lub calkowita eliminacja
konserwantu przy zachowaniu bezpieczenstwa mikrobiologicznego produktu.
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3. Modulacja allosteryczna receptoréw opioidowych
Allosteric modulation of opioid receptors
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Abstrakt

Receptory sprzezone z biatkiem G (GPRC) pelnig zasadnicza funkcje w wigkszosci
proceséw  fizjologicznych regulujacych prace komorki. Relatywnie niedawno opisano
skomplikowane mechanizmy aktywacji i inhibicji tych receptoréw. Dzigki intensywnie
prowadzonym badaniom w osrodkach naukowych na catym $wiecie, poszerzamy nasza wiedz¢ na
temat struktury tych receptoréw oraz ich wptywu na przebieg proceséw komérkowych. Receptory
opioidowe naleza do rodopsynoodobnych GPRC (klasa A), a ich aktywacja powoduje uruchomienie
kaskady wewnatrzkomorkowych przekaznikow z finalnym skutkiem w postaci analgezji. Receptory
opioidowe stanowia gtowny cel dziatania lekow przeciwbolowych stosowanych w terapii zard6wno
ostrego i przewlektego bolu. Klasyczne opiaty takie jak morfina czy kodeina obok silnego
znieczulenia, wywoluja rowniez szereg dziatan niepozadanych, w tym uzaleznienie, depresj¢ osrodka
oddechowego, eufori¢ czy tolerancje, ktore to skutki ograniczaja mozliwo§¢ ich szerokiego
wykorzystania. Ostatnie dekady przyniosly przetom w podejsciu do modulacji aktywnosci
receptorow opioidowych. Nowe kierunki badan obejmuja zastosowanie biased agonistow oraz
ligandéw allosterycznych, ktore wykazujg bezpieczniejszy profil dziatania klinicznego, a przez to
w niedalekiej przysztosci beda mogly uzupehié terapi¢ przeciwbdlowa, a moze nawet zastgpié
obecnie stosowane analgetyki.

1. Wstep

Przez wiele lat projektowanie nowych lekow opierato si¢ w gtdéwnej mierze na poszukiwaniu
takich zwiazkow, ktore wpasowywatyby si¢ do centrum aktywnego receptora, a przez to wywieraty
dziatanie agonistyczne badz antagonistyczne. Nowym kierunkiem aktualnie prowadzonych
programoéw badawczych jest modulacja allosteryczna, dzigki ktorej mozna wptywaé na zdolno$¢
receptorow do wigzania si¢ z ligandem ortosterycznym, ktéory z kolei aktywuje szlaki
wewnatrzkomorkowe. Otrzymanie tego rodzaju zwigzkdéw otwiera nowa droge do farmakoterapii
celowanej na konkretne podtypy receptorow, a jednocze$nie mogloby wyeliminowa¢ dziatania
niepozadane typowe dla klasycznych ligandow ortosterycznych. Szczegdlne znaczenie odgrywaja
tutaj receptory z rodziny GPCR, ktore stanowig cel dziatania okoto potowy aktualnie stosowanych
lekéw przeciwbolowych. Ze wzgledu na ich zblizona budowe¢ aminokwasowa, otrzymanie silnie
wybiorczych dla ligandow jest niemal nieosiagalne, natomiast wykorzystanie centrum
allosterycznego receptora moze by¢ kluczem do rozwigzania tego problemu. W lecznictwie
wykorzystywane sa modulatory allosteryczne receptorow GABA, adenozynowych, glutaminowych
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oraz muskarynowych. Przez ostatnie lata trwaly intensywne prace nad otrzymaniem pozytywnych
modulatoréw receptoréw opioidowych, co moze stanowié¢ przetom w farmakoterapii bolu (Law i in.
2013).

2. Opis zagadnienia

Leki przeciwbdlowe sa jednymi z najczgsciej stowanych farmaceutykéw na $wiecie.
Chronicznego bolu kazdego dnia do§wiadcza okoto 20% spoteczenstwa europejskiego (Tolle 2016).
Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) stanowig pierwszy wybor w drabinie analgetyczne;j.
Blokuja one cyklooksygenaze prostaglandynowa (COX), a przez to dajg efekt przeciwbdlowy,
przeciwzapalny i przeciwgoraczkowy. Jednak ze wzgledu na swoje dziatania niepozadane, w tym
uszkodzenie $luzéwki Zotadka, ototoksyczno$¢, nefrotoksyczno$é, hepatotoksyczno$é, zaburzenia
krzepnigcia krwi oraz wiele innych, a jednoczesnie stosunkowo niska skuteczno$¢ w leczeniu silnego
bolu, nierzadko istnieje potrzeba zastosowania silniejszych lekow przeciwbdlowych, takich jak
opioidy. Dostepne na rynku klasyczne opiaty wykazuja szereg dziatan ubocznych, takich jak depresja
oddechowa, uzaleznienie, sennos$¢, euforia, zawroty glowy i rozwdj tolerancji, co znacznie ogranicza
ich powszechne zastosowanie. Stad koniecznym wydaje si¢ poszukanie nowych substancji
terapeutycznych, ktore dajac efekt silnej analgezji, jednoczesnie bgda wykazywaty dobry profil
bezpieczenstwa klinicznego. (Kostowski i Herman 2013).

Jednym z nowych kierunkéw badan naukowych jest poszukiwanie pozytywnych
modulatoréw allosterycznych (PAM). Zwiazki te stabilizuja konformacj¢ aktywna receptorow
opioidowych i ulatwiaja zwigzanie ligandow ortosterycznych, a przez to zwickszaja ich
powinowactwo i/lub sile dziatania (Bernstein i Dillon 2014). Zastosowanie modulatorow
allosterycznych moze pozwoli¢ na ograniczenie dawek klasycznych opiatow lub wrecz rezygnacje
z ich wykorzystania, a przez to wyeliminowanie dziatan niepozadanych typowych dla tej klasy lekow.
Dodatkowym argumentem za wykorzystaniem modulator6w jest brak mozliwosci ich
przedawkowania oraz wytworzenia tolerancji ze wzgledu na wystepowanie efektu wysycenia.
Obecnie trwajg intensywne badania biologiczne nad pierwszymi otrzymanymi ligandami z tej grupy
(Wang i in. 2009).

3. Przeglad literaturowy

Budowa i wystgpowanie receptorow opioidowych

Receptory opioidowe naleza do klasy rodopsynopodobnych biatek sprzezonych z biatkiem
G (klasa A) oraz nadrodziny receptorow metabotropowych. Zbudowane sg z pojedynczego tancucha
peptydowego tworzacego 7 membran transblonowych potaczonych trzema petlami zewnatrz-
i czterema wewnatrzkomorkowymi. Koniec posiadajacy wolng grupe aminowsg znajduje si¢ na
zewnatrz komorki (N-koniec), natomiast koniec karboksylowy (C-koniec) potozony jest po
wewnetrznej stronie w cytozolu i jest miejscem fosforylacji receptora w procesie desentytyzacji.
Wedlug najnowszej klasyfikacji wyrézniamy trzy typy klasycznych receptorow opioidowych: DOP
(6), KOP (k) i MOP (n) oraz opioidopodobny receptor dla nocyceptyny N/OFQ (ORL1).
Zaangazowane sg one w mechanizmy odczuwania i modulacji bolu, strachu i przyjemnosci,
uzaleznienia fizycznego organizmu, stany depresyjne, wywieraja rowniez wplyw na tgtno i wartosci
cis$nienia t¢tniczego oraz sg waznym czynnikiem regulacji proceséw zapalnych (Chadziniska 2007).
Najsilniejszy efekt analgetyczny wywotuje aktywacja MOP (p). Aktywacja poszczegdlnych
podtypow receptoréw przynosi odmienne efekty kliniczne - w przypadku DOP mamy do czynienia
z dzialaniem przeciwdepresyjnym, natomiast KOP zwiazany jest z uzaleznieniem oraz euforig.
Receptory opioidowe najczesciej wystepujg w postaci hetero- i homo-dimerow (Jordan i Devi 1999).
Kluczowa role w wigzaniu ligandow w receptorze MOP peli petla zewngtrzkomoérkowa 1,
w przypadku DOP domeny przezbtonowe V, VI i VII, natomiast w KOP domena transbtonowa IV
i petla zewnatrzkomoérkowa II (Chaturvedi i in. 2000). Receptory opioidowe wystepuja zardwno
w osrodkowym uktadzie nerwowy (szczegodlnie w korze nowej, hipokampie, wzgorzu, prazkowiu,
ciele migdatowatym, jadrze pasma samotnego), zakonczeniach nerwow czuciowych oraz w tkankach
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nieneuronalnych (srodbtonek serca, pluca, migsnie gtadkie, przewdd pokarmowy oraz komorki
uktadu immunologicznego - min. limfocyty i makrofagi). (Przewtocki i Przewlocka 2001).

Przekazanie sygnatu do wnetrza komorki i aktywacja biatka G

Zewnatrzkomoérkowa czasteczka o wlasciwosciach agonistycznych wiaze si¢ z receptorem
opioidowym, przez co umozliwia zmiane¢ jego konformacji. Efekt ten jest wywotany modyfikacja
przestrzennego oddziatywania miedzy helisami (oddziatywania hydrofobowe, jonowe i wigzania
wodorowe). W tym czasie czg¢$¢ wewnatrzkomorkowa receptora aktywuje biatko G, bedace trimerem
ztozonym z trzech jednostek - a, B oraz y. W wyniku zwigzania agonisty z receptorem nast¢puje
zmiana konformacji biatka G, fosforylacja difosforanu guanozyny (GDP) do trifosforanu guanozyny
(GTP) i dysocjacja trimeru na jednostk¢ G,-GTP oraz dimer Gg,. Podjednostka o bezposrednio
blokuje cyklaze adenylowa i zmniejsza stezenie 3°,5°-cyklicznego adenozynomonofosforanu (CAMP)
w komorce, a przez to inicjuje wewnatrzkomorkowa kaskade sygnalowa przekaznikow wtornych
wptywajacych na biatka efektorowe (Chen i in. 2000). Pobudzenie receptorow opioidowych skutkuje
réwniez min. zablokowaniem wewnatrzprostowniczych kanatéw potasowych sprzezonych z biatkiem
G (GIRK) i zamknieciem kanalow jonowych zaleznych od wapnia, a przez to zmniejszeniem
wewnatrzkomoérkowego stezenie Ca®*, hiperpolaryzacja blony komérkowej, hamowaniem
wydzielania substancji P i innych mediatorow bolu. Podjednostka o wykazuje aktywnos¢ GTP-azy,
w zwiazku z czym ma zdolno$¢ do hydrolizy GTP do GDP oraz reszty fosforanowej oraz ponownego
taczenia si¢ w kompleks z podjednostkami B i y w nieaktywny trimer (Pociecha i in. 2015).

Rola B-arrestyny w sygnalizacji wewnatrzkomorkowe;j

Szczegblne znaczenie w aktywnosci receptorow opioidowych posiada beta-arestyna. Peni
ona bardzo wazng funkcje w procesie desentytyzacji receptoréw. W nastgpstwie uruchomienia
kaskady sygnowej przez bialko G, nastgpuje fosorylacja wewnatrzkomorkowej C-koncowej
membrany receptora, a nastgpnie aktywacja beta-arestyny, ktora przytacza si¢ do reszt fosforanowych
receptora i uniemozliwia jego wigzanie do kolejnych biatek G, chronigc tym samym przed ich
nadmiernym pobudzeniem, a przez to utrzymuje wewnatrzkomorkowa homeostaze (Szymiczek i in.
2005). Z badan wynika, ze beta-arrestyna jest jednym z tzw. bialek szkieletowych (ang. scaffold
protein), uczestniczacym w wielu procesach wewnatrzkomorkowych i wptywajacym na skutecznosé
i swoisto$¢ sygnatow przekazywanych przez GPCR (Gendron i in. 2015). Badania na myszach
pozbawionych genu odpowiedzialnego za produkcj¢ beta-arestyny, ktérym podawano przez dtuzszy
okres czasu morfing wykazaty, ze u tych zwierzat w poréwnaniu z grupa kontrolng znacznie rzadziej
wystepowaly dziatania niepozadane charakterystyczne dla opioidow (w tym depresja oddechowa,
zwezenie zrenic, spowolnienie perystaltyki jelit), jednoczesnie znacznie wydtuzyt si¢ u nich okres
wytwarzania tolerancji na podawane dawki i uzaleznienie (Bohn i in. 2002).

Klasyfikacja ligandow ortosterycznych receptoréw opioidowych
Ligand taczac si¢ z centrum aktywnym receptora opioidowego (ligand ortosteryczny)
stabilizuje jedng z jego konformacji, a przez to pobudza badz blokuje aktywnos$¢ i zdolnos¢ do
przekaznictwa wewnatrzkomorkowego.
Wsrdd ligandéw ortosterycznych receptorow opioidowych wyrdzniamy (Feinberg i in.
1976):
e pelnych agonistow - stabilizujg aktywng konformacj¢ receptora, posiadaja aktywnosé
wewnetrzng, uruchamiajg nieselektywnie wszystkie wewnatrzkomorkowe szlaki sygnatowe
(np. endorfina-1 dla receptora MOP, petydyna, fentanyl, [D-Ala?, N-MePhe*, Gly-ol]-
enkephalina);
e czeSciowych agonistow - stabilizujg aktywna konformacj¢ receptora, ale nie powoduja
efektu pelnej aktywacji wewnatrzkomorkowej (np. buprenorfina, morfina);
e Dbiased agonistow - wykazuja funkcjonalng selektywno$¢, powoduja wybiodrcze
uruchomienie jednego ze szlakow sygnatowych (Stahl i in. 2015);
e odwrotnych agonistow - stabilizujg konformacj¢ nieaktywna receptora i nie posiadaja przy
tym aktywno$ci wewngtrznej (np. naltrekson);
e antagonistow - blokuja receptor i hamuja przekaznictwo wewnatrzkomorkowe, maja
zdolno$¢ ostabiania lub znoszenia dzialania agonistow receptora (np. nalokson).
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Endogenne ligandy receptoréw opioidowych

Mianem opioidow okre§lamy substancje wplywajace na receptory opioidowe. Naleza do
nich opiaty naturalnie wystepujace (min. alkaloidy wystepujace w opium oraz ich pochodne),
pochodne syntetyczne opiatow oraz endogenne peptydy.

W latach 70-tych XX wieku odkryto naturalne ligandy receptorow opioidowych, znajdujace
si¢ w ludzkim organizmie. Sa nimi peptydy posiadajace na N-koncu tancucha sekwencje
aminokwasowa Tyr-Gly-Gly-Phe lub Tyr-PRO-Phe/Trp-Phe, nazywang motywem opioidowym
(Ling i in. 1976). Pozostata czes¢ tancuchow polipeptydowych jest specyficzna dla kazdego
z ligandow i odpowiada za ich selektywno$¢ oddzialywania z danym typem receptora opioidowego.
Wsrdd opioidow endogennych wyrdzniamy: 1) endorfiny - najsilniej pobudzaja receptor MOP oraz
DOP, wystepuja glownie w przedniej i srodkowej czesci przysadki mozgowej, jadrze tukowatym
podwzgoérza oraz jadrze pasma samotnego rdzenia, 2) enkefaliny - wykazuja najwyzsze
powinowactwo do recptora DOP, w mniejszym stopniu do MOP, obecne s3 min. w migdzymoézgowiu,
mosécie, moézdzku, hipokampie i $rodmoézgowiu oraz 3) dynorfiny - aktywne wobec KOP,
W mniejszym stopniu wobec DOP, MOP oraz receptora NMDA, wystepuja w ciele migdatowatym,
rdzeniu kregowym, Srédmézgowiu, prazkowiu oraz przysadce mézgowej. Wymienione peptydy sa
produkowane zar6wno w obrebie centralnego uktadu nerwowego jak i w uktadzie pokarmowym,
endokrynnym i immunologicznym. Nocyceptyna jest agonista receptora N/OFQ i wystepuje gtownie
we wiloknach nerwowych rdzenia kregowego, jadrze podwzgérzowym, ciele migdatowatym oraz
jadrze nerwu trojdzielnego. Endogenne peptydy opioidowe nie odznaczaja si¢ selektywnoscia,
wykazuja natomiast mniejsze lub wigksze powinowactwo do wszystkich typow receptorow
opioidowych, a ostateczny efekt ich dziatania jest wypadkows efektdéw wywotanych pobudzeniem
roéznych typow receptorow (Krajnik, Zylicz 2013).

Klasyfikacja allosterycznych ligandéw receptorow

Modulatory allosteryczne to zwigzki matoczasteczkowe, ktore nie wiaza si¢ bezposrednio
z centrum aktywnym receptora, lecz z jego centrum allosterycznym. W taki sposob wptywaja one na
powinowactwo 1 skuteczno$¢ wigzania ligandow ortosterycznych. Wyrdzniamy trzy typy
modulatoréw allosterycznych (Burford i in 2015):

e PAM /pozytywne modulatory allosteryczne/ - stabilizuja jedng z aktywnych konformacji
recptora, utatwiajg i/lub wzmacniajg wigzanie liganda ortosterycznego;

¢ NAM /negatywne modulatory allosteryczne/ - stabilizujg jedng z nieaktywnych konformacji
receptora, utrudniajg wigzanie liganda ortosterycznego;

e SAM /nazywane cichymi lub neutralnymi allosterycznymi modulatorami/ - nie stabilizujg
konformacji receptora, ale blokuja dostgp do centrum allosterycznego dla NAM i PAM.

Modulatory allosteryczne tacza si¢ z receptorem w innym miejscu niz ligandy ortosteryczne,
a przez to stabilizuja konformacje aktywna badz nieaktywng receptora. Modulatory nie wykazuja
zdolnoséci aktywacji szlakow wewnatrzkomorkowych, tylko dziataja posrednio poprzez zmiane
konformacji receptora, a przez to wptywaja na powinowactwo i efektywnos$¢ dziatania liganda
ortosterycznego. Modulatory allosteryczne wykazuja cechy, dzigki ktorym moga by¢ bardziej
skuteczne i bezpieczne w terapii bolu niz klasyczne opiaty. Roznorodnos¢ typdéw i podtypdw
receptoréw opioidowych sprawia, ze niezwykle trudno jest otrzymac wysoce selektywny ligand.
Wykorzystanie centrum allosterycznego jako miejsca docelowego dziatania leku umozliwi uzyskanie
wigkszej specyficznoéci receptorowej, a przez to selektywnosci dziatania. Niezwykle istotnym
z punkty widzenia projektowania nowych lekow jest to, aby modulatory allosteryczne byly
substancjami maloczasteczkowymi, a dzigki temu beda si¢ odznaczaly lepszymi parametry
farmakokinetycznymi, takimi jak uwalnianie i absorcja leku, dystrybucja w organizmie, metabolizm
oraz eliminacja (LADME). Bowiem klasyczne opiaty sg substancjami wielkoczasteczkowymi
i zwykle problemem jest dostarczenie leku do miejsca jego docelowego dziatania (Thompson i Kelly
2015).
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4, Podsumowanie

Klasyczne leki opioidowe stanowig istotny orez do walki z bolem, jednak ich nasilone
dzialania uboczne ograniczajg wykorzystanie gldwnie do tych sytuacji klinicznych, w ktoérych
niesteroidowe leki przeciwzapalne (NSLP) sg niewystarczajagce w u$mierzeniu bolu. Najnowsze
odkrycia ostatnich lat zwigzane z mechanizmem dziatania receptoréw opioidowych oraz wptywem
ich agonistow 1 modulatorow, daja jednak nadzieje na otrzymanie nowych lekéw przeciwbolowych,
ktore beda charakteryzowaly si¢ wigksza selektywnos$cia dziatania, a przez to lepszym profilem
klinicznym. Dotychczas gtownym problemem w modelowaniu ligandéw receptoréw opioidowych
byta zblizona struktura centrow aktywnych poszczegolnych podtypow tego receptora. Podobienstwo
sekwencyjne aminokwas6w wynosi odpowiednio: dla DOR i KOR 61%, dla MOR i KOR 57%, dla
MOR i DOR 62%. Ominigciem tego problemu moga okazac¢ si¢ pozytywne modulatory allosteryczne
(PAM), ktore sa wysoce selektywne wzgledem poszczegdlnych podtypdw receptora. Zwiazki te
stabilizuja konformacje aktywna receptorow opioidowych i ulatwiaja zwigzanie ligandéw
ortosterycznych, a przez to zwigkszajg ich powinowactwo i/lub sit¢ dziatania. Ich dodatkowe atuty,
takie mozliwo$¢ modulacji receptorowej z wykorzystaniem endogennych ligandéw oraz brak ryzyka
przedawkowania sprawiaja, ze PAM znajduja si¢ w centrum zainteresowan badaczy na caltym Swiecie
i stanowig wyrdzniajaca si¢ opcje terapeutyczng w zwalczaniu bolu.
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4., Modulatory allosteryczne receptorow opioidowych
Allosteric modulators of opioid receptors
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Receptory opioidowe stanowig terapeutyczny cel dziatania lekow przeciwbolowych. Naleza
one do siedmiomembranowych biatek rodziny GPRC. W osrodkowym uktadzie nerwowym
wyrézniamy trzy typy tych receptorow: MOP. DOP i KOP. Charakteryzuje je duze podobienstwo
strukturalne- wspodlna w 60% sekwencja aminokwasowa szczegdlnie w obrgbie ortosterycznego
centrum aktywnego. Powoduje to niezwykle trudnosci w uzyskaniu selektywnych ligandow,
specyficznych dla danego typu receptora. Dlatego tez trwajg nieustanne poszukiwania nowych metod
aktywacji MOP oraz DOP. Obecnie ogromnym zainteresowaniem ciesza si¢ zwigzki, ktore aktywuja
receptor opioidowy wigzac si¢ z jego centrum allosterycznym, ktoére w przeciwienstwie do centrum
ortosterycznego wykazuje duze zréznicowanie strukturalne w obrebie poszczegdlnych typow a nawet
podtypow receptorow. Ostatnie lata przyniosty nowe odkrycia w tej dziedzinie, otrzymano szereg
zwigzkéw bedacych pozytywnymi modulatorami allosterycznymi dla DOP, MOP i KOP. Ich
mechanizm dziatania opiera si¢ na stabilizacji jednej z aktywnych konformacji, utatwiajac w ten
sposob wiazanie liganda ortosterycznego oraz wzmacniajac sile jego dziatania. Odkrycia te otwierajg
droge dla otrzymania zwigzkéw wysoce selektywnych w dziataniu, jednoczesnie pozbawionych
dziatan niepozadanych, ktérymi obarczone sg klasyczne leki opioidowe.

1. Wstep

Modulatory allosteryczne receptorow sprzgzonych z biatkiem G (GPCR’s) moga stanowié
alternatywe dla klasycznych agonistow i antagonistow wigzacych si¢ z centrum ortosterycznym.
Wykazuja one wigksza specyficzno$¢ receptorowa, brak ryzyka przedawkowania czy mozliwo$¢
wybiorczej aktywacji jednej z wewnatrzkomorkowych $ciezek sygnatowych. Pierwsze poznane
modulatory receptorow opioidowych to wystepujace naturalnie salwinoryna A, tetrahydrokannabinol
(THC) oraz kannabidiol. Wykazuja one negatywny wplyw modulujacy (NAM), ostabiajg wigzanie
agonisty z centrum aktywnym. Jednak w przypadku receptorow opioidowych szczegdlne znaczenie
farmakologiczne majg pozytywne modulatory allosteryczne (PAM’s). W ostatnich latach odkryto
pierwsze zwiazki o udowodnionej aktywnosci PAM dla MOP oraz DOP, moga one w niedalekiej
przysztosci stanowi¢ alternatywe dla obecnie stosowanych lekow przeciwbolowych oraz
przeciwdepresyjnych (Wang i in. 2009).

2. Opis zagadnienia

Receptory opioidowe ze wzgledu na swoje ogromne znaczenie kliniczne sg jednymi
z najlepiej poznanych biatek rodziny GPRC. W latach 90-tych XX wieku otrzymano i przebadano
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struktury MOP, DOP, KOP oraz NOP. Wszystkie z wymienionych typéw receptorow maja 60%
wspolnej sekwencji aminokwasowej. Ich szlak sygnalizacji wewnatrzkomérkowej odbywa si¢ za
posrednictwem biatka G z nastgpcza inhibicja cyklazy adenylowej, modulacja pracy kanalow
jonowych oraz wptywem na transkrypcje biatek. Istnieje takze druga $ciezka sygnatowa, ktora jest
niezalezna od biatka G, a wiaze si¢ z aktywacja B-arrestyny. Modulatory allosteryczne stabilizuja
jedna z konformacji receptora opioidowego poprzez wigzanie si¢ z jego centrum allosterycznym.
Pozytywne modulatory, czyli PAM, zwigkszaja powinowactwo i/lub skuteczno$¢ dziatania agonisty.
Ich zastosowanie pozwoli na ograniczenie dawek klasycznych opiatow wykorzystywanych
w leczeniu bolu lub wregez zrezygnowanie z ich stosowania wzmacniajac dziatanie endogennych
peptydow opioidowych (Feinberg i in. 1976)

3. Przeglad literaturowy
Testy in vitro najczesciej wykorzystywane w badaniu aktywnos$ci PAM

Aby okresli¢ czy dany zwiazek wykazuje zdolnos¢ modulacji allosterycznej receptora
niezbedne jest wykonanie testow in vitro. Koniecznie nalezy wyznaczy¢ stopien powinowactwa do
centrum ortosterycznego oraz wplyw na st¢zenie cAMP, arestyny oraz biatkka G w komorce
w obecnosci znakowanych ligandow. PAM receptorow opioidowych powinny wzmacnia¢ aktywacje
bialka G przez agoniste ortosterycznego przy zachowaniu jak najnizszego stopnia pobudzenia
arestyny (Luttrell 2014).

Pomiar powinowactwa do centrum ortosterycznego

W tym celu stosuje si¢ test saturacyjnego wigzania ligandow z wykorzystaniem
radioligandéw (najczesciej [PH]DAMGO, [H®]diprenorfiny, [*H] naloksonu). W trakcie badania
oznacza si¢ ECso w obecnosci modulatora i porownuje uzyskane wyniki z warto§ciami otrzymanymi
dla znanych agonistow receptora (Matosiuk i in. 2002) .

Pomiar poziomu aktywacji biatka G

W badaniu oznacza si¢ zmiang aktywnosci biatka G pobudzonego ortosterycznym agonistg
(najczesciejf DAMGO) w obecnosci zwigzku badanego z wykorzystaniem znakowanego [**S]GTPyS.
Im silniejsza aktywacja bialkka G tym silniejszy efekt przeciwbolowy (MOP, DOP) oraz
przeciwdepresyjny (DOP) (Rivero i in. 2012).

Test akumulacji cAMP pobudzonego forskoling

Aktywacja receptorow opioidowych wywoluje inhibicj¢ cyklazy adenylowej i spadek
wytwarzania cyklicznego adenozyno-3’,5’monofosforanu (cAMP). Efektorami cAMP sg miedzy
innymi biatka Epac, kinaza proteinowa A (PKA), kanaty jonowe. PAM powinien zwigkszy¢ site
blokownia enzymu i obniza¢ akumulacje cAMP przez ortosterycznego agoniste. Pomiaru dokonuje
z wykorzystaniem HPLC z detekcjg UV lub fluorymetryczna, metodami radioimmunologicznymi
(RIA) badZ immunoenzymatycznymi ( EIA/Elisa) (Pociecha i in. 2015).

Pomiar sity aktywacji B-arestyny

Ligandy ortosteryczne receptoréw opioidowych obok pobudzenia biatka G powoduja
rowniez aktywacje arestyny. Bierze ona udzial w desentytyzacji receptora utrzymujac homeostaze
komorki, rownocze$nie odpowiada za wiele ciezkich objawow niepozadanych opiatdow. Agonisci
w obecnosci PAM powinni w jak najmniejszym stopniu pobudzaé $ciezke aktywacji arestyny.
Najczesciej w badaniach wykorzystuje si¢ techniki fluorometryczne oraz bioluminescencyjne: FRET
i BRET (Lohse i in. 2012).

Farmakofor ligandow receptorow opioidowych

Klasyczny tréjpunktowy model farmakoforu dla receptoréw opioidowych zaktada obecnos¢:
pierscienia aromatycznego, regionu hydrofobowego oraz trzeciorzgdowego atomu azotu, ktory
tworzy bardzo silne wigzanie jonowe z kwasem asparaginowym w pozycji 3.32 receptora,
zakotwiczajac ligand w centrum aktywnym. Rownie istotna dla dziatania przeciwbdlowego jest
obecno$¢ dwuweglowego fragmentu w strukturze. Wigkszos$¢ znanych opioidow takich jak morfina,
fentanyl czy nalokson spetia te warunki (Kaczor i Matosiuk 2002). Odkrycie nowych zwigzkow nie
posiadajacych protonowalnego azotu o znacznym powinowactwie do receptora opioidowego
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doprowadzily do stworzenia nowego nieklasycznego farmakoforu sktadajacego si¢ z bazy
hydrofobowej i cze$ci aromatycznej lub akceptora wigzan wodorowych, grupy aromatycznej oraz
elementu hydrofobowego (Szacon i in. 2015).

Kationy endogenne o dziataniu modulujacym na receptory GPRC

Od wielu lat jony sodu znane sa z negatywnej modulacji receptorow rodziny GPRC w tym
receptorow opioidowych, adrenergicznych czy dopaminergicznych. Ich obecno$¢ obniza
powinowactwo agonistow ortosterycznych jednoczesnie nie wywierajac wpltywu na dziatanie
antagonistow. Badania na wyizolowanych komoérka mézgowych myszy potwierdzity aktywnosé
NAM jonéw sodu. Mechanizm dziatania zwigzany jest najprawdopodobniej z wplywem na przeptyw
strumienia wody wewnatrz domeny 7TM. Kieszen allosteryczna dla jonow sodu znajduje si¢
w poblizu kwasu asparaginowego usytuowanego w pozycji 2.50, co potwierdzone zostato strukturami
krystalograficznymi. Kationy sodowe wplywaja na aktywno$¢ i powinowactwo ligandow oraz
selektywno$¢ aktywacji $ciezki arestyny. Modulujace dzialanie na receptory GPRC wykazuja
réwniez jony cynku oraz magnezu (Bartuzi i in. 2016).

Modulatory allosteryczne receptorow MOP

Glownym celem terapeutycznym obecnie stosowanych opiatdéw w leczeniu zaréwno bolu
ostego jak i chronicznego jest receptor MOP. Jego pobudzenie powoduje silny efekt analgetyczny
(Thompson i in. 2014). Klasyczne leki opioidowe takie jak morfina, fentanyl czy oksykodon
wywoltuja niebezpieczne dziatania niepozadane zwigzane z aktywacjg receptora MOP takie jak
depresja oddychania, zmiany w regulacji temperatury ciata, eufori¢, sedacj¢, katalepsje, wzrost
spozycia pokarméw, aktywnosci ruchowej, bradykardi¢, uzaleznienie, spadek perystaltyki jelit,
zwezenie zrenic oraz efekty endokrynologiczne takie jak wzrost stgzenia hormonu wzrostu
i prolaktyny. Dlatego konieczne jest poszukiwanie nowych lekow, bardziej selektywnych w sposobie
dziatania ( Law i in. 2013)

Salwinoryna A

Salwinoryna A to pierwszy znany modulator allosteryczny receptora MOP (Rys. 1). Jest to
zwigzek z grupy diterpenoidow wyizolowany z ro$liny Salvia divinorum, znanej z bardzo silnych
wiasciwosci psychodelicznych. Salwinoryna A jest ortosterycznym agonista receptora opioidowego
KOP i jednocze$nie negatywnym modulatorem allosterycznym MOP (NAM).Utrudniajac zwiazanie
agonisty z centrum aktywnym obnizajg min. warto$ci ECso i Emax (Bartuzi i in. 2015). Wtasciwosci
te zostaly potwierdzone in vitro w kinetycznych testach radioreceptorowych wzgledem receptorow
opioidowych z uzyciem [FH]DAMGO jak réwniez testach funkcjonalnych: akumulacji cAMP
pobudzonego forskoling oraz wigzania [**S]GTPyS (Rothman i in. 2007).

Salwinoryna A

Rys. 1. Budowa salwinoriny A
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Kannabidiol i tetrahydrokannabinol

Podobnie jak salwinoryna A s3 negatywnymi modulatorami allosterycznymi receptoréw
opioidowych. Jednak ich sita dziala jest znacznie nizsza. Kannabidiol przyspiesza kilkunastokrotne
dysocjacje DAMGO z centrum aktywnego. Stezenie niezbedne do osiagnigcia takiego efektu wynosi
okoto 100uM. Podobna struktura i lipofilowo$¢ salwinoryny A, kannabidiolu oraz
tetrahydrokanabinolu pozwala przypuszczaé, ze mechanizm ich dziatania jest zblizony lub wrecz
identyczny (Kathmann i in. 2006).

BMS-986121 i BMS-986122

W wyniku wysokowydajnych badan przesiewowych (HTS) Burford otrzymat dwa PAM
receptora MOP oraz dwa SAM receptora DOP. BMS-986121 oraz BMS-986122 w testach in vitro
zwigkszaty efekt dziatania selektywnego ortosterycznego agonisty- endomorfiny-1. Oba zwigzki
same nie wykazaly zdolnosci do rekrutacji arestyny, ale w ich obecnosci nastapito jej wzmocnienie
przez endomorfing-1. W testach saturacyjnego wigzania ligandow z wykorzystaniem neutralnego
antagonisty - [H®]diprenorfiny, w obecnosci BMS-986121 oraz BMS-986122 endomofina-1,
DAMGO ([D-Ala?, N-Phe*, Gly-ol]-enkefalina) oraz morfina wykazaly znacznie silniejsze
powinowactwo do receptora MOP, wypierajac z centrum aktywnego znakowang diprenorfine.
Kolejnym etapem byto wykonanie testow funkcjonalnych wptywu modulujacego potencjalnych PAM
z wykorzystaniem min. testu aktywacji szlaku B-arestynowego, sity aktywacji biatka G za pomoca
testu wigzania [®*S]GTPyS oraz testu akumulacji cAMP pobudzonego forskoling. Tu roéwniez wyzej
wymienione zwiagzki zwiekszyty aktywno$¢ klasycznych agonistow receptora MOP. Obliczony
wspotczynnik kooperacyjny a, w obu przypadkach wyniést ok 7. BMS-986121 i BMS-986122
wykazaly pewne dziatanie ortosteryczne agonistyczne jednak jedynie przy duzych st¢zeniach.
Konkludujgc badania wykazaty, ze w obecnosci nowoodkrytych PAM znacznie wzrosta maksymalna
odpowiedz komorkowa na dziatanie agonistow receptora MOP (Rys.2) (Burford i in. 2013).

OH
HO—N 0

Cl
4 ){\I\ Br
S NH O\
Cl
BMS-986121 BMS-986122
Rys. 2. Struktura BMS-986121 oraz BMS-986122.

MS1

Rok pozniej w wyniku poszukiwania analogéw chemicznych BMS-986121 i BMS-986122
w bazie eMolecules otrzymano szereg zwiazkow wykazujacych aktywnos¢ PAM i SAM wobec
receptorow MOP. MS1 wykazal najwyzszg site modulacji dziatania endomorfiny-1 (Rys.3). W teScie
aktywacji szlaku arestynowego oraz w tescie saturacyjnego wigzania ligandow receptorow
z wykorzystaniem [H3]diprenorfiny zwigkszyt on 7-krotne powinowactwo L-metadonu, jednoczeénie
nie zmieniajac powinowactwa morfiny, endomorfiny-1 ani DAMGO do MOP. Natomiast w badaniu
wigzania [*°S] GTPy 4-krotnie wzmocnit site dzialania L-metadonu. MS1 nie wykazat wptywu na sile
aktywacji DAMGO i endomorfiny-1 ( Burford i in. 2015).

33|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

/
o
Cl
NH (@]
4 o
//
—S
//
(@]
Br
MS1

Rys. 3. Struktura MS1.

Na podstawie otrzymanego szeregu zwigzkéw opracowano model farmakoforowy PAM
i SAM receptora MOP. Zawiera on w swojej strukturze dwa atomy bedace akceptorami wigzania
wodorowego, hydrofobowa grupe badz podstawnik halogenowy oraz 3 pierscienie aromatyczne
(Bisignano i in. 2015).

IGNAVINE

Jest alkaloidem wystgpujacym w Aconitum. Ignawina wykazuje specyficzne wlasciwosci
farmakologiczne. Z jednej strony stanowi ligand ortosteryczny receptora p wywolujac analgezje
u zwierzat laboratoryjnych, z drugiej stabilizuje aktywny stan konformacyjny MOP ulatwiajac
wigzanie agonisty. Ze wzgledu na to, ze receptory opioidowe wystepujg najczesciej w postaci
dimeréw efekt dziatania zalezy od iloSci uzytej substancji. Badania in vitro w testach saturacyjnych
z wykorzystaniem DAMGO potwierdzily, ze przy nizszych stezeniach (ok. 1pM) ignawina zwicksza
powinowactwo i sile wigzania drugiego ligandu z MOP, natomiast przy wyzszych stezeniach
(powyzej 10 uM) sama zajmuje centra aktywne obu receptorow tworzacych dimer blokujac dostgp
DAMGO (Rys.4) (Ohnuchi i in. 2016).

Ignawina

Rys. 4. Struktura ignawiny.
Modulatory allosteryczne DOP

Receptor DOP moze stanowi¢ potgzny or¢z w walce z przewlekltym bolem, jego aktywacja
prowadzi do silnej analgezji, poza tym w przeciwienstwie do MOP nie wystepuje efekt tolerancji
podczas diugiego stosowania. Aktywacja DOP zmniejsza rOwniez negatywne emocje czgsto
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towarzyszgce chorobom psychicznym. Stad prace nad zastosowaniem agonistow tego receptora
w leczeniu depresji, niepokoju oraz leku. Kolejnym udokumentowanym efektem pobudzenia DOP
jest dzialanie neuroprotekcyjne, co moze by¢ w przyszlo$ci wykorzystane w leczeniu chorob
neurodegeneracyjnych takich jak Alzheimer czy Parkinson (Nozaki i in. 2014).

BMS-986187

W wyniku wysokowydajnych badan przesiewowych (HTS) otrzymano seri¢ 15-tu
potencjalnych modulatorow allosterycznych DOP. Wsrod nich najwyzsza site modulujaca oraz
selektywnos¢ receptorowa wykazat BMS-986187 (Rys.5). W testach in vitro wzmacniat on efekt
dziatania selektywnego ortosterycznego agonisty DOP- leu-enkefaliny. Zwiazek samodzielnie
posiada jedynie minimalng zdolno$ci do rekrutacji arestyny, ale w jego obecnosci nastapit 18-krotny
wzrost sity aktywacji szlaku arestynowego przez leu-enkefaling. Nowy modulator poddano badaniom
receptorowym. W testach saturacyjnego wigzania ligandow z wykorzystaniem neutralnego
antagonisty - [H®]diprenorfiny, w obecnoéci BMS-98618 petni agonisci DOP (leu-enkefalina oraz
SNC80) wykazaty znacznie silniejsze powinowactwo do receptora, wypierajac z centrum aktywnego
znakowang diprenorfing, natomiast w przypadku czgsciowego agonisty- TAN67 wptyw modulatora
na wigzanie byl znacznie stabszy. Kolejnym etapem bylo wykonanie badan funkcjonalnych
z wykorzystaniem min. testu aktywacji szlaku arestynowego, sity aktywacji biatka G za pomoca testu
wigzania [**S]GTPyS oraz testu akumulacji cAMP pobudzonego forskoling. Tu roéwniez BMS-98618
wzmocnil dziatanie klasycznych agonistow receptora DOP. Konkludujagc badania in vitro
udowodnity, ze w obecnosci nowoodkrytego PAM znacznie wzrosta maksymalna odpowiedz
komorkowa na dziatanie agonistow receptora DOP, sam zwigzek wykazat pewne minimalne dziatanie
ortosteryczne jednak jedynie przy bardzo duzych stezeniach (Burford i in. 2015).

Rys. 5. Struktura BMS-986187

4. Podsumowanie

Pozytywne modulatory allosteryczne tacza sie z centrum allosterycznym receptora
opioidowych i stabilizuja jedna z jego konformacji aktywnych, ulatwiajac zwiazanie ligandow
ortosterycznych, zwickszajac ich powinowactwo i/ lub sile dziatania. Same nie maja zdolnos$ci do
aktywacji szlakow wewnatrzkomdrkowych. Zastosowanie PAM pozwoli na ograniczenie dawek
klasycznych opiatow wykorzystywanych w leczeniu bolu lub wrecz zrezygnowania z ich stosowania
wzmacniajac dziatanie endogennych peptydéw. Pozwolg réwniez uzyskaé wigksza selektywnosé
receptorowg oraz ograniczenie dzialan niepozadanych.
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Streszczenie

Zdolnos¢ komorek eukariotycznych do przeciwstawiania si¢ deformacji, transport
wewnatrzkomorkowy i zmiana ksztattu podczas ruchu komorki zaleza od cytoszkieletu, wzajemnie
potaczonej sieci widkien ciagtych 1 biopolimeréw. Niniejsza praca ma na celu przyblizy¢
czytelnikowi zwigzek pomiedzy strukturg i funkcja cytoszkieletu, zarbwno na poziomie tworzacych
go biatek, jak i tworzonych przez nie struktur. Ostatni rozdziatl poswigcono na omoéwienie technik
umozliwiajacych badanie wlasciwosci cytoszkieletu, w szczegodlnosci skupiajac si¢ na obecnie
najbardziej popularnej metodzie — mikroskopii sit atomowych AFM.

1. Wstep

Mechaniczne wiasciwosci srodowiska, w ktorym znajdujg si¢ komorki, takie jak stres
mechaniczny, jego sztywno$¢ i geometria odgrywaja wazng rolg w funkcjonowaniu i wplywaja na
los komorki. Mechanika §rodowiska wplywa nie tylko na ksztalt i orientacje komorek, ale takze
reguluje proliferacje i réznicowanie komorek oraz decyduje o rozwoju i organizacji tkanek. Zdolnos¢
komorek do zachowania swojej integralno$ci w odpowiedzi na bodzce zewnetrzne, w tym na stres
mechaniczny oraz zmian ksztattu podczas przemieszczania si¢ jest mozliwa dzigki cytoszkieletowi,
strukturze utworzonej przez wzajemnie powigzang sie¢ zbudowang z biatek filamentowych oraz
regulatorowych.

Cytoszkielet pelni w komorkach trzy zasadnicze funkcje: (i) przestrzennie organizuje
zawartos¢ komorki; (ii) fizycznie i biochemicznie ,,}aczy” komorki z ich sSrodowiskiem zewnetrznym;
in vivo z sasiednimi komérkami lub ptynami ustrojowymi, a in vitro w hodowlach — z podtozem
hodowlanym i sgsiednimi komoérkami; oraz (iii) generuje w sposob skoordynowany w czasie
i przestrzeni sity i naprezenia, ktore umozliwiajg komoérkom przemieszczanie si¢ oraz zmiang ksztattu
w odpowiedzi na bodZce zewnetrzne i wewnetrzne. Cytoszkielet wbrew swojej nazwie nie jest
strukturg statyczna, ale ztozonym i bardzo dynamicznym uktadem, zmieniajacym swoja organizacje
w zalezno$ci od warunkéw, w jakich komorka si¢ w danej chwili znajduje. Mozliwo$¢ dynamicznej
przebudowy elementéw cytoszkieletu jest niezbedna dla prawidlowego funkcjonowania komorki,
a zaburzenia tego procesu przez czynniki stabilizujace jego sktadowe (np. taksol, falloidyne czy
mykotoksyne¢) prowadza do $mierci komorki, a w konsekwencji mogg prowadzi¢ do $mierci catego
organizmu.

Teza, ze cytoszkielet i jego wlasciwo$ci mechaniczne mogg odgrywac¢ wazna role w regulacji
cyklu komorkowego, powstawaniu tkanek, czy rozwoju catych organizméw zostata sformutowana
przez Donalda Ingberga w 1985 roku (Ingber i Jamieson 1985) i od tamtego czasu znajdujemy coraz
wiecej przestanek potwierdzajacych jej stusznos$¢ (Zemel i Safran 2010). W niniejszej pracy
omowione zostaly zwiazki pomigdzy strukturg i funkcjg cytoszkieletu, zarbwno na poziomie
tworzacych go biatek, jak i tworzonych przez nie struktur.

2. Przeglad literatury

2.1 Struktura cytoszkieletu

Cytoszkielet zbudowany jest z dynamicznej sieci utworzonej z trzech podstawowych
elementow: wtokien aktynowych, mikrotubul i filamentow posrednich (Rys.1), a takze calej plejady
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biatek regulujacych stopien polaryzacji tych biopolimerdow i ich wzajemnych oddziatywan. Gtéwne
sktadowe cytoszkieletu stanowia dominujaca pule wszystkich biatek syntetyzowanych w komorce,
np. zawarto$¢ aktyny i tubuliny moze, w zalezno$ci od typu komorki, wynosi¢ od 15-20 %, a biatek
tworzacych filamenty posrednie do 3% (Zemel i Safran 2010; Fletcher i Mullins 2010; Stricker i in.
2010).

Filamenty aktynowe

7nm %

Filamenty posrednie

.
v

Mikrotubule )
o®
a-tubulina ﬁ
® GB-tubulina ﬁ
24 nm 1 6
v ®

Rys. 1. Elementy cytoszkieletu: filamenty aktynowe, filamenty posrednie, mikrotubule.

Cytoszkielet stanowi continuum, jego sktadowe sg ze soba potaczone dzieki obecnosci biatek
oddziatlujacych z filamentami aktynowymi i mikrotubulami (np. CLIP170, tau i EB1) lub filamentami
aktynowymi i filamentami posrednimi (np. hamartyna i spektryna). Co wigcej, istnieja doniesienia
o bezposrednim oddziatu aktyny z wimentyna, biatkiem, ktore tworzy filamenty posrednie. Integralna
czgscig cytoszkieletu jest rowniez cytoszkielet podblonowy, umocowujacy struktury cytoszkieletu
w blonie komorkowej oraz miejsca przyczepu komorek do podtoza, zbudowane z kompleksow biatek
wspotdziatajacych z biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM, extracellular matrix). Tak wigc
bodzce wptywajace na jeden z elementow cytoszkieletu sg przekazywane na jego pozostate sktadowe
(Fletcher i Mullins 2010).

2.2 Elementy budulcowe cytoszkieletu
2.2.1  Filamenty aktynowe

Filamenty aktynowe to dtugie struktury o $rednicy ok. 7 nm, ich dtugo$¢ w komorkach
eukariotycznych moze wynosi¢ nawet kilka um. Sg one zbudowane glownie z aktyny, najbardziej
zachowanego w ewolucji biatka (ok. 90% identycznosci pomiedzy izoformami). Aktyna wystepuje
w postaci monomerycznej (G-aktyna o masie czasteczkowej ok. 42kDa) lub w postaci filamentow (F-
aktyna, mikrofilamenty). U kregowcow wystepuja trzy gtdéwne izoformy aktyny, migsniowa (a),
wsrod ktorej wyroznia si¢ podtypy wystepujace w migsniu gltadkim, szkieletowym i sercowym oraz
niemig$niowe (B i y) (Fletcher i Mullins 2010; Stricker i in. 2010).

Filamenty powstaja z niekowalencyjnie powigzanych ze soba monomerow, utozonych
W podwdjna helis¢ o pelnym obrocie 37 nm, na jeden obrét sktada si¢ 7 par protomerdw.
Polimeryzacja aktyny zachodzi w obrgbie calej cytoplazmy (w oparciu o istniejace juz filamenty)
i inicjuje ja wiele czynnikow, takich tak m. in. wyspecjalizowane biatka (np. kompleks biatek Arp
2/3 lub forminy), ATP, jony metali dwuwarto§ciowych oraz st¢zenie soli. Nie jest to jednak
polimeryzacja sensu stricte, w tym przypadku proces ten nalezy rozumie¢ jako przylgczanie si¢
wigzaniami niekowalencyjnymi protomeréw do istniejacych juz filamentéw lub oligomerdw.
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W warunkach in vitro, w stanie rownowagi dynamicznej, dochodzi do ciagtego wydtuzania si¢
fiamentu (koniec, do ktérego przylaczaja si¢ monomery nazywany jest kolcem plus kolczastym)
z jednoczesnym jego skracaniem na drugim koncu (koniec minus, ostry). Obok filamentow istnieje
réwniez pula monomerow aktyny, ktore plimeryzuja w zaleznos$ci od potrzeb komoérki. Zaburzenie
w dynamicznej reorganizacji filamentéw aktynowych, np. przez falloidyne, ktéra uniemozliwia ich
depolimeryzacje¢ prowadzi do $mierci komorki.

Filamenty aktynowe sa gietkie, w komorce z udzialem innych biatek tworza mniej lub
bardziej ztozone struktury od luznej sieci w lamellopodiach (frontalna czg$¢ komorki) po filopodia
(gesto utozone rownolegte filamenty w ostro zakonczonych wypustkach czgsci frontalnej) i wtokna
napr¢zeniowe, ktorymi sa przebiegajace niemal przez cala dlugo$¢ komorki wiazki filamentow
potaczone poprzez filamenty zbudowane z miozyny, zakotwiczone w btonie komérkowej. To wlasnie
wtokna naprezeniowe, przypominajace do pewnego stopnia aparat skurczu mig$ni poprzecznie
prazkowanych, sa strukturami generujagcymi site i napr¢zenia, a jednoczesnie wrazliwymi na stres
mechaniczny. Poza miozyna, z aktyna oddziatuje szereg biatek, ktére sa odpowiedzialne za
organizacj¢ cytoszkieletu aktynowego. Ws$rdd nich mozna wyr6zni¢: biatka oddzialujace
z monomerami (np. profilina), biatka ostaniajace konce filamentéw (np. CapZ), biatka fragmentujace
filament (np. zelsolina), biatka sieciujace lub wiazkujace filamenty (np. filamina lub fascyna) oraz
biatka stabilizujace filament (np. tropomiozyna). Bialka te sa aktywowane w odpowiednim dla
potrzeb komorki czasie i miejscu, dynamicznie regulujac reorganizacje¢ cytoszkieletu. Ponadto aktyna
moze ulega¢ modyfikacjom potranslacyjnym, ktéore réwniez mogag wplywaé na organizacje
filamentow w komorce (Fletcher i Mullins 2010; Stricker i in. 2010).

Filamenty aktynowe stuza roéwniez jako ,,szyny” do przemieszczania po nich tadunkow
poprzez motory molekularne z nadrodziny miozyn, np. przez miozyny I, V, VI, VII lub XI. Wigkszo$¢
z dotychczas poznanych miozyn porusza si¢ w kierunku konca plus mikrofilamentéw, wyjatkiem jest
tu miozyna VI. Filamenty aktynowe (oraz niektére motory molekularne) znajduja si¢ réwniez
w jadrze komorkowym, gdzie wydaja sie pelni¢ funkcje zwigzane z integralno$cia nukleoszkieletu
i -wraz z obecnymi w jadrze miozynami — W transporcie czastek. Obecna réwniez w jadrze
monomeryczna aktyna oddziatuje bezposrednio z polimerazami RNA, a coraz wigcej doniesien
wskazuje, ze petni ona rolg czynnika transkrypcyjnego (Stricker i in. 2010; Sellers 1999).

2.2.2 Mikrotubule

Mikrotubule to rurkowate struktury o $rednicy ok. 25 nm (Srednica wewnetrzna to ok. 17
nm), ich dtugo$¢ moze osigga¢ nawet wartos$¢ kilku mm. Zbudowane sg z dimerow a- i - tubuliny,
monomerycznych biatek, dos¢ dobrze zachowanych w ewolucji. Masa czasteczkowa monomeru
kazdej z tubulin wynosi ok. 50 kDa (Fletcher i Mullins 2010; Hawkins i in. 2010).

W mikrotubuli dimery tubuliny sa utoZzone jeden na drugim tworzac protofilament, ktory
taczac sie bocznie (wigzaniami niekowalencyjnymi) z innymi protofilamentami tworzy mikrotubule.
Mikrotubule znajdujgce si¢ w cytoszkielecie komorek zwierzgcych sktadajg sie¢ z reguly z 13
protofilamentow. W przeciwienstwie do aktyny, polimeryzacja mikrotubul zachodzi w okreslonym
miejscu komorki zwanym centrum organizacji mikrotubuli (MTOC, ang. microtubule organization
centre) lub centrosomem, znajdujacym si¢ w poblizu jadra komdérkowego. Role centrosomu petnia
réwniez ciatka podstawowe rzgsek w nabtonkach orzgsionych. Centrosom zbudowany jest z pary
centrioli oraz pier§cieni utworzonych przez izoform¢ y tubuliny, stanowiacych miejsce nukleacji
mikrotubuli. Istnieja dwa podstawowe mechanizmy zaleznej od GTP polimeryzacji mikrotubuli:
(1) najpierw tworzona jest warstwa protofilamentow, ktora nastgpnie zwijana jest w mikrotubulg, ten
mechanizm obserwowany jest glownie w warunkach in vitro; oraz (ii) poprzez przylgczenie
poszczegodlnych podjednostek (dimerdw lub protofilamentow) do obecnej w pierscieniach y tubuliny.
Obecny stan wiedzy nie wyjasnia do konca czy do pierScieni przylaczaja si¢ pojedyncze dimery
i krotkie protofilamenty, czy tez dluzsze fragmenty mikrotubuli, powstate z ich rozpadu. Z y tubuling
wigza si¢ podjednostki a, z ktérymi trwale zwigzany jest GDP. Podjednostki B wigzace GTP (i zdolne
do jego hydrolizy) znajduja si¢ zawsze na dystalnej cze$ci mikrotubuli. W komorkach mikrotubule
rosng w kierunku blony komoérkowej. Na polimeryzacje mikrotubul wptywa szereg czynnikow, takich
jak, GTP, temperatura i obecno$¢ biatek oddzialujacych z mikrotubulami.

39|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Mikrotubule sg strukturami sztywnymi (sztywnos¢ wzrasta wraz z ich dlugos$cig), w ktorych
oddzialywania pionowe pomiedzy dimerami w poszczegdlnym protofilamencie sg silniejsze niz
oddzialywania poziome pomiedzy dimerami sasiednich protofilamentow. Stad niezbedne sg elementy
stabilizujace oddzialywania poziome. W komorkach sg nimi biatka oddziatujace z mikrotubulami
(MAPs, ang. microtubule-associated proteins), do ktorych zalicza si¢ m. in. biatko tau obecne
w aksonie i bialtko MAP2, obecne w dendrytach. Mikrotubule podobnie jak filamenty aktynowe
ulegaja depolimeryzacji, ktora w komorkach przebiega w sposob nagly. Dochodzi do niej wowczas,
gdy w podjednostkach B tubuliny na koncach plus doszto do hydrolizy GTP do GDP i/lub niemozliwe
jest przylaczenie kolejnych dimeréw. Po rozpadzie mikrotubuli nastepuje ich szybka odbudowa
(wykorzystywane s wowczas fragmenty mikrotubul). Do rozpadu mikrotubul dochodzi rowniez
podczas podziatow komorki, po rozpadzie mikrotubuli cytoplazmatycznych tworzone jest wrzeciono
mitotyczne, ktore po zakonczeniu kariokinezy rozpada si¢ z jednoczesnym utworzeniem mikrotubuli
w cytoplazmie. Zaburzenie zdolnosci tubuliny do polimeryzacji i depolimeryzacji prowadzi do
$mierci komorki. Czynnikiem trwale stabilizujacym mikrotubule, uniemozliwiajacym ich
depolimeryzacje jest taksol, ktory jest powszechnie stosowanym lekiem przeciwnowotworowym,
silnie hamujacym podzialy komérkowe. Obie podjednostki tubuliny moga w mikrotubuli ulega¢
potranslacyjnym modyfikacjom, ktore wptywaja na zdolnos¢ mikrotubuli do wigzania okreslonych
biatek, wplywaja na ich stabilno$¢ oraz warunkuja tworzenie przez mikrotubule struktur
komorkowych, takich jak np. wici i rzeski.

Mikrotubule, podobnie jak filamenty aktynowe, stanowig ,szyny”, po ktorych
przemieszczaja si¢ tadunki transportowane przez motory molekularne z nadrodziny dynein (ruch
w kierunku konca minus) oraz kinezyn (ruch w kierunku konca plus, z wyjatkiem kinezyn nalezacych
do rodziny 14) (Hawkins i in. 2010; Suter i Miller 2011).

2.2.3  Filamenty posrednie

Trzecim zespotem wiokien cytoszkieletowych sg filamenty posrednie (IF, ang. Intermediate
Filaments) sg trzecim zespotem wiokien cytoszkieletowych i wystepuja w prawie wszystkich
komorkach eukariotycznych organizméw wielokomorkowych. Ich $rednica osigga okoto 10 nm, co
stanowi warto$¢ posrednia pomiedzy srednicami dwoch innych gtéwnych elementdéw cytoszkieletu,
aktyny 1 mikrotubul. Organizacja filamentéw posrednich oraz ich powiazanie z blonami
plazmatycznymi sugeruja, ze ich podstawowa rolg jest pelnienie funkcji strukturalnej poprzez
wzmacnianie komoérek oraz organizowanie ich w tkanki. Natomiast w przeciwienstwie do
mikrowtokien i mikrotubul, filamenty posrednie nie uczestnicza w ruchliwosci komorki.

Wszystkie biatka podjednostek IF maja wspdlng struktur¢ domenows: centralny rdzen -
helikalny otoczony flankg globularnych domen ulokowanych na koncach aminowym
i karboksylowym. Rdzeniowa helikalna domena, ktéra jest konserwatywna wérdd wszystkich biatek
IF, sktada si¢ z czterech dtugich a-helis rozdzielonych trzema niehelikalnymii regionami. Pozycje
tych elementéw zwanych sg rowniez wysoce konserwatywne sposrod wszystkich biatek IF.

Kilka wlasciwosci fizycznych i biochemicznych odréznia filamenty posrednie od
mikrowtokien i mikrotubul. Przede wszystkim, jak wspomniano wcze$niej, roznig si¢ rozmiarem od
pozostatych dwoch typow komponentéw cytoszkieletu, osiggajac rozmiary 10nm. Po drugie,
filamenty posrednie sg strukturami wyjatkowo stabilnymi. Nawet po ekstrakcji roztworami
zawierajacymi detergenty i wysokie st¢zenia soli wigkszo$¢ filamentdow posrednich pozostaje
w komoérce w stanie nienaruszonym, podczas gdy mikrowlokna i mikrotubule depolimeryzuja do
swoich rozpuszczalnych podjednostek. Ponadto podjednostki IF nie wiaza nukleotydoéw, a ich
Iaczenie w filamenty posrednie nie wymaga hydrolizy nukleotydowej (GTP lub ATP).

U wyzszych kregowcow podjednostki tworzace filamenty posrednie stanowig nadrodzing
wysoce a-helikalnych biatek. W przeciwienstwie do izoform aktyny i tubuliny, ktore sa polimerami
pojedynczego typu bialek, wtdkna posrednie sktadajg si¢ z wielu biatek. Ponad pigédziesiat r6znych
biatek filamentéw posrednich zostato zidentyfikowanych i podzielonych na sze$¢ kategorii w oparciu
0 podobienstwa migdzy ich sekwencjami aminokwasowymi. Klasy biatek IF sg bardzo rozbiezne
w sekwencji, roznig si¢ znacznie pod wzgledem masy czasteczkowej oraz ulegaja ekspresji w r6znych
typach komorek. Ponizej omowione zostanie pig¢ najwazniejszych klas. Klasy I i1 II sktadajg si¢
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z dwoch grup keratyn: kwasowych (typu I) i zasadowych /obojetnych (typu II) i zwykle ulegaja
ekspresji w komorkach nabtonka. Keratyny sg najbardziej zréznicowanymi klasami biatek IF, z duzg
liczba ekspresjonowanych izoform keratynowych. Kazdy typ komorki nabtonkowej syntetyzuje co
najmniej jedng keratyne typu I i jedna typu II, ktore tacza si¢ w stosunku 1: 1, tworzac heterodimery,
ktére tacza si¢ w heteropolimeryczne widkna keratynowe. Dodatkowo, w zalezno$ci od typu
komorek, w ktorych wystepuja keartyny mozna podzieli¢ na dwie grupy. Tak zwane keratyny twarde,
sg charakterystyczne dla ,,twardych” tkanek nablonkowych i sa uzywane do produkc;ji struktur takich
jak wilosy, paznokcie i rogi. Drugi typ - migkkie keratyny - zwane takze cytokeratynami licznie
wystepuja w cytoplazmie nablonka, ktory wysciela wewnetrzne wngki ciata. Co wigcej kazdy typ
nablonka zawsze posiada charakterystyczne potaczenie keratyn typu I i typu II. Widkna filamentow
posrednich typu III obejmujg cztery biatka — wimentyng (obecng np. w fibroblastach i leukocytach),
desming (w migsniach), kwasne biatko widkienkowe GFAP (w gleju) i peryferyne (w neuronach
obwodowych). W przeciwiefistwie do keratyn, biatka typu III mogg tworzy¢ zaro6wno homo-, jak
i heteropolimerowe widkna IF. Biatka filamentow posrednich typu IV obejmujg trzy biatka
neurofilamentéw (NF), ktére roznig si¢ znacznie masa czgsteczkowa i oznaczane sa odpowiednio
jako NF-L, NF-M i NF-H dla lekkiego, $redniego i cigzkiego. W przeciwienstwie do mikrotubul,
ktore kieruja wydtuzeniem aksonu, neurofilamenty odpowiadaja za radialny wzrost aksonu i tym
samym okre§laja jego $rednice. Inne biatko typu IV - a-interneksyna- ulega ekspresji na
wczesniejszym etapie rozwoju neurondw, przed ekspresja bialek neurofilamentowych, za$ nestyna
pojawia si¢ jeszcze wezesniej podczas rozwoju neurondw w komoérkach macierzystych osrodkowego
uktadu nerwowego. W przeciwienstwie do lokalizacji cytozolowej pozostatych czterech klas biatek
IF, biatka typu V, zwane laminami, wystepuja wylacznie w jadrze. Mozemy wyr6zni¢ laming A, B
i C. Sposrod trzech jadrowych lamin, dwie sg produktami alternatywnego splicingu kodowanymi
przez wspolny gen, podczas gdy trzecia lamina jest kodowana przez oddzielny gen. Gléwna funkcja
lamin jadrowych jest tworzenie wtdknistych sieci, ktore podtrzymuja btone jadrowa (Qin i in. 2010;
Goldman i in. 2008).

Filamenty posrednie ulegaja szerokiej dystrybucji w komoérkach i mozna je znalez¢ zar6wno
w cytoplazmie, jak rowniez naokoto i wewnatrz jadra komorkowego. W zaleznosci od ich lokalizacji,
penia rozne funkcje. Filamenty posrednie tworza rozbudowana sie¢ w cytoplazmie wickszosci
komorek, rozciagajaca si¢ od pier§cienia otaczajacego jadro do blony plazmatycznej. IF moze wigzad
si¢ nie tylko z btong komorkows, ale takze z innymi elementami cytoszkieletu, dzigki czemu
zapewnia rusztowanie integrujace elementy szkieletu i organizujagce wewnetrzng strukture komorki
(Friedl i in. 2011). W cytoplazmie filamenty posrednie sktadajgce si¢ z keratyny sg Scisle
zakotwiczone w btonie plazmatycznej w dwodch specyficznych obszarach kontaktow komérkowych
tak zwanych desmosomach i hemidesmosomach, ktore sa odpowiedzialne za taczenie komorek.
Desmosomy posrednicza w przyleganiu komérek miedzy soba, a hemidesmosomy sg odpowiedzialne
za przylaczanie komorek do blony podstawne;.

W wyniku polaczen miedzy filamentami posrednimi a tymi zlagczami komérkowymi sity
$cinajace sg rozprowadzane z jednego regionu warstwy komorkowej do catego arkusza komorek
nablonkowych, zapewniajac wytrzymatos¢ i sztywnos¢ catego nabtonka. (Qin i in. 2010) Istotny jest
fakt, ze filamenty keratynowe zakotwiczone na obu stronach desmosomu stuza jako mechaniczne
polaczenie pomiedzy sgsiednimi komérkami w warstwie nablonkowej, zapewniajac tym samym
mechaniczng stabilno$¢ catej tkance. W jadrze komdérkowym natomiast filamenty posrednie obecne
sg zarOwno wewnatrz jak i na zewnatrz. Przytaczenie filamentdw posrednich do zewnetrznej strony
blony jadrowej zapewnia wlasciwe umiejscowienie jadra w komorce, natomiast blaszka jadrowa
utworzona z IF wzdluz wewngtrznej powierzchni blony jadrowej, zapewnia jego mechaniczne
podparcie.

2.3 Metody pomiaru wlasciwosci biomechanicznych komorki

Zmiany w organizacji cytoszkieletu, indukowane przez rézne czynniki Srodowiskowe,
objawiaja si¢ zmianami w wla$ciwosciach mechanicznych komorki. W zaleznoéci od zrodia
przegrupowania cytoszkieletu, wynikajace z tego zmiany moga by¢ korzystne lub szkodliwe dla
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komorki. Pomiary wiasciwosci mechanicznych komérki moga by¢ uzyteczne w zrozumieniu
przyczyny reorganizacji cytoszkieletu.

Postep technologiczny ostatnich dekad spowodowal powstanie innowacyjnych metod
badawczych, umozliwiajagcych wykrycie zmian w organizacji cytoszkieletu, przejawiajacych si¢
réznica w deformowalnosci komorek. Do najbardziej popularnych technik pomiaru wlasciwosci
mechanicznych komorki naleza: metoda zasysania fragmentéw komorek za pomoca mikropipety
(Hochmuth RM (2000), przeptywu laminarnego (Tissot i in.1992), cytometria magnetyczna
(Feneberg i in. 2004), metoda szczypcy optycznych (Guck i in. 2005), metoda $ciskania pojedynczne;j
komorki ptaskimi powierzchniami (Thoumine i Ott 1999) oraz cytoindenter (Shin i Athanasiou
1999).

W zaleznosci od rodzaju stosowanej techniki, sita zewnetrzna powodujaca deformacje
komorki moze by¢ przyktadana lokalnie (jak to jest w przypadku mikroskopi sit atomowych),
roztozona na wigkszym obszarze (np. w technice §ciskania pojedynczej komorki pomiedzy dwiema
ptaskimi powierzchniami) lub przyktadana poprzez receptory powierzchniowe (integryny), jak to jest
w przypadku cytometrii magnetycznej. Konsekwencjg stosowania technik rézniacych si¢ sposobem,
wielko$cia, oraz predkoscia przyktadania sily jest roznorodnos$¢ odpowiedzi mechanicznej komorki,
prowadzaca do wielu modeli teoretycznych opisujacych zachowanie si¢ komorki.

Réznorodnos¢ modeli teoretycznych stosowanych do opisu wiasnosci mechanicznych
pojedynczych komorek prowadzi do wzglgdnego opisu zmian zachodzacych w pojedynczej komorce.
Stad gtowna role w badaniach odgrywajg pomiary porownawcze.

Najczesciej uzywang technika, w celu okreslenia mechanicznych wiasciwosci komorek jest
metoda nanoindentancji sondg AFM, oparta na mikroskopii sit atomowych AFM (Lekka i Laidler
2009). Typowy mikroskop sit atomowych zbudowany jest z trzech podstawowych elementow,
ktérymi sa: (i) sprezynka z zamocowanym na jej koncu ostrzem, (ii) uktad rejestrujacy wychylenia
sprezynki z potozenia rOwnowagi oraz (iii) uktad poruszania i skanowania probka (Rys.2) Sprezynka
wraz z umieszczong na jej koncu igla (zwana inaczej sonda AFM lub prébnikiem) stanowi
najwazniejszy element mikroskopu. Igty umieszczone na ich koncu posiadaja ksztatt czworoboczne;j
piramidy wysokosci kilku mikrometréw i o promieniu krzywizny zaostrzonego konca rzgdu kilku —
kilkudziesigciu nanometrow (zwykle od 5 nm do 50 nm).

W mikroskopie sit atomowych sonda AFM jest przesuwana w bliskiej odleglosci nad badang
powierzchnig. Sity dziatajace pomigdzy atomami zakonczenia igty a atomami powierzchni powoduja
wychylenie sprezynki. Rejestracja wychylenia (ugigcia) sprezynki z potozenia réwnowagi jest
realizowana zwykle poprzez system optyczny sktadajacy si¢ z diody laserowej i pozycyjnie czutego
fotodetektora.

Ugiecie sprezynki jest rejestrowane w nastgpujacy sposOb: wigzka laserowa, po jej
precyzyjnym zogniskowaniu na koncu sprezynki, odbija si¢ od jej powierzchni i jest rejestrowana
przez diod¢ detekcyjna. Gdy pojawia si¢ oddziatywanie powodujace wychylenie sprezynki,
polozenie odbitej wiazki laserowej zmienia si¢, przy czym mierzony sygnal detektora jest
proporcjonalny do wychylenia sprezynki.

Poruszanie i skanowanie probka jest najczesciej realizowane za pomoca skanera
piezoelektrycznego oraz dodatkowego modutu zapewniajacego wygodng zgrubng manipulacje
probka (zwykle stosowany jest albo silnik krokowy albo dodatkowy element piezoelektryczny).

Badanie wlasno$ci mechanicznych zywych komérek wymaga pracy mikroskopu w trybie
spektroskopii sity, w ktorym obrazowanie (czyli skanowanie w ptaszczyznie XY) jest wylaczone.
W trybie tym, w zadanych punktach na ptaszczyznie rejestruje si¢ wychylenie sprezynki z potozenia
rownowagi w funkcji wzglednej pozycji skanera piezoelektrycznego. Uzyskana w ten sposob
zalezno$¢ jest przetwarzana si¢ na relacje pomigdzy sita a odlegloscia igta—badana powierzchnia (tzw.
krzywe ,,sita-odlegtosc”).

Ilo$ciowa analiza danych pochodzacych z pomiaru elastycznosci dokonywanych za pomoca
AFM polega na wyznaczeniu zalezno$ci sita naciskajaca — ugigcie materiatu (inaczej indentacja) na
podstawie poréwnania krzywych ,sita — odleglo$¢” zmierzonych dla powierzchni referencyjnej
(krzywa kalibracyjna) oraz badanej probki.
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Zmierzone krzywe — kalibracyjna i do$wiadczalna — sg odejmowane od siebie i w efekcie
uzyskuje si¢ zalezno$¢ sila nacisku — ugigcie materiatu (indentacja). Ta zalezno$¢ jest
charakterystyczna dla danego materialu i stanowi podstawe do wyznaczenia warto$ci modutu
Young’a. Jednym z powszechnie stosowanych modeli teoretycznych opisujacych odksztalcenie
elastyczne powierzchni naciskanej z sita F jest model Hertza rozszerzony przez Sneddon’a (Sneddon
1985).

detektor

sonda AFM

skaner
piezoelektryczny

Rys. 2. Schemat budowy mikroskopu sit atomowych. Inset: obraz optyczny sondy AFM — sprezynki
z zamocowang na koncu iglg o ksztalcie czterobocznej piramidy.

3. Podsumowanie

Dzigki technikom eksperymentalnym, ktore sa obecnie dostepne do studiowania wlasciwosci
cytoszkieletu, od obrazowania w super-rozdzielczos$ci organizacji molekularnej, po fizyczne metody
manipulacji strukturami i procesami komoérkowymi, istnieje wiele mozliwosci badania zwiazku
miedzy dzialaniem sit wewnatrz- i zewnatrzkomérkowych i1 zachowaniem komorek. W celu
prowadzenia kolejnych eksperymentow i poszukiwania mechanizméw i czgstek taczacych mechanike
komorkows 1 cytoszkieletu do podejmowania decyzji komoérkowych konieczny jest dalszy rozwdj
obecnie dostepnych technik i modeli teoretycznych. Wydaje sig, ze w tym zakresie symulacje
obliczeniowe beda stawac si¢ coraz bardziej istotng metoda badania wlasciwosci hierarchicznie
uporzadkowanych ukladéw, rowniez biologicznych, co w przysztosci moze przyczynié¢ si¢ do
glebszego poznania zachowania zdrowych i patologicznych komoérek, a co za tym idzie mechanizmu
rozwoju wielu chordb.
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Streszczenie

Ruchliwo$¢ komoérkowa jest ztozonym procesem biologicznym niezbgdnym do
prawidtowego funkcjonowania organizméw wielokomorkowych we wszystkich etapach zycia; od
rozwoju zarodkowego, morfogenez¢ i1 gojenie si¢ ran po zjawiska patologiczne, takie jak
nowotworzenie i przerzutowanie. Ostatnie badania wskazuja, ze dla prawidtowego opisu mechanizmu
ruchliwoséci komérek, oprocz tradycyjnych testow migracji, istotne sg takze czynniki chemiczne,
fizyczne i mechaniczne. Niniejszy rozdzial po§wigcony jest strategiom migracji komoérek oraz
mechanobiologicznym zmianom, ktére towarzysza dynamicznym interakcjom pomiedzy komérkami
podczas migraciji.

1. Wstep

Migracja komdrkowa ma kluczowe znaczenie dla wielu proceséw biologicznych; poczawszy
od okresu rozwoju zarodkowego, morfo- i organogenezy, po odpowiedZz immunologiczng i proces
gojenia si¢ ran. Ruchliwo$¢ komorek istotna jest rowniez w zjawiskach patologicznych takich jak
choroby uktadu sercowo-naczyniowego i przerzutowanie nowotworow. Podczas tych procesow
migracji komorki poruszaja si¢ w przestrzeniach migdzykomérkowych, tzw. macierzy
zewnatrzkomorkowej, o szerokim spektrum  wlasciwosci  biochemicznych, fizycznych
i mechanicznych (Charras i Sahai 2014). Macierz zewnatrzkomoérkowa (ECM, ang. Extracellular
Matrix) stanowi¢ mogg zaréwno struktury 2D, takie jak btona podstawna jak rowniez ztozone
struktury 3D, takie jak tkanki taczne. ECM odpowiada mechaniczng stabilnos¢ tkanki i jej
integralnos$¢ oraz rusztowanie dla komoérek. Pelni réwniez funkcje ,,medium sygnalizacyjnego”,
jednoczesnie stanowigc fizyczng barierg ochronng komorek, filtr biofizyczny, ktéry kontroluje
przekazywanie sktadnikoéw odzywczych i produktéw odpadowych, mediatorow i wszelkich innych
substancji ze srodowiska do komérki (Lu i i in. 2012). Rola ECM w migracji komérkowej obejmuje
zardwno zjawiska molekularne, jak i fenomenologiczne. Dynamiczne ruchy komoérkowe, w tym
migracja, mozliwe sa dzigki rakcji sktadnikow wewnatrzkomoérkowych na bodzce ze Srodowiska
zewnetrznego.

2. Przeglad literatury

2.1 Sposoby migracji komoérek
Migracje komoérek mozna podzieli¢ na dwa sposoby: (1) tryb indywidualnej migracji
komorek, ktory obejmuje ruch mezenchymalny i ameboidaly oraz (2) kolektywny tryb migracji
komoérek, w ktorym zachowane sg potgczenia migdzykomédrkowe a grupa komorek porusza si¢
w sposob skoordynowany (Rys.1).
2.1.1  Ruch mezenchymalny
Mezenchymalny sposéb migracji jest do§¢ dobrze poznany i opisany. Jego cechy, przez
wiele lat obserwowane w do$wiadczeniach prowadzonych na podtozach dwuwymiarowych (2D),
przypisywano ogo6lnie uznanemu modelowi migracji komoérkowe;.
Jednymi z najbardziej typowych przykladow komoérek migrujacych w  sposob
mezenchymalny sg keratynocyty i fibroblasty. Komorki nowotworowe tak migrujace to w wigkszosci
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komorki wywodzace si¢ z tkanki tacznej, np. migsaka, czy z tkanek nablonkowych, np. raka jelita
grubego. W $rodowisku tréojwymiarowym komoérki mezenchymalne przyjmuja wrzecionowatg
morfologie, charakterystyczng dla fibroblastow, mioblastéw, komorek migsaka czy pojedynczych
komorek nabtonkowych. Mezenchymalny sposob poruszania si¢ komodrek cechuje pigcioetapowy
cykl lokomocyjny. Pierwszy etap migracji komorki to jej polaryzacja, czyli okreslenie kierunku ruchu
i podblonowe gromadzenie biatek regulujacych ten proces. W drugim, zaleznym od polimeryzacji
aktyny, protruzyjnym etapie migracji, lamellipodium formuje miejsca adhezji do substratu
za posrednictwem heterodimeréw a,B-integryn. Plytka adhezyjna stuzy jako miejsce przyczepu
komorki do podtoza, niezbedne dla wytworzenia si¢ mechanicznego napigcia w podblonowej czgséci
komorki i kluczowe dla dalszego jej poruszania si¢ (Gupton i in. 2005). Kompleksy integrynowe za
posrednictwem biatek adaptorowych (takich jak a-aktynina, paksylina, talina i winkulina) stuzg jako
miejsce zakotwiczenia dla filamentow aktyny, a takze posredniczag w przekazywaniu sygnatow
(z udzialem kinaz Src i Fak). Jednocze$nie, wraz z utworzeniem miejsc adhezji, niezbedny jest udziat
lokalnie wydzielanych do §rodowiska lub zwiagzanych z zewngtrzng btong komoérkowa proteaz (MMP,
uPA/uPAR), stuzacych enzymatycznej przebudowie widkien biatek macierzy zewnatrzkomorkowej
(ECM). Komoérka poruszajaca si¢ w sposob mezenchymalny powoduje degradacje widkien macierzy
zewnatrzkomorkowej, co moze by¢é wykorzystywane réwniez przez inne metastatyczne komorki
nowotworowe, sprzyja¢ tworzeniu tzw. komoérkowych tancuchéw migracyjnych i zwigkszaé szansg
wystapienia przerzutow.

Proces mezenchymalnego ruchu komoérkowego to cykl nastgpujacych po sobie zjawisk,
ktorych powtarzalno$¢ wymaga bardzo precyzyjnej kontroli, a samo jego zapoczatkowanie wigze si¢
z powstawaniem i zanikaniem ukierunkowanych wypustek komérkowych. Komorki pobudzone do
migracji w ciggu kilku minut prezentuja lamellipodium, ktore tworzy si¢ w wyniku niezwykle
dynamicznej polimeryzacji aktyny (Condeelis i in. 2001).

Macierz ECM
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Rys. 1. Sposoby migracji komorek.
2.1.2  Ruch ameboidalny

Komoérki, w szczegdlnosci nowotworowe, moga migrowa¢ w sposob odmienny od
mezenchymalnego, podobny do sposobu poruszania si¢ przeciskajacych si¢ przez $ciang¢ naczyn
krwionosnych leukocytow. Ten typ ruchu komoérkowego charakteryzuje si¢ wysokim stopniem
»deformacji” ciata komorki oraz wystgpowaniem sferycznych, przypominajacych pecherzyki
apoptotyczne, wypustek blony komoérkowej. Komorki nowotworowe poruszajace si¢ w ten sposob
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zawdzigczaja zdolno$¢ do translokacji gwaltownie przyspieszajacym cyklom ekspansji i retrakcji
wypustek oraz skurczom ciata komoérki. W ich przypadku wykazano réwniez zdolno$¢ do szybkich
zmian kierunku ruchu. Wynika to z mozliwosci dynamicznego, kilkuminutowego tworzenia si¢
i likwidacji pecherzykéw migracyjnych, czemu towarzyszy zmiana polaryzacji komorki (Pinner
i Sahai 2008). Ruch ameboidalny charakteryzuje wiele cech odmiennych w pordéwnaniu
z mezenchymalnym typem migracji komoérkowej. Przede wszystkim w ameboidalnym typie ruchu
komorkowego to nie polimeryzacja filamentow aktynowych jest gloéwna sita powodujaca
powstawanie protruzji. Ponadto, enzymatyczna proteoliza nie stuzy w tym przypadku do pokonania
bariery migracyjnej jaka jest macierz zewnatrzkomérkowa. Stad zastosowanie inhibitorow
metaloproteinaz nie powoduje zmniejszenia zdolnosci inwazyjnych tych komorek nowotworowych
zardbwno w warunkach in vitro, jak i in vivo.

Komorki poruszajgce si¢ w sposob ameboidalny generujg tzw. site kurczliwg, w oparciu
o wspotdziatanie aktyny i miozyny II. Dzigki temu nastepuje odksztalcenie widkien macierzy
zewnatrzkomorkowej, a komorki przeciskaja si¢ migdzy jej elementami wg nizej opisanego
mechanizmu (Paluch i in. 2006). Pierwszy etap inwazji macierzy zewnatrzkomérkowej rozpoczyna
si¢ utworzeniem sferycznych wypustek migracyjnych. Ich powstawanie jest mozliwe dzigki
wzrostowi ci$nienia hydrostatycznego, ktore powoduje lokalne uwypuklenie btony komorkowe;.
W sytuacji spoczynku komorki ciagto$¢ przylegania btony komoérkowej do podbtonowej sieci
biatkowej (w sktad ktorej wehodzi aktyna, filamina, a-aktynina czy miozyna) stabilizowana jest przez
poprzez liczne miejsca kontaktowe (Zaidel-Bar i in. 2003). Utworzenie pecherzyka migracyjnego
skutkuje utratg tych stabilnych potaczen i w poczatkowym etapie pgcherzyki migracyjne pozbawione
sa F-aktyny. Ten niewielki uwypuklony region wypelnia si¢ nastepnie cytoplazma i w ciagu kilku
sekund formuje sferyczng strukture, w ktorej stopniowo rozpoczyna si¢ odbudowa sieci cytoszkieletu
aktynowego.

2.1.3  Ruch kolektywny

Kolektywny sposdb migracji zaobserwowa¢ mozna W nastgpujacych procesach
fizjologicznych: migracja fragmentow nabtonkdéw po ptaskich substratach, takich jak btona sluzowa
jelita podczas jego samoodnawiania, ruch warstw keratynocytow i fibroblastow w kierunku miejsca
zranienia, czy warstw komorek przemieszczajacych sie w procesie organogenezy. W warunkach in
Vitro najczesciej stosowanym modelem dla kolektywnego typu ruchu jest test gojenia ran, w ktorym
fibroblasty zamykajg przestrzen powstata po przerwaniu cigglosci monowarstwy komoérek na ptytce
hodowlanej (Montell 2008). Kolektywny sposob migracji komoérkowej polega na wspdlnym
przemieszczaniu  si¢ grup komorek przy funkcjonalnie zachowanych potaczeniach
miedzykomorkowych. Komorki te zachowuja pierwsze cztery z pigciu etapéw ruchu wyzej opisanych
dla komoérek poruszajacych si¢ w sposdéb mezenchymalny. Zapoczatkowujace ruch kolektywny
komorki przechodza etap protruzji, adhezji do podloza, enzymatycznego trawienia biatek macierzy
zewnatrzkomoérkowej i skurczu ciata komorki. Koncowy etap tego procesu, w odniesieniu do
mezenchymalnego sposobu migracji zawiera wazne modyfikacje. Retrakcyjny koniec komoérki nie
ulega oddzieleniu od grupy komoérek, ale utrzymuje migdzykomérkowe polaczenia, ktore stuza
przeniesieniu sity skurczu na komoérki znajdujace si¢ dalej od strefy frontalnej (Wolf i Friedl 2006)
Poruszajace si¢ komorki strefy frontalnej, podobnie jak komorki poruszajace si¢ w sposob
mezenchymalny, wydzielajg zewngtrzkomorkowe proteazy, takie jak: MT1-MMP i MMP-2.

Podsumowujac, widzimy, iz niewatpliwa ,.korzys$cia” kolektywnego sposobu migracji
komoérkowej (z punktu widzenia rozprzestrzeniania nowotwordw) jest swoisty mechanizm,
polegajacy na torowaniu drogi migracji poprzez biatka macierzy zewnatrzkomérkowej czy zdrowe
tkanki organizmu oraz wytworzenie lokalnego $rodowiska typowego dla guza pierwotnego. In vivo
komoérki poruszaja si¢ w kierunku bogatych w sktadniki odzywcze naczyn krwiono$nych lub
limfatycznych. Inwazyjno$¢ komorek nowotworowych jest wigc zjawiskiem adaptacyjnym, w duzej
mierze zaleznym od warunkow Srodowiska. Ostatnie badania pokazuja, iz nabycie badz utrata
komponentéw determinujacych dany typ migracji komorkowej, czy to wskutek wyciszania genéw
czy ingerencji farmakologicznej, prowadzi do zmiany wzoru i mechanizmu przemieszczania si¢.
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2.2 Czynniki zewngtrzne indukujace migracje komorkowa

Migracja komérkowa jest indukowana lub hamowana na skutek zewnetrznych czynnikoéw
fizycznych, mechanicznych i/lub biochemicznych.

2.2.1  Czynniki fizyczne i mechaniczne

Komorki sa w stanie poruszac si¢ na tyle, na ile pozwoli im ich otoczenie, a poniewaz ruch
komorki wymaga zmian ksztaltu komorki, ograniczenia moga wplywaé na wiele parametrow
komorkowych. W strukturach trojwymiarowych, takich jak tkanka taczna, efekt zamknigcia jest
w duzej mierze okre$lony przez porowato$¢ matrycy, ktora komorka penetruje. Gdy pory sg mniejsze
niz rozmiar komoérki, komérka musi si¢ zmieni¢ ksztalt, w celu przemieszczenia si¢ przez pory. Im
mniejszy rozmiar porow, tym trudniej komorce si¢ przez nie przemiesci¢. Dodatkowo w tym procesie
istotna jest rOwniez mechaniczna odporno$¢ komorki na odksztalcenia, definiowana jako sztywnos¢
komorki i opisywana za pomoca moduly Younga. Niska sztywno$¢ komorek lub wysoka
odksztatcalno$¢ (ponizej ~ 500 Pa do ~ 2 kPa dla normalnych komorek) jest skorelowana
z potencjatem przerzutowym (Xu i in. 2012) i moze by¢ stanowi¢ mechaniczny biomarker do
szybkiego fenotypowania komorek (Otto i in. 2015). Ostatnie badania wykazaly, Zze rozmiar
i odksztalcalno$¢ jadra komorkowego jest czynnikiem ograniczajgcym zdolno$¢ komorki
przeciskania si¢ przez ciasne pory o wielkosci poréw 1-2 um (Wolf i in. 2013). W przypadku
powierzchni 2D, takich jak standardowe hodowle komorkowe, komorka ma wigksza przestrzen do
poruszania, wigc migracja napedzana jest przez lamellopodia oraz polimeryzacj¢ i depolimeryzacje
wilokien aktynowych (Lauffenburger i Horwitz 1996). Migracja w $rodowiskach o wigkszych
ograniczeniach geometrycznych, takich jak rury, kanaly oraz naturalne powierzchnie nieciagle
wymaga okres§lenia wickszej iloSci parametrow, takich jak kurczliwo$¢ komorek, topografia
powierzchni, powierzchnia adhezji (Wilson i in. 2013).

Fizjologiczng ECM cechuje ogromna réznorodnos¢ i ztozonos¢, co zwigzane jest z petniong
funkcja regulatorowa dla r6znego rodzaju komodrek (Kim i in. 2012). Przyktadowo innym parametrem
wplywajacym na ruchliwo$¢ komorek jest sztywnos$¢ podioza. In vivo wystepuja powierzchnie
o sztywnosci ~ 100 Pa, takie jak tkanka tluszczowa, mozg, oraz powierzchnie bardziej twarde, rzgdu
MPa i GPa, takie jak kosci (Discher i in. 2005).

2.2.2  Czynniki biochemiczne

Poza komunikacja mechaniczng komorki oddzialuja miedzy soba poprzez wysylanie
i odbieranie sygnatow biochemicznych oraz wydzielanie réznych substancji, takich jak chemokiny,
metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP, ang, matrix metalloproteinases) i czynniki
wzrostu, ktore moga wplywaé na aktywno$¢ migracyjng komorek.

Chemokiny to niskoczasteczkowe biatka z grupy cytokin, ktére wydzielane sg przez
komorki. Aktywno$é chemokin zwigzana jest z pobudzaniem swoistych dla nich receptorow
btonowych. Profil ekspresji tych receptorow decyduje o wrazliwo$ci komorek na bodziec
chemotaktyczny i ruch komoérki w kierunku gradientu stgzen. Wzrost stezenia chemokin in vivo
wywoluja cytokiny prozapalne, czynniki wzrostu lub patogeny (Rossi i Zlotnik 2000). Doskonatym
przyktadem $cisle kontrolowanej i mediowanej przez chemokiny procesem jest ruch leukocytow do
rany (Devreotes i Zigmond 1988). Gradient chemokinowy odgrywa rowniez wazna rolg w przypadku
przerzutowania nowotworéw. Komorki czerniaka i glejaka wydzielaja chemokiny, ktore sa silnym
bodzcem chemotaktycznym dla leukocytow, limfocytow typu T oraz neutrofili (Mrowietz i in. 1999).

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej to grupa zaleznych od cynku enzymow
proteolitycznych, nalezacych do endopeptydaz. MMP w organizmie mogg znajdowac si¢ w stanie
aktywnym lub nieakywnym i réwniez petnig istotng funkcje w procesie migracji komorkowe;.
Przyktadowo podczas procesu gojenia ran MMP-1 oddziatuje z keratynocytami poprzez o2f1
i wspiera w migracje tych komdrek przez macierz kolagenowg. Degradacja macierzy kolagenowe;j
przez MMP-1 ma kluczowe znaczenie dla ruchliwo$ci keratynocytéw, poniewaz komorki te nie sa
w stanie porusza¢ si¢ po zelu kolagenowym (Pilcher i in. 1997). Podczas przerzutow
nowotworowych, w szczegdlnosci nowotwory ztosliwe w sposob parakrynny stymuluja komorki zrgb
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do wydzielania wigkszosci MMP (McKerrow i in. 2000). Metaloproteinazy 1, 2, 3,9 i 14 odgrywaja
istotng role w degradacji fizycznej bariery w postaci ECM dla inwazji nowotworéw oraz nacieku na
srodbtonek naczyniowy, co wspiera proces metastazy (Sternlicht i Bergers 2000).

Czynniki wzrostu to peptydy, ktore pobudzaja inne komoérki do podziatu, ré6znicowania lub
ruchu w ich kierunku. Dzialaja za posrednictwem swoistych receptoréw na powierzchni komorek
docelowych. Odpowiedzialne sa za kontrolowanie dynamicznej komunikacji miedzy komorka
a macierza lub migdzy komoérkami. Niektore z nich zwiagzane sa z regulacja ruchliwosci komorek, np.
czynnik wzrostu fibroblastow (FGF, ang. fibroblast growth factor) czynnik wzrostu naskorka (EGF,
ang. epidermal growth factor), ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth factor)
i transformujacy czynnik wzrostu (TGF-p, ang. transforming growth factor B). Przykladowo podczas
procesu gojenia si¢ rany, plytki degranuluja wydzielaja EGF, PDGF i TGF-B. FGF reguluje
ruchliwo$¢ komoérkowa poprzez reorganizacje struktur cytoszkieletu aktynowego i polaryzacje
komorek (Bottcher i Niehrs 2005). PDGF i cytokiny, takie jak IL-1, dziataja jednocze$nie w celu
przyciagnigcia neutrofili do uszkodzonego miejsca, w celu usunigcia zanieczyszczen bakteryjnych
(Hantash i in. 2008). Komorki nowotworowo-zrebowe wydzielaja czynniki stymulujace wzrost
i przerzutowanie komorek nowotworowych (Hu i in. 2013). Internalizacja aktywowanego na
powierzchni komorki receptora FGF jest zwiazana ze zwickszona migracja komoérek i progresja
nowotworu.

2.3 Rola biatek RhO w procesie migracji komorkowej

Komorki moga rozpoczaé migracje pod wptywem rozmaitych bodzcéw zewnetrznych lub
wewnetrznych. W odpowiedzi na te czynniki aktywowane zostaja rdzne receptory i uruchomiona
zostaje wyspecjalizowana maszyneria biatkowych kaskad przekazywania sygnatoéw. Ogniwami tych
szlakow sg miedzy innymi biatka Rho — GTPazy, nalezace do nadrodziny biatek Ras. Rodzina biatek
Rho wystepuje we wszystkich organizmach eukariotycznych, od mikroorganizméw po ssaki. Tworza
je monomeryczne, stosunkowo mate proteiny o masie od 20 do 30 kDa. Ponadto sg to biatka
0 znacznym stopniu homologii sekwencji aminokwasowej wykazujace ponad 50% identycznych
aminokwasow. Odgrywaja one wiele waznych rol migdzy innymi w przekazywaniu sygnatow
wewnatrzkomérkowych 1 kontrolowaniu wielu istotnych procesow komorkowych, takich jak:
migracja, transport blonowy, adhezja, polarno$¢ czy zmiana ksztattu komorki. Biatka te wspotdziataja
W sposob antagonistyczny lub synergistyczny z innymi biatkami szlakow sygnatowych a takze
z wtornymi przekaznikami informacji.

U ssakow zidentyfikowano 20 gen6w kodujacych biatka Rho i podzielono je na 5 grup: Rho,
Rac, Cdc42, Rnd i RhoBTB. Najlepiej poznanymi oraz petnigcymi istotng rolg w kontroli organizacji
cytoszkieletu sa biatka Rho, Rac i Cdc42. Aktywne biatko RhoA stymuluje formowanie ognisk
kontaktowych oraz wiokien naprezeniowych kontrolujac tym samym proces translokacji ciata
komorki. Biatka Cdc42 i Rac natomiast przyktadowo aktywnie uczestniczg w poczatkowych stadiach
procesu migracji komérkowej takich jak organizacja miejsc adhezji w strefie frontalnej, polaryzacji
komorki oraz miedzy innymi indukujg powstawanie odpowiednio filopodiow i lamelipodiow —
rodzaje wypustek migracyjnych.

Biatka Rho funkcjonujag w komoérkach w postaci molekularnych przetacznikéw oscylujac
pomiedzy aktywnym stanem zwigzanym z GTP, a nieaktywna postacig zwigzana z GDP. Wymiana
nukleotydow guanidynowych jest kontrolowana przez trzy grupy bialek regulatorowych GEF
(guanine nucleotide exchange factor), GAP (GTPase-activating protein) oraz GDI (guanine
nucleotide dissociation inhibitor). Wewngtrzna aktywno$¢ GTP-azowa biatek Rho jest na niskim
poziomie, dlatego aby moglty one przejs¢ ze stanu aktywnego w nieaktywny wymagane sg biatka
GAP, ktore promujg hydroliz¢ GTP do GDP. Nieaktywne Rho sg utrzymywane w cytoplazmie
komoérki w postaci zwigzanej z biatkami GDI, ktére hamujg wymiang GDP na GTP. Poniewaz
czynniki GEF ulatwiaja zaré6wno dysocjacj¢ GDI, jak rowniez wymiang GDP na GTP ich rola
sprowadza si¢ do aktywacji biatek Rho. Ztozony proces ukierunkowanej lokomocji komorkowe;j
zalezy od $cisle zlokalizowanej aktywacji tych biatek w okre§lonych regionach cytoplazmy, gdzie
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dziataja one jako ,,molekularne przetaczniki" aktywnosci biatek cytoszkieletu, kluczowe przy
tworzeniu wypustek komérkowych.

Dynamiczny proces migracji komoérek jest bardzo ztozony i wiaze si¢ z ciagla przebudowsa
sieci cytoszkieletu komorki, ktora jest niezb¢dna do ruchu komorkowego i adaptacji do zmian
otaczajacego mikrosrodowiska komodrki. W szczegoélnosci ruch komoérkowy potrzebuje szybko
aktywowanych i regulowanych w sposdb czasowy S$ciezek sygnatowych, ktore pomagaja
w zapewnieniu komorkowej odpowiedzi na zewngtrzne zmiany. GTP-azy Rho petnig istotng role
w regulacji organizacji cytoszkieletu, wplywajac zarowno na filamenty aktynowe, jak i mikrotubule.
ZYozony proces ukierunkowanej lokomocji komorkowej zalezy od $cisle zlokalizowanej aktywacji
tych biatek w okreslonych regionach cytoplazmy, gdzie dziataja one jako ,,molekularne przetaczniki"
aktywnosci bialek cytoszkieletu, kluczowe przy tworzeniu wypustek komorkowych.

3. Podsumowanie i wnioski

Mechanizmy ruchu komorek poznawane sg coraz bardziej szczegbétowo, nadal jednak nie
znamy odpowiedzi na wiele podstawowych pytan. Dlatego konieczne jest poszukiwanie nowych
molekularnych szlakow przekazywania sygnatow oraz scharakteryzowanie biatek odpowiedzialnych
za ruch komorek. Ich doktadne poznanie i scharakteryzowanie pozwoli na opracowanie nowych
celow dla skutecznych terapii farmakologicznych, skierowanych jednocze$nie w strong szlakow
przekazywania sygnatdw wspolnych dla wszystkich typow ruchu komorek.
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Streszczenie

Badania stabilnosci produktéw farmaceutycznych sg jednym z wazniejszych etapow procesu
badawczo-wdrozeniowego w trakcie wprowadzania nowego produktu na rynek. Zapewniajg one
utrzymanie jakosci, bezpieczenstwa i skuteczno$ci produktu przez caly okres przydatnosci do
spozycia. Badania te uwazane s3 za warunek wstepny przyj¢cia i zatwierdzenia jakiegokolwiek
produktu farmaceutycznego. Prowadzone sa w celu doboru najkorzystniejszych warunkow procesu
technologicznego, ustalenia warunkoéw przechowywania oraz ustalenia dopuszczalnego okresu
przechowywania. W zwigzku z powyzszym badania sa czasochtonne i generuja wysokie koszty.
Problem trwato$ci leku jest nadal aktualny ze wzglgdu na to, iz spoteczenstwo nie zawsze stosuje si¢
do zalecanych przez producenta warunkow przechowywania lekow co moze mie¢ powazne skutki dla
zdrowia a nawet zycia pacjenta.

1. Wstep

Wprowadzenie nowego produktu leczniczego na rynek to dtugi i kosztowny proces. Jednym
z etapOw procesu badawczo-wdrozeniowego jest okreslenie stabilnosci leku bedacego podstawa do
wyznaczenia daty waznos$ci i warunkoéw przechowywania tak aby w catym okresie trwatosci lek byt
skuteczny a przede wszystkim bezpieczny dla pacjenta. W dzisiejszych czasach problem stabilnos$ci
i trwato$ci leku zwigzany jest przede wszystkim z narazeniem produktéw leczniczych na dziatanie
czynnikdw zewnetrznych jakim lek niejednokrotnie poddawany jest podczas transportu od
producenta poprzez magazyny i hurtownie az po potki apteczne. Bardzo duzy wplyw na stabilnos¢
leku ma m.in. zbyt wysoka temperatura, wilgotno$¢ powietrza, czy tez promieniowanie $wietlne
wywolujace m.in. reakcje hydrolizy, racemizacji, utleniania, wzajemne oddziatywania pomigdzy
sktadnikami preparatu oraz rozktad fotochemiczny w nastepstwie czego dochodzi do zwigkszenia
szybkosci rozktadu leku oraz skrocenia okresu przechowywania (York 1977; Folb 1990). Dlatego tez
terminy wazno$ci produktow leczniczych obowiazuja tylko wtedy gdy spetnione sa okreslone
wymagania dotyczace przechowywania.

2. Termin wazno$ci a termin przydatnosci do spozycia leku

Termin waznosci leku jest jedna z najistotniejszych informacji decydujaca o bezpieczenstwie
jego stosowania. Zgodnie z definicja, termin waznosci jest to okres czasu w ktorym producent
gwarantuje pelna wartos¢ danego produktu leczniczego wraz z adnotacja o warunkach
przechowywania. Termin przydatnosci jest to czas dluzszy od ustawowego 3-letniego okresu
odpowiedzialnosci producenta (Blicharski i in. 1988). W przypadku lekéw recepturowych nie da si¢
jednoznacznie okres$li¢ terminu wazno$ci. Mozna jedynie okresli¢ okres przydatno$ci do uzycia na
podstawie trwalosci poszczegdlnych sktadnikéw danego preparatu oraz zachodzacych interakcji
miedzy nimi.
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Juz 1979 r. Urzad ds. Zywnoéci i Lekéw (Food and Drug Administration) nakazat aby
wszystkie leki na recepte miaty termin przydatnosci do spozycia (lub date wazno$ci) zamieszczong
bezposrednio na opakowaniu produktu. Podobne wymagania obowiazuja w Unii Europejskiej (Capen
i in. 2012). Jednak w Polsce zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia (§ 3 ust. 1 pkt. 9)
wymagane jest tylko umieszczenie terminu waznos$ci produktu leczniczego (rok i miesigc) zardwno
na opakowaniu zewngtrznym jak i wewngtrznym np. blistrze.

3. Trwalos¢ leku

Badanie trwatos$ci leku jest zlozonym procesem ze wzgledu na udziat ré6znych czynnikow
wplywajacych na trwalo$¢ produktu farmaceutycznego. Czynniki te obejmuja stabilnos¢ substancji
czynnej, oddziatywania substancji czynnej z substancjami pomocniczymi, proces produkcji, postac
leku, rodzaje opakowan oraz warunki §rodowiska (promieniowanie, temperatura i wilgotnosc)
panujace podczas:

- przechowywania partii lekow u producenta

- transportu

- przechowywania w hurtowni

- przechowywania w aptece otwartej lub szpitalnej

- przechowywania w domu pacjenta lub gabinecie lekarza.

Rzeczywista trwatos¢ leku jest to okres w ktorym lek przechowywany w $cisle okreslonych
warunkach zadanych przez producenta, powinien by¢ zdatny do uzytku. Podstawa okreslenia
trwalo$ci produktu leczniczego jest zawarto$¢ substancji czynnej wyrazona w miligramach
i umieszczona na opakowaniu. Lek uznaje si¢ za trwaly jezeli zawarto$¢ substancji czynnej wynosi
ponad 90% deklarowanej ilosci w okreslonych warunkach przechowywania, przy czym produkty
rozktadu nie sg toksyczne a wyglad i zapach pastylki nie ulegt zmianie (Allen 2010).

Trwato$¢ rzeczywistg leku rozpatruje si¢ w roéznych kategoriach. Wyrdézniamy m.in.:
trwato§¢  chemiczna, fizyczng, mikrobiologicznga, biofarmaceutyczna, toksykologiczng
(Kommanaboyina i in. 1999).

Trwato§¢ chemiczna to jedna z najwazniejszych i najprostszych do oceny ilosciowej
wlasciwo$¢ leku okreslajaca jego przydatno$é do spozycia. Jest zalezna gldwnie od warunkoéw
przechowywania m.in. temperatury, promieniowania $wietlnego, wilgotnosci powietrza itp.
W wyniku nieodpowiedniego przechowywania lekow czyli w innych warunkach niz te okreslone
przez producenta moze doj§¢ do rozktadu substancji czynnej i substancji pomocniczych leku
w wyniku m.in. reakcji hydrolizy, utleniania, redukcji, racemizacji, hydratacji i dehydratacji,
dekarboksylacji, przegrupowania przestrzennego, czy tez dimeryzacji i polimeryzacji (Carstensen
i in. 2000). Metodami badawczymi trwalo$ci chemicznej sa m.in. metody chromatograficzne (TLC,
GC,HPLC), elektroforetyczne (elektroforeza kapilarna), spektroskopowe (NMR, IR, MS),
chiralooptyczne (skrecalno$¢ optyczna, dichroizm kotowy, dyspersja skrecalno$ci optycznej).

Trwalo$¢ fizyczna zwigzana jest z fizycznymi zmianami postaci leku m.in. wygladem,
smakiem, jednorodnoscia, konsystencja, klarownosciag roztworu, szybkoscig rozpuszczania, pH czy
tez zdolnoscia do rozpraszania wigzki $wiatla co wplywa na stabilno$¢ substancji leczniczej
(Carstensen i in. 2000). Powodem braku trwatosci fizycznej leku moga by¢ zmiany:

- wynikajace z utleniania si¢ sktadnikow leku
- wilgotnosci preparatu

- konsystencji i lepkosci

- struktury krystalicznej

- zabarwienia (Blicharski i in. 1988).

Zmiany te iloSciowo s3 trudniejsze do zidentyfikowania ze wzglgdu na ich réznorodnos¢.
Metodami badawczymi trwatosci fizycznej sa m.in. metody optyczne (nieuzbrojone oko, mikroskop),
spektroskopowe (m.in. spektroskopia IR), termiczne (termograwimetria, mikrokalorymetria),
okreslenie wielkoSci czastek (impaktor, licznik Coultera ).

Na stabilno$¢ produktu farmaceutycznego wplywajg takze zmiany mikrobiologiczne, takie
jak wzrost mikroorganizméw w niesterylnie przechowywanych produktach leczniczych i spadek
skuteczno$ci dziatania $rodkéw konserwujgcych/srodkéw bakteriobdjczych (Matthews 1999).
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Zrédtem zakazenia leku moga by¢ m.in. wyjsciowe substancje czynne i pomocnicze, nicodpowiednie
opakowania, aparatura stosowana w produkcji substancji leczniczych, zanieczyszczenie powietrza
w pomieszczeniach produkcyjnych oraz magazynach, proces technologiczny, sprzyjajace rozwojowi
drobnoustrojoéw bakteriobojczych oraz sami pracownicy zatrudnieni przy produkcji lekow (Blicharski
i in. 1988). Zewngtrznymi objawami §wiadczacymi o ,,zepsuciu” si¢ produktu leczniczego pod
wplywem zmian mikrobiologicznych s3 m.in. utworzenie si¢ ples$ni, m¢tnienie i powstanie osadow
na preparacie, zmiany zabarwienia i zapachu, jak rowniez tworzenie si¢ gazu w probkach. Metodami
badawczymi trwatosci mikrobiologicznej sa m.in. badania jalowosci i badania czystosci
mikrobiologicznej.

Trwalo$¢ biofarmaceutyczna odnosi si¢ do zmian fizycznych, chemicznych
i mikrobiologicznych zachodzacych jednoczesnie w produkcie leczniczym. Zmiany te moga byé
spowodowane m.in. zmianami struktury fizycznej leku przez co dochodzi do twardnienia
i nierozpuszczalno$ci pastylek, nietopliwosci czopkdéw oraz braku odpornosci otoczki leku na
dziatanie sokoéw zotadkowych. W zwigzku z powyzszym moze doj$¢ do niekontrolowanego
uwalniania si¢ substancji aktywnej tzn. uwalnia si¢ ona w niewystarczajacej iloSci badz tez
w niewlasciwym czasie i miejscu (Blicharski i in. 1988).

Trwato$¢ toksykologiczna odnosi si¢ do zawartosci substancji toksycznych w probcee ktore
nie powinny ulec zmianie w catym okresie trwatosci leku. Produkty rozktadu pojawiaja si¢ w wyniku
nieodpowiedniego przechowywania produktow leczniczych na skutek zachodzacych w nich reakceji
chemicznych. Sg to przede wszystkim produkty rozktadu substancji czynnej, substancji
pomocniczych lub obu jednoczes$nie. Powstate nowe, toksyczne zwigzki moga mie¢ np. o dziatanie
uczulajace (Blicharski i in. 1988).

4, Badania trwalosci lekow

Okreslenie trwalosci produktu leczniczego jest rutynowa procedurg przeprowadzang na

produktach leczniczych. Badania stabilnoséci produktow leczniczych mozna podzieli¢ na trzy etapy:
1. testowanie stabilnosci w czasie rzeczywistym (badania dtugoterminowe)
2. przyspieszone testy stabilno$ci
3. badania posrednie.

Badania stabilno$ci w czasie rzeczywistym wykonywane sa minimum dla 3 serii produktu
leczniczego w oryginalnym opakowaniu i sktadzie przewidzianym do sprzedazy, w warunkach
okreslonej strefy klimatycznej oraz w warunkach zalecanych przez producenta z uzyciem
tradycyjnych metod spektroskopowych, co wymaga dhlugiego czasu obserwacji i czasochtonnych
badan (Blicharski i in. 1988). Czas trwania badan zalezy przede wszystkim od stabilnosci produktu.
Polegaja one na oznaczaniu zawarto$ci substancji czynnej, substancji pomocniczych pod wzgledem
wiasciwosci fizykochemicznych i czystosci mikrobiologicznej (Bardel 2015). Podczas testow wyniki
zbierane sg z okre$long czestotliwosciag w celu okreslenia linii trendu aby rozr6znié niestabilno$é leku
od btednego, pojedynczego pomiaru (Anderson i in. 1991). Przez pierwszy rok badania wykonywane
sg co trzy miesigce, za$ przez kolejne lata co 6 miesiecy. Badania prowadzone sg w temperaturze
25°C i wilgotnos$ci powietrza 60% RH (wilgotnosci pokojowej) badz w temperaturze 30°C
i wilgotnosci 65% RH (Bardel 2015). Wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw mozna zwigkszy¢ poprzez
wprowadzenie do badan materiatu referencyjnego o okreslonej i powszechnie znanej stabilnosci
farmakologicznej. Powyzsza analiza obejmuje nie tylko okreslenie stabilnosci skladnikow ale
réwniez wptyw aparatury badawczej ktora bedzie uzywana w catym okresie testowania na stabilno$é¢
badanego zwiazku (Anderson i in. 1991). Zaleta takiego schematu badan jest to, iz analiza rozktadu
badanych substancji prowadzona jest w warunkach odpowiadajacych warunkom w jakich preparat
bedzie przechowywany. Wada za$ jest jego czasochlonnos¢. Ponadto nie mozna przewidzie¢
stabilno$ci leku po czasie dluzszym niz okres obserwacji. W przypadku gdyby produkt leczniczy
okazat sie nietrwaty wowczas nowe proby jego stabilizacji wymagatyby wprowadzenia kolejnych
procedur a to z kolei przedtuzytoby badania o kolejny rok. Wychodzac na przeciw tym rozwigzaniom
wprowadzono nowg metode badan - test przyspieszonego starzenia ktory pozwala znacznie skrocié
czas analiz (Bardel 2015).
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Testy przyspieszonego starzenia stosuje si¢ juz w pierwszych etapach procesu badawczo -
wdrozeniowego nowego leku. Badania te polegaja na okresleniu ilo$ci ciepta potrzebnego do zajscia
reakcji rozktadu substancji czynnej lub substancji pomocniczych badanego preparatu (Bardel 2015).
Oproécz temperatury, badany jest réwniez wplyw: wilgotnosci powietrza, promieniowania §wietlnego,
pH roztworu, czy tez rodzaju opakowania na stabilnos¢ leku. Testy tego typu zostaly zaprojektowane
w celu przyspieszenia rozkladu chemicznego i przemian fizycznych pod wptywem zaostrzonych
warunkow temperaturowych 40°C i wilgotnosci powietrza rownej 75% RH. Probki do badan
pobierane sg co 1 miesigc przez 3 miesigce lub co 3 miesigce przez pot roku. Na podstawie
uzyskanych wynikow mozna okresli¢ stabilno§¢ leku pod wpltywem rdéznych czynnikoéw
zewngtrznych oraz warunki bezpiecznego przechowywania substancji leczniczych aby w catym
okresie przydatnosci do spozycia nie nastgpita degradacja poszczegélnych sktadnikow leku
(Kommanaboyina i in. 1999).

Badania posrednie prowadzone sa w celu $redniego przyspieszenia rozktadu chemicznego
i przemian fizycznych produktu leczniczego w przypadku gdy w badaniach przyspieszonych
wykazano ponad 5% zmiane stezenia substancji czynnej, przekroczong zawarto$¢ produktow
rozktadu, przekroczone limity pH oraz zaobserwowano zmian¢ wygladu i wtasciwos$ci fizycznych
pastylki. Analiza prowadzona jest wowczas co3 miesigce przez okres 6-12 miesiecy w temperaturze
30°C i wilgotnosci 65% RH (Bardel 2015).

Dla produktow leczniczych ktére posrednio begda przechowywane w temperaturze
pokojowej wykonuje si¢ badania stabilnoSci zgodnie z ogdlnymi zasadami podanymi powyzej.
W przypadku gdy lek jest niestabilny w temperaturze pokojowej, badania stabilno$ci wykonywane sa
woOwczas w obnizonej temperaturze. Badania dlugoterminowe wykonywane sg w temperaturze 5°C
przez minimum 12 miesigcy, za$ testy przyspieszone w 25°C w wilgotnosci 60% RH przez minimum
6 miesiecy. Badania trwatosci produktow wymagajacych przechowywania w zamrazarce w catym
okresie przydatnosci prowadzone sa minimum 12 miesigcy W temperaturze -20°C (badania
dhugoterminowe) (Bardel 2015).

5. Przechowywanie leku

Okreslenie terminu waznosci leku poprzedzone jest szeregiem badan prowadzonych na
réznym etapie jego syntezy. Data wazno$ci ma istotne znaczenie tylko wowczas, gdy produkt
leczniczy lub substancja lekopochodna przechowywana jest w odpowiednich warunkach podanych
przez producenta. Informacja zawarta na opakowaniu zewngtrznym badz ulotce dotaczonej do
opakowania, iz lek jest trwaty np. przez 3 lata, nie znaczy, ze jego stabilno$¢ nie ulegnie zmianie jesli
bedzie on przechowywany w nieodpowiednich warunkach np. w wysokiej temperaturze, czy tez
W pomieszczeniu 0 podwyzszonej wilgotnosci powietrza.

W zwigzku z powyzszym, producent powinien takze bra¢ pod uwage fakt, iz jego zalecenia
nie zawsze sg przestrzegane np. w trakcie transportu z hurtowni do apteki jak rowniez w domu
chorego. Pomimo, iz w niektorych przypadkach brak jest informacji na temat sposobu
przechowywania preparatu farmaceutycznego, warunki w jakich jest przechowywany powinny
zapewni¢ ochrong przed przegrzaniem, wychtodzeniem czy tez nadmierng wilgocig. W zwigzku
z czym kazdy lek, jesli nie ma podanych doktadnych zalecen, powinien by¢ przechowywany
w temperaturze pokojowej (15-25°C), w pomieszczeniu o ograniczonej wilgotnosci oraz wolnym od
promieniowania $wietlnego w celu zabezpieczenia preparatu przed bezposrednim dziataniem $wiatta
stonecznego (Bajaj i in. 2012).

Nieodpowiednia temperatura przechowywania lekow ma ogromny wplyw na ich trwatos¢.
Zbyt wysoka temperatura obniza trwato$¢ chemiczna, fizyczna i biologiczna, za$ zbyt niska
temperatura wptywa niekorzystnie na stabilno$¢ preparatu leczniczego np. w wyniku krystalizacji
substancji czynnej z roztworéw nasyconych lub bedacych na granicy nasycenia w zalecanych przez
producenta warunkach przechowywania. Jednym z przyktaddéw jest insulina ktora ze wzgledu na
swoja trwato$¢ powinna by¢ przechowywana w lodowce. W temperaturze powyzej 10°C szybkosé
rozktadu insuliny znacznie wzrasta, za§ przechowywanie jej w temperaturze ponizej punku jej
zamarzania (ponizej 0°C) powoduje wydzielenie si¢ wody i jej krystalizacj¢ co przyczynia si¢ do
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zwigkszenia stezenia fenolu ($rodka bakteriostatycznego) w roztworze a nastgpnie jej rozktadu
(Blicharski i in. 1988).

Przechowywanie lekow w pomieszczeniach o wilgotnosci wzglednej powyzej 60% RH
rowniez wplywa negatywnie na trwato$¢ substancji czynnej. Odpowiednim zabezpieczeniem przed
niekorzystnym wpltywem wilgoci z powietrza jest wlasciwy dobor materiatu z ktérego wykonano
opakowanie oraz jego szczelne zamkniecie. W przypadku zwigzkoéw higroskopijnych istotne jest ich
przechowywanie w pojemnikach szczelnie zamykanych z dodatkowo umieszczong wewnatrz
opakowania substancja pochtaniajaca wilgo¢ (Blicharski i in. 1988).

6. Rodzaje opakowan

Nieodpowiedni doboér opakowania oraz tworzywa z ktorego zostato wykonane zmniejsza
stabilno§¢ nawet najtrwalszej substancji czynnej. W zwiazku z powyzszym, wybor odpowiedniego
rodzaju materiatu do produkcji opakowan oraz jego wptyw na trwato$¢ produktu leczniczego przez
ochrong przed niekorzystnymi czynnikami zewngtrznymi takimi jak: §wiatto stoneczne, wilgo¢, tlen
oraz inne czynniki destrukcyjne, powinien by¢ poprzedzony szeregiem badan. Pomigdzy lekiem
a materiatem z jakiego zostato wykonane opakowanie moga zachodzi¢ reakcje o réznym charakterze
m.in.:

- migracja pierwiastkow z materialu opakowania do leku (najczesciej wystepujacego w postaci
roztworu)

- sorpcja substancji czynnej na powierzchni wewngtrznej opakowania

- zmiana wygladu opakowania (np. w wyniku korozji) pod wptywem substancji leczniczej

- gromadzenie si¢ produktéw reakcji ubocznych na powierzchni zetknigcia si¢ opakowania
z warstwa leku.

W zwiazku z powyzszym opakowanie lekdw najczgséciej wykonuje si¢ z takich materiatow
jak: szklo, metal, tworzywa sztuczne a zatyczki produkuje si¢ z gumy (Blicharski i in. 1988).

7. Podsumowanie

W dzisiejszych czasach badanie stabilnosci produktow leczniczych jest jednym
z najwazniejszych elementow proceduralnych w trakcie wdrazania nowego leku na rynek. Wymaga
si¢ od producenta ustalenia odpowiedniego sktadu substancji aktywnych, doboru sktadu substancji
pomocniczych i okreslenie parametrow procesu technologicznego. Kazdy preparat wprowadzony na
rynek powinien by¢ skuteczny i bezpieczny dla pacjenta przez caly okres waznosci w ktorym jest
dopuszczony do uzytku. Konsekwencja leczenia pacjentow lekami czesciowo zdegradowanymi moze
by¢ prawdopodobienstwo zmniejszenia odpowiedzi terapeutycznej ktéora moze byé trudna do
rozpoznania. Jesli jednak degradacja ta jest znaczna, zazycie leku moze mie¢ powazne konsekwencje
— moze doprowadzi¢ do opornosci drobnoustrojow i/lub niepowodzenia leczenia a w najgorszym
przypadku do $mierci. Rolg farmaceuty przed wydaniem leku powinno by¢ ostrzeganie
i uswiadamianie pacjentdéw o stosowaniu si¢ do informacji o warunkach przechowywania produktu
farmaceutycznego jak zostato to umieszczone na opakowaniu zewnetrznym i ulotce przez producenta.
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Streszczenie

Biatka odgrywaja decydujaca role w niemal wszystkich procesach biologicznych. Sa
zasadniczymi elementami metabolicznymi i strukturalnymi komorek, tkanek i narzadow kazdego
zyweg0 organizmu. Na etapie obrobki posttranslacyjnej aminokwasy biatek ulegaja m.in. glikacji. Ta
strukturalna modyfikacja moze wptywaé¢ na wiasciwosci chemiczne i fizyczne bialek, na ich
stabilno§¢ oraz aktywno$¢, a zatem na pelnione przez nie funkcje fizjologiczne. Zaburzenia
strukturalne biatek indukowane sga przez stany patologiczne. Szczegdlng rolg w powstawaniu
patologii, poczynajac od zaburzen na poziomie molekularnym, poprzez oddziatywania komorkowe,
a konczac na zmianach narzadowych, przypisuje si¢ tzw. koncowym produktom zaawansowanej
glikacji biatek (Advanced Glycation End-products, AGEs). Glikacja, znana réwniez jako reakcja
Maillarda, jest wieloetapowym procesem zachodzacym spontanicznie w zywych organizmach.
W zdrowym organizmie wickszo$¢ AGEs ulega rozpadowi i eliminacji. W warunkach dtugotrwale
utrzymujgcego sie stanu hiperglikemii dochodzi do nasilenia procesu glikacji. W konsekwencji
szkodliwe produkty gromadzace si¢ w toku przemian metabolicznych biora udzial w etiopatogenezie
wielu chorob m.in. przewlektych powiktan cukrzycowych o charakterze mikro- i makroangiopatii,
czy tez proceséw degeneracyjnych zwigzanych z wiekiem.

1. Wstep

Przewlekle utrzymujacy sie¢ podwyzszony poziom cukru we krwi prowadzi do uszkodzenia,
niewydolno$ci oraz dysfunkcji wielu narzadow. Jedng z wazniejszych przemian biochemicznych,
ktéra odgrywa dominujgcg role w rozwoju standw patologicznych, w tym powiktan cukrzycowych
o charakterze mikro- i makroangiopatii, jest glikacja biatek (reakcja Maillarda). Stanowi ona szereg
kilkuetapowych i skomplikowanych reakcji, w wyniku ktorych powstaja zaawansowane (koncowe)
produkty glikacji (Advanced Glycation Endo-products, AGEs). AGEs odpowiedzialne sg za
uszkodzenia struktur komérkowych i tkankowych. Prowadza do wystapienia szeregu konsekwencji
zdrowotnych przyczyniajacych si¢ do spadku jakoSci zycia oraz przedwczesnego starzenia si¢
organizmu. Glikacji ulegajg biatka o dtugim okresie pottrwania (kolagen, krystalina soczewki oka),
ale rowniez te o krotszym, m.in. hemoglobina i albumina, a takze krotkozyjace, np. enzymy. Reakcja
moze zachodzi¢ takze z grupami aminowymi lipidow i kwasow nukleinowych (Goodarzi i in. 2010).
Procesowi glikacji in vivo czesto wspoOltowarzyszy proces oksydacji, ktory zachodzi intensywnie
w warunkach stresu oksydacyjnego.

2. Opis zagadnienia i przeglad literatury

2.1 Molekularny mechanizm glikacji biatek w organizmie

W uktadach biologicznych proces glikacji obejmuje trzy gtowne etapy: fazg poczatkows,
etap posredni oraz stadium pdzne (koncowe). Pierwszy etap glikacji zapoczatkowuje reakcja
kondensacji wolnej grupy karbonylowej cukréow redukujacych z pierwszorzedowa grupa aminowsg
reszty aminokwasowej biatka z wytworzeniem N-podstawionej aldozyloaminy. Produkt kondensacji
szybko traci wodg i jest przeksztatcany w odwracalna, labilng zasadg¢ Schiffa (aldoiming). W ciagu
kilku tygodni zwigzek ten ulega wewnatrzczasteczkowemu przegrupowaniu z wytworzeniem
trwatego i czgs$ciowo odwracalnego produktu reakcji Amadoriego (ARP): 1-amino-1-deoksyketozy
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(ketoaminy). Ketozy, takie jak fruktoza, reagujg z aminami z wytworzeniem aminoaldoz. Jest to
reakcja Heyns’a. Zwigzkami posrednimi tej reakcji sg iminy. Aminoaldozy sg niezbyt stabilne i tatwo
wchodza w reakcje chemiczne, tworzgc produkty Amadori (Rondeau i Bourdon 2011). Produkty tych
reakcji zwane wczesnymi, moga przechodzi¢ w siebie nawzajem, a stan rownowagi ustala si¢ po
okoto 28 dniach (Thornalley 2005). W etapie posrednim produkty Amadori, czyli niepozadane
zwiazki z wolng grupa karbonylowa reaktywna chemicznie, poprzez utlenianie i reakcje dehydratacji,
mogg ulec rozktadowi do zwigzkéw a-dikarbonylowych (a-oksoaldehydow)!: glioksalu (GL),
metyloglioksalu (MG), 3-deoksyglukozonu (3-DG) i gliceraldehydu (GA). Dziataja one jako
propagatory reakcji, ponownie reagujac z wolnymi grupami aminowymi biatka (Thornalley 2005;
Nawale i in. 2006). Ze wzgledu na swojg wysoka reaktywno$¢ powodowang brakiem struktur
cyklicznych oraz stosunkowo mate rozmiary, zwigzki dikarbonylowe odpowiedzialne sg za
powstawanie wigkszosci AGEs. Jedna z gtéwnych konsekwencji modyfikacji biatka przez aktywne
dikarbonylowe intermediaty glikacji jest tworzenie miedzy- i wewnatrzmolekularnych wigzan
krzyzowych pomiedzy biatkami (cross-links), co prowadzi do zaburzen w ich funkcjonowaniu
i rozwoju powiklan o charakterze mikro- i makroangiopatii. W pdznym etapie glikacji produkty
Amadori oraz prekursory AGEs w wyniku reakcji Maillarda ulegaja oksydacji, dehydratacji,
fragmentacji i kondensacji z innymi grupami aminowymi, co w konsekwencji prowadzi do
formowania si¢ stabilnych koncowych produktéw zaawansowanej glikacji (Advanced Glycation
Endo-products, AGESs). Ponadto poszczegdlne cukry redukujgce majg r6zng zdolnos$¢ reagowania
z grupami aminowymi bialek. Okazuje si¢, ze fruktoza czgstokro¢ spozywana przez pacjentow
z cukrzyca jako zamiennik glukozy oraz galaktoza sa in vitro bardziej reaktywne od glukozy
(Szkudlarek i in. 2016; Ledesma-Osuna i in. 2008). Stwierdzono, ze znacznie mniej reaktywne od
pentoz sg heksozy, natomiast od monosacharydow mniejsza reaktywno$¢ wykazuja oligosacharydy.
Ryc. 1. przedstawia szlaki metaboliczne prowadzace do tworzenia koncowych produktow glikacji
AGEs.
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Ryc. 1. Zrodta dikarbonylowych prekursorow glikacji odpowiedzialnych za powstawanie AGEs in
vivo (Nawale i in. 2006).

1 GL powstaje w wyniku oksydacyjnej fragmentacji zasady Schiffa w szlaku Namiki, autoutlenianiu glukozy katalizowanym
przez metale (szlak Wolff’a) lub na drodze peroksydacji lipidow w szlaku acetolowym. 3-DG powstaje w wyniku
nieoksydacyjnej fragmentacji i hydrolizy produktow Amadori, badz tworzy si¢ z fruktozo-3-fosforanu — intermediatu szlaku
poliolowego, w ktorym glukoza redukowana jest do sorbitolu przez reduktazg aldozy. Degradacja 3-DG powoduje powstanie MG
i GA na drodze kondensacji retro-aldolowej (Nawale i in. 2006).
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2.2 Koncowe produkty zaawansowanej glikacji — charakterystyka

Biorac pod uwagg zréznicowane mechanizmy powstawania, nie jest zaskakujace, ze AGEs
stanowia  heterogenna  mieszaning zwigzkbw o roznych masach  czasteczkowych
i charakterystycznych wlasciwosciach. Moga wystepowac jako matoczasteczkowe (Low Molecular
Weight AGEs, LMW-AGEs) oraz wielkoczasteczkowe (High Molecular Weight AGEs, HMW-
AGES), co wykryto w osoczu 0s6b z przewlekla niewydolnoscig nerek (PNN) (Sharp i in. 2003).
Kluczowa cecha koncowych produktow glikacji jest zdolno§¢ wchodzenia w reakcje krzyzowe
z innymi biatkami zaburzajgc ich strukture i funkcje. Biatka zmodyfikowane przez AGEs mogg by¢
bardziej odporne na degradacje enzymatyczna, co dodatkowo zwigksza miejscowe nagromadzenie
AGEs w tkankach. Koncowe produkty glikacji poprzez wigzanie do specyficznych receptorow
(Receptor for Advanced Glycation End-Products, RAGE) zlokalizowanych na powierzchni wielu
typow komorek (m.in. na fagocytach, hepatocytach, komorkach srodbtonka i migsni gtadkich $ciany
naczyn, komorkach uktadu nerwowego) aktywuja wewnatrzkomorkowe szlaki sygnalizacyjne
prowadzace do tworzenia m.in. reaktywnych form tlenu (Yamagishi 2011). Wykazano réwniez, ze
interakcja AGES-RAGE aktywuje jadrowy czynnik transkrypcyjny NK-xB (nuclear factor kB), co
wplywa na ekspresj¢ gendw odpowiedzi zapalnej (np. cytokin) i powoduje przewlekle uszkodzenia
praktycznie kazdej tkanki w organizmie. AGEs moga by¢ réwniez klasyfikowane pod wzgledem
zdolnos$ci do wykazywania fluorescencji oraz mozliwosci tworzenia wigzan poprzecznych migdzy
biatkami (Nawale i in. 2006). Do pierwszej klasy zwigzkéw — sieciujacych oraz wykazujacych
zdolnos$¢ absorpcji i fluorescencji zalicza si¢ m.in. pentozydyne. W sktad pentozydyny wchodzi
pierscien imidazolo-(4,5b)-pirydynowy warunkujacy jej zdolnosci do $wiecenia. Reaktywne formy
tlenu, zwlaszcza rodnik ponadtlenkowy (O¢2-) i rodnik wodorotlenowy (*OH) odgrywa istotng role
w jej tworzeniu (Khan i in. 2007). Pentozydyna stanowi wskaznik do oceny uszkodzenia tkanki pod
wptywem glikacji. Powoduje powstawanie wigzan poprzecznych miedzy resztami argininy (Arg)
i lizyny (Lys) w kolagenie. Moze by¢ obecna w surowicy krwi zaréwno w postaci wolnej (10%), jak
i zwiazanej z albuming (90%). Zawarto$¢ pentozydyny ros$nie w tkance wraz z wiekiem. Druga klasa
zwigzkéw — niefluorescencyjne, sieciujace AGEs sg glownym czynnikiem prowadzacym do
powstawania in vivo wigzan krzyzowych biatko-biatko (cross-links). Wérod nich najlepiej poznana
grupg zwigzkow sg imidazolowe struktury sieciujace, w tym pochodne dimeru glioksalo-lizynowego
(GOLD) oraz dimeru metyloglioksalo-lizynowego (MOLD). Obecno$¢ tych zwigzkow stwierdzono
w biatku soczewki isurowicy ludzkiej (Wu i in. 2011). Trzecia klasa to niefluorescencyjne,
niesieciujace struktury AGEs, ktore dzialaja jak biologiczne ligandy receptora, inicjujac sygnalizacje
komorkows i indukujac stres oksydacyjny w tkankach. Do grupy tej naleza: pyrralina (Pyr), NE-
(karboksymetylo)lizyna ~ (CML),  NE&-(karboksyetylo)lizyna  (CEL) oraz  imidazolon
z 3-deoksyglukazonu (3-DG), metyloglioksalu (MG) i glioksalu (GL) (Ahmed i in. 2005).
Przyktadowo, CML ze wzgledu na silng zalezno$¢ od tlenu oraz posrednictwo rodnika
hydroksylowego w jej powstawaniu (autooksydacyjna glikacja) jest uwazana za marker stresu
oksydacyjnego zwigzanego z reakcjami utleniania weglowodandéw i lipidow oraz odlegtych
uszkodzen biatek w procesach starzenia si¢, miazdzycy i cukrzycy. CML jest rozprowadzana
w r6znych tkankach organizmu, takich jak surowica, kolagen skory i nerki (Wu i in. 2011). Do
koncowych produktéw glikacji zalicza si¢ rowniez karboksymetyloargining (CMA),
karboksymetylocysteing (CMC) oraz karboksyetylocysteing (CEC). Obecnos¢ CMA stwierdzono
w kolagenie, natomiast CMC i CEC zidentyfikowano w biatkach osocza diabetykow. Niektorzy
autorzy dziela AGEs na nietoksyczne (CML, CEL, Pyr) oraz na toksyczne AGEs, ktore zwykle
wywodza si¢ z aldehydu glikolowego lub gliceraldehydu (Huijberts i in. 2008).

Ryc. 2 przedstawia struktury chemiczne glownych AGEs pochodzacych od reszt lizyny
(Lys) i reszt argininy (Arg) (Rondeau, Bourdon 2011).

Catkowitg pule AGEs w organizmie stanowig endogenne zwigzki powstajace zar6wno
wewnatrz, jak i na zewnatrz komoérek (pre-melanoidyny) oraz egzogenne AGEs, czyli MRP (Maillard
Reaction Products) pochodzace z pokarmu lub uzywek (melanoidyny) (Uribarri i in. 2010). Wedtug
Sebecova i wsp. (Sebecova i in. 2000) udziat egzogennych AGEs w catkowitej puli nie jest duzy,
a jako zwigzki oporne na enzymatyczng i chemiczng hydroliz¢ sa zle wchtaniane z przewodu
pokarmowego. Z kolei Ames (Ames 2007) stwierdzit, ze redukcja ilosci przyjmowanych MRP
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prowadzi do obnizenia AGEs w krazeniu. O poziomie produktow glikacji w ustroju decyduje nie
tylko szybko$¢ ich wytwarzania, ale rowniez tempo usuwania z ustroju. W warunkach homeostazy
podlegaja one rozktadowi proteolitycznemu w lizosomach komoérek. Produkty degradacji (tzw. wolne
addukty AGEs) sa wydzielane do krazenia i wydalane z moczem. Pewna ilo§¢ AGEs moze by¢
usuwana z krazenia przez watrobe — komorki Kupffera i §rodbtonek tej tkanki. Mimo to wigkszos¢ z
nich nie ulega degradacji, lecz gromadzi si¢ w r6znych tkankach. Ich nadmierne gromadzenie si¢ na
biatkach surowiczych, cytoplazmatycznych, lipidach i kwasach nukleinowych prowadzi do powstania
stresu oksydacyjnego i karbonylowego oraz tworzenia si¢ przeciwciat przeciwko produktom AGEs,
a takze do innych procesow destrukcyjnych dla komoérek (Zuwata-Jagietto 2009). Ponadto AGEs
powoduja zmiany konformacji przestrzennej biatek oraz tworzenie wigzan poprzecznych biatek i
peptydow prowadzacych do sieciowania i odktadania nierozpuszczalnych ztogow, czego efektem jest
utrata wlasciwosci oraz zaburzenie petnionych przez nie funkcji (Szkudlarek i in. 2016; Basta 2008;
Szkudlarek i in. 2017).
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Ryc. 2. Struktury chemiczne gtéwnych produktow glikacji biatek (AGEs) pochodzace od a) reszt
lizyny (Lys), b) reszt argininy (Arg) (Rondeau, Bourdon 2011).
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2.3 Inhibitory koncowych produktow glikacji biatek

Jako inhibitory glikacji badane sa zwiazki pochodzenia naturalnego i syntetycznego
0 zréznicowanych mechanizmach dziatania (Rahbar 2007). Do znanych substancji zapobiegajacych
tworzeniu si¢ AGEs naleza: przeciwutleniacze, m.in. witamina C i E (a-tokoferol), karotenoidy
(o-karoten, B-karoten, likopen, luteina, zeaksantyna), rutyna, algi Chlorella, zielona herbata, czosnek,
drozdze selenowe, ktore redukujg niekorzystne skutki dziatania reaktywnych form tlenu i azotu na
organizm (Rahbar 2007; Babu i in. 2007); zwiazki putapkujace lub zapobiegajace powstawaniu
produktéw Amadori (m.in. witamina Be) (Wu i in. 2011); zwiazki wigzace lub zmniejszajace
produkcje reaktywnych zwiazkéw dikarbonylowych, m.in. aminoguanidyna, pirydoksamina oraz
karnozyna i jej pochodne; zwigzki przerywajace wigzania krzyzowe biatko-AGES, m.in. bromek
fenylotiazolowy (PTB), chlorek 4,5-dimetylo-3-(2-okso-2-fenylo-etylo)-tiazolu (ALT-711), 4,40-(2-
chloro-fenylo-ureid (LR-90)) (Wu i in. 2011; Radoi i in. 2012); zwigzki obnizajace poziom AGEs
poprzez hamowanie ich wewnatrzkomorkowej syntezy, m.in. benfotiamina (pochodna witaminy B
(tiaminy), tenilsetam, aspiryna oraz desferroksamina i kliochinol lub ich wigzanie (rozpuszczalny
receptor dla zaawansowanych, koncowych produktéw glikacji — sSRAGE, ktory zapobiega interakcji
AGEs z RAGE) (Radoi i in. 2012). Wnikliwym badaniom poddaje si¢ mozliwo$¢ hamowania
powstawania AGEs przez obecnie stosowane leki przeciwcukrzycowe, takie jak metformina
(dimetylowa pochodna biguanidu), czy tez stosowane w leczeniu powiklan cukrzycowych leki
z grupy inhibitoréw konwertazy angiotensyny (ACEI), antagonistow receptora angiotensyny II
(ARB) oraz statyny (Radoi i in. 2012; Reddy i in. 2006). ACEI oraz ARB maja udowodnione dziatanie
hamujace powstawanie AGEs w warunkach in vitro, silnie chelatuja jony metali przej$ciowych
i izoluja RFT (Reddy i in. 2006). Cerywastatyna hamuje sygnal przekazywany przez aktywne
receptory RAGE, zmniejsza stezenie karboksymetylolizyny poprawiajac stan uktadu krazenia
u diabetykow. Atorwastatyna przywraca wlasciwy poziom glutationu, zwicksza ekspresje SRAGE
i hamuje nadmierng ekspresj¢ RAGE (Radoi i in. 2012). Do inhibitorow AGEs naleza rowniez cynk
i nanoczastki ztota, jednak ich mechanizmy hamujace nie zostaty dotad doktadnie poznane (Wu i in.
2011). Ju-Wen i Chiu-Lan (Ju-Wen, Chiu-Lan 2009) wykazali przeciwglikacyjny wptyw ekstraktu
polifenolowego pozyskanego z gruszli wiasciwej (Psidium guajava L.). W doswiadczeniach in
vitro ekstrakt z liSci gruszli istotnie zmniejszal zawarto$¢ a-dikarbonyli (o 95%), jak réwniez
obecnos¢ AGEs oznaczanych metoda fluorescencyjna (o 70%). Doswiadczenia, w ktorych
analizowano wlasciwosci polifenoli zawartych w badanym ekstrakcie (kwas galusowy, ferulowy,
chlorogenowy, kawowy oraz flawonoidy — rutyna, kwercetyna, kemferol) potwierdzily ich
przeciwglikacyjne wiasciwosci. Pismiennictwo podaje, iz zawarty w melisie lekarskiej (Melissa
officinalis L.) kwas rozmarynowy silnie hamuje proces powstawania AGEs (Miroliaei i in. 2011).
W badaniach in vitro ekstrakt z melisy istotnie obnizat intensywno$¢ fluorescencji biatka zawartego
w poinkubacyjnym roztworze BSA i glukozy. Technika dichroizmu kotowego potwierdzita rowniez
jego ochronny wptyw na struktur¢ drugorzedows albuminy. Ponadto istniejg dowody na obecnosc
enzymoéw powodujgcych proces odwrotny do glikacji, czyli deglikacje. Ich obecno$é stwierdzono
U kregowcow, bakterii i grzybow (Monnier 2005).

3. Podsumowanie

Wobec spostrzezen sugerujacych udziat AGEs w etiopatogenezie wielu chorob, m.in.
miazdzycy, amyloidozy, choroby Alzheimera, B> mikroglobulinemii, katarakty, reumatoidalnego
zapalenia stawOw, marsko$ci watroby, mocznicy, zwtdknienia ptuc i innych, zahamowanie tworzenia
AGEs poprzez zastosowanie substancji — inhibitorow AGEs jest obiecujagcym celem terapeutycznym.
Ponadto stosowanie diety ubogiej w biatka i thuszcze zwierzgce oraz ograniczenie spozycia sacharozy
okazuje si¢ by¢ najprostszym Srodkiem zapobiegajacym glikacji biatek, ktéra przyczynia sie do
spadku jakosci zycia i przedwczesnego starzenia si¢ organizmu.
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Streszczenie

Poczatkowo amfetamina i metamfetamina wykorzystywane byty w wielu dziedzinach m.in.
jako leki w terapii ADHD czy s$rodki odchudzajace, natomiast ze wzgledu na wywotywanie
dlugotrwatego efektu pobudzenia oraz ogromny przyplyw energii obecnie uzywane sg jako srodki
odurzajace. W zwigzku z tym pojawila si¢ potrzeba efektywnego i szybkiego wykrywania ich
zawartosci w probkach biologicznych, takich jak mocz, $lina czy krew. Do gltownych metod analizy
pozostatosci narkotykow w takich probkach naleza chromatografia gazowa oraz wysokosprawna
chromatografia cieczowa, ktore umozliwiajg analize¢ poszczegélnych sktadnikéw po uprzednim
przygotowaniu probki. W zaleznosci od rodzaju probek do ich przygotowania stosuje si¢ techniki
ekstrakcyjne takie jak SPME (mikroekstrakcja do fazy statej), DLLME (dyspersyjna mikroekstakcja
w ukladzie ciecz ciecz), SDME (mikroekstrakcja do pojedynczej kropli). Prezentowany artykut
dotyczy¢ bedzie charakterystyki dwoch popularnych narkotykéw oraz ich glownych metod
wykrywania w oparciu o dostepng literature.

1. Wstep

Narkotyki sg to substancje pochodzenia roslinnego oraz syntetycznego, ktorych zazywanie
moze prowadzi¢ do uzaleznienia fizycznego jak i psychicznego. Narkotyki, zwane substancjami
odurzajacymi, naleza do grupy srodkow psychoaktywnych, silnie oddziatywujacych na osrodkowy
uktad nerwowy. Wptywaja na ludzki stan §wiadomosci, migdzy innymi na odbidr i oceng bodzcow
zewngtrznych. Obecnie substancje te stanowig duze zagrozenie zaréwno dla niepetnoletnich jak
i dorostych. Wsrdd przyczyn siggania po narkotyki wymienia si¢ m. in. czynniki makrospoteczne
(bezrobocie, stopien przestepczosci), czynniki genetyczne, deficyty rozwojowe (np. niska odpornosé
na stres, nadpobudliwos¢, agresja), stosunek do szkoty i nauki (niepowodzenia w nauce, atmosfera
w szkole) oraz cechy charakteru (impulsywnos$¢, buntowniczosc). Z roku na rok w Europie zwigksza
si¢ liczba 0sob siggajacych po narkotyki. Do jednych z najbardziej popularnych naleza: amfetamina
i metamfetamina. Polska podobnie jak inne kraje (Holandia, Belgia, Anglia) jest ich czotowym
eksporterem i producentem (Krawczyk 2015). W ubiegltym roku, zgodnie z raportem EMCDDA
pochodnych amfetaminy uzywato ponad 1,3 mln 0sob (Goulao i Gotz 2015)

2. Opis zagadnienia

Opisywane w pracy zagadnienie dotyczy krotkiej charakterystyki narkotykow,
w szczeg6lnosci dwoch najbardziej rozpowszechnionych— amfetaminy i metamfetaminy oraz
analityczne metody wykrywania tych narkotykow w probkach biologicznych.
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3. Przeglad literatury

Obecnie narkotyki moze sklasyfikowa¢ na (Jabtonski i in. 2012):
1) Depresanty — substancje opoOzniajgce dziatanie o$rodkowego uktadu nerwowego,
powodujace uposledzenie proceséw intelektualnych
Przyktady: Heroina, GHB, Alkohol etylowy, Barbiturany
2) Stymulanty — substancje pobudzajace dziatanie o$rodkowego uktadu nerwowego,
powodujace wyostrzenie zmystow
Przyktady: Amfetamina, Metamfetamina, Kokaina, Ecstasy, Katina, Katinon
3) Halucynogeny — substancje zaburzajace dziatanie o$rodkowego uktadu nerwowego,
powodujace ubarwiony, znicksztatcony obraz $§wiata, oraz jego spowolnione tempo, a takze
pseudohalucynacje
Przyktady: LSD, PCP, Grzyby halucynogenne, Meskalina, Harmina, Harmalina
4) Opioidy — substancje pobudzajace receptory opioidowe
Przyktady: Morfina, Kodeina, Tebaina, Opium
5) Kannabinoidy — substancje oddziatywujace na receptory kannabinoidowe
Przyktady: Marihuana, Haszysz, Olej haszyszowy
6) Inhalanty — wziewne $rodki odurzajace, substancje wywolujace stan oszotomienia
Przyktady: Toluen, Ksylen, Heksan, Benzyna, Propan, Butan

Amfetamina i metamfetamina oraz pochodne — charakterystyka

Amfetamina i metamfetamina sg substancjami silnie pobudzajacymi, ktore naleza do jednych
z najczesciej zazywanych narkotykéw pochodzenia syntetycznego. (Jedrzejko 2009; Krawczyk
1998).
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Rys. 1. Wzory strukturalne opisywanych narkotykoéw

Amfetamina (Rys.1), powszechnie wystepuje w postaci soli siarczanu (Krawczyk 2005). Jest
mieszaning racemiczng dwoch stereoizomeréw: D-amfetaminy i L-amfetaminy, ktére rozniag sig
dziataniem fizjologicznym. Najczesciej wystgpuje w postaci proszku, ktory w zaleznosci od
technologii produkcji i rodzaju zanieczyszczen moze przyjmowac rozne kolory, od biatego po zolty,
rézowy, czy brazowy. Amfetamina jest bezzapachowa, jednak czasami ze wzgledu na
zanieczyszczenie rozpuszczalnikiem moze posiada¢ nieprzyjemny zapach (Gasiorowski i Kubica
2012). Mozna ja przyjmowac doustnie, dozylnie i donosowo (Straub 2015). Jest to silny narkotyk
pobudzajacy osrodkowy uktad nerwowy. U 0s6b zazywajacych amfetaming, w organizmie wyzwala
si¢ dopamina, norepinefryna oraz serotonina. Substancje te powoduja niepohamowany przyptywu
energii i euforii, poprawia si¢ koncentracja i podzielno$¢ uwagi. Bedacy pod wptywem sg pewni
siebie, majacy poczucie zwigkszonej wytrzymalo$ci, nie odczuwaja zmeczenia nhawet po
dtugotrwatym wysitku (Jedrzejko 2009). Amfetamina jest narkotykiem powaznie uzalezniajacym,
moze prowadzi¢ do glebokich depresji z probami samobdjczymi. Osoby uzaleznione odczuwaja silne
bole glowy, skurcze jelit, sucho$¢ w ustach, sg agresywne i drazliwe. Dodatkowo narkotyk ten
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powoduje zwezenie zrenic, wystapienie rumiencoéw lub blado$¢, a u mezczyzn opdznia ejakulacje.
Przedawkowanie amfetaminy czesto konczy si¢ atakiem serca, niewydolno$cia nerek czy tez
wylewem (Gasiorowski i Kubica 2012).

Metamfetamina (Rys.1), podobnie jak amfetamina, najczesciej jest proszkiem, ktory bedac
zanieczyszczony wystepuje w  kolorach zottym, biatym (Krawczyk 1998). Oczyszczona
metamfetamina spotykana jest jako przezroczyste, btyszczace krysztaty (nazywane potocznie cristal
lub ice ze wzgledu na podobienstwo do lodu). Metamfetamina przyjmowana jest doustnie, dozylnie,
donosowo lub jest palona (Straub 2015). Ma ona silniejsze dziatanie pobudzajace na osrodkowy uktad
nerwowy niz amfetamina. Zazywana przez ci¢zarne kobiety zwigksza ryzyko wystapienia choroby
Parkinsona i zaburzen uktadu nerwowego u dzieci narazonych na jej dziatanie. Przyczyng tego jest
wyniszczenie komorek nerwowych wydzielajacych dopaming. Osoby po zazyciu maja mniejszy
apetyt, wykazuja duza aktywnos¢ fizyczna i wysoki stan pobudzenia. Czgstsze przyjmowanie tego
narkotyku powoduje coraz to grozniejsze skutki. Osoby sa nerwowe, wykazuja zaburzenia nastroju,
czgsto towarzysza im halucynacje, ktore koncza si¢ probami samobdjczymi. Charakterystycznymi
cechami fizycznymi sa wysypka oraz sczerniate, gnijace, kruche zgby, wywotane mimowolnym
zaciskiem szczeki. Nagle odstawienie metamfetaminy, moze spowodowac u cztowieka gleboki sen
trwajacy nawet do 48godzin, z ktérego po przebudzeniu istnieje ryzyko depresji. Dodatkowo moze
powodowaé dusznosci, skurcze jelit i bole glowy. Przedawkowanie metamfetaminy powoduje
wysokg temperature ciata, krwotoki, ostrg niewydolno$¢ organizmu, a takze problemy z krazeniem
mogace prowadzi¢ do zgonu (Straub 2015).

Amfetamina byta znana juz za czaséw Il wojny $wiatowej, stosowana przez pilotow
i zolnierzy, w celu pozbycia si¢ oznak zmeczenia i zwickszenia poziomu koncentracji. W medycynie
wykorzystywano ja jako $rodek leczacy astme oskrzelowa, stany zapalne btony $luzowej nosa,
napadowa senno$¢, a takze byla podawana osobom, u ktérych zdiagnozowano zespét ADHD
(Gasiorowski i Kubica 2012). Metamfetamina dopiero pdzniej zyskata popularnos¢. Oba narkotyki
chetnie byly stosowane przez osoby otyte, jako §rodki odchudzajace, poniewaz ograniczaty taknienie
oraz przez sportowcow, jako srodki dopingujace. Obecnie amfetamina i metamfetamina sa zazywane
przez narkomanoéw, pehigc role srodkdéw odurzajacych.

Entaktogenami nazywamy zmodyfikowane struktury amfetaminy i metamfetaminy.
Najbardziej  znanymi  sa: MDA  (3,4-metylenodioksyamfetamina), =~ MDMA  (3,4-
metylenodioksymetaamfetamina) oraz MDEA (3,4-metylenodioksyetyloamfetamina) (Rys.1)
(Krawczyk 1998; Krawczyk 2005). Najwigksza popularnoscig cieszy si¢ MDMA, ktory jest
wypehiaczem tabletek nazywanych Ecstasy, uznawanych za narkotyk towarzyski (Ggsiorowski
i Kubica 2012). Utatwia on nawigzywanie kontaktéow z ludZzmi, wprowadza czlowieka w stan
rozluznienia, oraz sprawia ze czuje si¢ pewny siebie. Po dlugotrwatym zazywaniu, do skutkow nalezg
m.in. mdtosci, szczekos$cisk, zawroty glowy, zaburzenia koordynacji, skoki temperatury (nawet do
42°C), uposledzenie pamigci (Jedrzejko 2009).

Proébki biologiczne — charakterystyka ogdlna

Obecno$¢ narkotykdw mozna oznacza¢ z wielu probek biologicznych. Kazda probka ma
swoje cechy charakterystyczne, ktore decydujg o obecno$ci oraz ilo$ci substancji odurzajacych,
psychotropowych w ciele podejrzanego. Na przyktad w celu oznaczenia aktualnego stezenie danej
substancji, zaleca sie uzycia osocza badz $liny jako probki biologicznej. Mocz natomiast dostarcza
informacji o stgzeniu sktadnikéw ,,zageszczonych” po ostatnim oproznieniu pgcherza. (Wachowiak
2009).

Krew — w potaczeniu z limfa, ptynem mig¢dzykomorkowym oraz ptynem moézgowo-
rdzeniowym tworzy srodowisko wewngtrzne ustroju. Sprawdzany jest poziom ksenobiotykow we
krwi. Ich obecno$¢ $wiadczy o wczesniejszym zazyciu przez osobe substancji odurzajacych,
psychotropowych badz trucizny, poniewaz organizm ludzki nie produkuje ksenobiotykow ani tez
w normalnych warunkach nie sg one przyjmowane z pozywieniem. Substancje oznaczane to m.in.
morfina, amfetamina i jej analogi, kokaina, barbiturany (Wachowiak 2009).

Slina - jest to wydzielina gtéwnie produkowana przez trzy duze parzyste gruczoty §linowe:
przyusznice, podzuchwowe i podj¢zykowe. Czas, w ktoérym narkotyki utrzymuja si¢ w $linie na
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poziomie wykrywalnym zalezy od wielu czynnikéw (wielko§¢ dawki, droga przyjmowania
narkotyku, rodzaj narkotyku, waga i stanu zdrowia osoby przyjmujacej, dieta). Slina uzywana jest do
okreslenia aktualnego stezenia narkotyku lub jego metabolitow niezwigzanych z biatkami. Substancje
oznaczane to m.in. amfetamina, metamfetamina, kokaina, marihuana, opiaty (Szukalski i Mirkiewicz
1995;Szukalski i in. 1997; Szukalski 2001).

Wilos — jest zrogowacialym tworem naskorka, ktory zbudowany jest z todygi oraz korzenia.
Glownym materiatem budulcowym wlosa jest keratyna, natomiast za barw¢ odpowiada melanina.
Wrtos sktada si¢ z lipidow, wody, biatek oraz popiotu. Badania wltoséw umozliwiaja poznanie historii
pacjenta, pozwalaja potwierdzi¢ zazycie substancji, jednakze nie wykryja one narkotykéw
przyjmowanych bezposrednio przed analiza, poniewaz czas wbudowania si¢ substancji w strukture
wlosa jest bardzo dtugi (okoto tydzien). Narkotyki w trzonie wtosa pozostaja dosy¢ dlugo, dlatego
czas, w ktorym mozna je wykry¢ jest wydluzony. Wlos jest mechanicznie odporny i chemicznie
obojetny, tak wiec nie wymaga specjalnych warunkéw w przechowywaniu. Substancje oznaczane to
m.in. amfetamina, metamfetamina, opiaty, heroina (Polkowska i in. 2003).

Mocz — jest produktem ubocznym funkcjonowania nerek, oprocz wody zawiera prawie
wszystkie koncowe produkty przemiany materii. Stanowi podstawowy material do kontrolowania
abstynencji narkotykowej oraz diagnostyki stanéw ostrych. Obecno$¢ ksenobiotyku w moczu oraz
roéwnoczesny jego brak we krwi potwierdza wczesniejsze zazywanie. Testy moczu sg bardzo
rozpowszechnione ze wzgledu na swoja skuteczno$é i niska ceng. Pozwalaja okresli¢ rodzaj oraz
stezenie przyjetych wczesniej substancji, ktore zalezy od ilosci wypitych ptynow. Dla kazdego
narkotyku czas detekcji jest inny. Substancje oznaczane to m.in. morfina, kokaina, heroina,
marihuana, amfetamina i metamfetamina (Szukalski i Mirkiewicz 1995).

Metody oznaczania oraz rozdzielania amfetamin
Metamfetamina i amfetamina najcze$ciej oznaczane sa metoda chromatografii gazowej (GC)

oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), jednak aby poprawnie przebiegla ich
analiza, nalezy odpowiednio przygotowac probki. Technika SPME (Solid Phase Microextraction)
doskonale sprawdza si¢ w ich preparatyce, poniewaz jest technika ekstrakcyjng, ktorg stosuje si¢
w oznaczaniu zwigzkow o roznej lotnosci, mozna ja wykorzystywac do probek ciektych, statych oraz
gazowych, a takze umozliwia prawie catkowite wyeliminowanie rozpuszczalnikow z tego procesu.
Metoda ta jest szybka, tatwa, czuta oraz uniwersalna. Istotng role odgrywaja wtdkna, ktore pokrywa
faza stacjonarna. Wtokna te sg umieszczone w specjalnej strzykawce, ktorej konstrukcja umozliwia
wysuwanie 1 wsuwanie widokna do wngtrza igly. Poprzez kapsel igta z wioknem wprowadzana jest do
zamknigtego naczynka z analizowana substancja, ktéra nastgpnie jest wyciggana i umieszczana
w cieczy, badz w parach nad ciecza (Krawczyk 1999). Mikroekstrakcja na fazie statej polega na
modyfikacji sorbentu. Najpierw nanoszony jest on na wtokno, nastepnie dochodzi do podziatu
zwigzkow organicznych pomiedzy fazg Stacjonarng osadzong na wtdknie a matryce. Odbywa si¢ on
do momentu ustalenia stanu rownowagi termodynamicznej miedzy fazami. W kolejnym etapie
nastepuje desorpcja termiczna zaadsorbowanych wczesniej substancji w komorze dozownika
gazowego, ktora powoduje znaczng zmiang wspotczynnika podziatu. Uwolnione czasteczki analitow
sa przechwytywane przez gaz no$ny i nastepnie przenoszone do kolumny chromatograficznej,
w ktorej nastepuje ich rozdzielenie ioznaczenie metodg chromatografii gazowej (Palacz 2012).
Technika SPME S$cisle taczy si¢ z chromatografia gazows, jednakze korzystajac ze specjalnej
przystawki mozna wprowadzi¢ probke do chromatografu cieczowego (Krawczyk 1999).

Chromatografia gazowa gléwnie w kryminalistyce sprzezona jest z spektrometria mas
(GC/MS - Gas Chromatography - Mass Spectrometry), ze wzgledu na dokladniejsze pomiary (Rys.2).
GC/MS cechuje duza czuto$¢ oraz nieporownywalnie niska granica wykrywalnosci. Metoda ta
gtéwnie stosowana jest do identyfikacji srodkéw odurzajacych oraz psychotropowych. Podstawg
spektrometrii mas dla zwiazkéw organicznych jest tworzenie si¢ jonow badanej substancji pod
wplywem bombardowania jej elektronami. Nastgpnie dochodzi do fragmentacji jonow
molekularnych (jondéw katiorodnikowych o nieparzystej liczbie elektronéw). Jony te sg rozdzielane
na podstawie ich stosunku masy do tadunku i kolejno trafiaja do detektora, ktory przekazuje sygnaty
do komputera i w wyniku tego otrzymujemy widmo masowe (Krawczyk 1999).
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Rys. 3. Schemat dziatania HPLC

Poza chromatografig gazows, specjalisci w laboratoriach kryminalistycznych w celu
ustalenia obecnosci i1 iloSci substancji odurzajacych oraz psychotropowych, korzystaja
z wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC- High- performance Liquid Chromatography)
(Rys.3). Metode te cechuje wysoka selektywnos$¢. Wykorzystywane sg konkurencyjne oddziatywania
pomiedzy czasteczkami rozdzielanych substancji i czastkami eluentu, a powierzchnia sorpcyjna fazy
stacjonarnej. Wchromatografii cieczowej eluentem jest ciecz (zazwyczaj rozpuszczalnik organiczny
badz mieszanina rozpuszczalnikow). HPLC nalezy do chromatografii kolumnowej, co oznacza, ze
analizowana probka jest rozpuszczana w odpowiednio dobranym rozpuszczalniku (W zaleznosci od
wlasciwos$ci substancji i zastosowanego uktadu) i nastgpnie analizowana. ( He et Kang 2006).

Wysokosprawna chromatografia cieczowa laczy si¢ z technika DLLME (Dispersive Liquid
— Liquid Microextraction). Metoda ta charakteryzuje si¢ prostota, szybkoscia, niska cena,
mozliwo$cig automatyzacji oraz duzymi wartosciami liczbowymi wspodtczynnika wzbogacenia.
DLLME jest mtoda technika ekstrakcyjna, ztozong z 2 etapéw. Pierwszym jest wprowadzenie,
odpowiednio przygotowanej mieszaniny rozpuszczalnika dyspergujacego i ekstrahujgcego do
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roztworu wodnego zawierajacego badane anality. Rozpuszczalnik ekstrahujacy ulega dyspersji do
drobnych kropelek, stanowiacych miejsce wzbogacenia analitéw. Drugi etap polega na oddzieleniu
analitow od roztworu, poprzez odwirowanie. Ekstrakt zawierajacy anality jest nastepnie odpowiednio
analizowany w chromatografie (Stepnowski i in. 2010). Dodatkowymi metodami, ktore dobrze
przygotowuja probke do analizy przy pomocy HPLC sa: HF- LPME( mikroekstrakcja przez
membrang do fazy cieklej) oraz SDME (mikroekstrakcja do kropli). Obie te metody charakteryzuje
prostota, efektywnos¢, szybkos¢ i selektywno$¢ rozdziatu. HF- LPME to ekstrakcja w uktadzie ciecz-
ciecz, w ktorej ciecz ekstrahujaca znajduje si¢ w przestrzeniach porowatego wtokna, gdzie zostaje
unieruchomiona. Wi6kno to moze by¢ zamocowane na koncach igiet dwoch mikrostrzykawek lub na
koncu igly jednej mikrostrzykawki i zanurzonego w roztworze probki. Po zakonczonym rozdziale,
ekstrakt z wlokna jest zasysany do strzykawki. Metoda ta pozwala dobra¢ odpowiednig ciecz
ekstrahujaca oraz rodzaj porowatego witokna. SDME jest metoda, ktora zmniejsza zuzycie
rozpuszczalnikow, jednakze aby moc ja przeprowadzié rozpuszczalno$¢ analitu w rozpuszczalniku
ekstrahujagcym musi by¢ wigksza niz w probce. Mozna ja stosowaé¢ do probek ciektych oraz
gazowych. SDME nastepuje przez rozpuszczanie si¢ sktadnikéw probki w kropli cieczy, ktora jest
zawieszona na koncu igly strzykawki. W zalezno$ci od tego czy kropla rozpuszczalnika jest
bezposrednio zanurzona w probce czy tez nie nastepuja rozne drogi rozdziatu. Jesli kropla
rozpuszczalnika jest zanurzona, to ekstrakcja nastepuje przez podziat analitu miedzy dwie ciekte fazy,
natomiast jezeli nie jest zanurzona, to lotne anality z probki ciektej, ktore znajduja si¢ w fazie gazowe;j
rozpuszczaja si¢ w kropli rozpuszczalnika umieszczonej nad powierzchnig probki. Nastepnie kropla
rozpuszczalnika ekstrahujagcego jest wsysana do strzykawki i przenoszona do dozownika
chromatografu (Stepnowski i in. 2010, Lin et al. 2017).

4. Podsumowanie

Amfetamina i metamfetamina, oraz ich pochodne wyst¢pujace w probkach biologicznych
(np. krew, mocz, wlos) najcze$ciej sg analizowane metodami chromatograficznymi, tj:
chromatografiag gazowa z detektorem masowym oraz wysokoci$nieniowa chromatografig cieczowa.
Obie metody chromatograficzne cechuje doktadno$¢, wysoka czutos¢, selektywno$é oraz szeroki
zakres zastosowan. Mozliwa jest analiza poszczegolnych sktadnikow, jednak najpierw nalezy je
odpowiednio przygotowac. W zaleznosci od ich wiasciwo$ci mozemy zastosowaé: SPME
(mikroekstrakcja do fazy statej), DLLME (dyspersyjna mikroekstakcja w ukladzie ciecz ciecz),
SDME (mikroekstrakcja do pojedynczej kropli). Kazda z wymienionych technik mikroekstracyjnych
ma swoje wady i zalety, dlatego wazne jest poszukiwanie skuteczniejszych i wydajniejszych metod
wykrywania narkotykéw w probkach biologicznych.
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Streszczenie

W kryminalistyce istotng role odgrywa przygotowanie probki z materiatu biologicznego
(krew, mocz, §lina, wlosy) oraz jej analiza przy zastosowaniu technik instrumentalnych (najczesciej
GC/MS i HPLC). Konieczny jest wigc rozwoj metod analitycznych, ktére umozliwig precyzyjniejsze
oznaczenie zawarto$ci narkotykéw w probkach biologicznych pobranych od podejrzanych o ich
zazycie Ze wzgledu na ztozono$¢ matryc biologicznych oraz niskie stg¢zenia oznaczanych substancji
stosuje si¢ mikroekstrakcyjne metody przygotowania probki. W oparciu o dostepng literature
przedstawiono wybrane techniki analityczne z zastosowaniem cieczy jonowych, ktore stanowig
alternatywe dla dotychczas stosowanych zwigzkow. Poprawiajg one tym samym jako$¢, precyzje oraz
czuto$¢ analizy.

1. Wstep

Narkotyki nazywane sa substancjami odurzajacymi, ktore oddzialuja na osrodkowy uktad
nerwowy, przez co mogg powodowac uzaleznienie fizyczne jak i psychiczne. Moga by¢ pozyskiwane
z ro§lin oraz wytwarzane na drodze syntezy chemicznej. Amfetamina i metamfetamina nalezg do
narkotykow syntetycznych. Wptywaja na ludzki stan §wiadomosci, miedzy innymi na odbior i ocene
bodzcow zewnetrznych. W Europie stanowig jedna z gtdéwnych sposobdw uzaleznien zardwno wérod
miodziezy jak i dorostych. (Jedrzejko 2009; Krawczyk 1998).

2. Opis zagadnienia

Opisywane w pracy zagadnienie dotyczy krotkiej charakterystyki technik
mikroekstrakcyjnych uzywanych w laboratoriach kryminalistycznych oraz ich modyfikacji
z zastosowaniem cieczy jonowych, jako innowacyjnej metody przygotowania probek zawierajacych
amfetaming i metamfetaming w materiale biologicznym — moczu.

3. Przeglad literatury

Ciecze jonowe (IL, ang. lonic liquids) sg to organiczne sole, zbudowane z organicznego
kationu oraz organicznego lub nieorganicznego anionu, o temperaturach topnienia ponizej 100°C
(Welton 1998). Ze wzgledu na mozliwo$¢ doboru oraz zmiany w strukturze kationu/anionu
oszacowano mozliwo$¢ otrzymania 10 kombinacji jonéw. Ciecze jonowe, ktore topig sie
w temperaturach ponizej 20°C i nazywane sg ,,niskotemperaturowymi cieczami jonowymi” (ang.
Room- Temperature lonic Liquids). (Welton 1998). Stan ciekly w temperaturze pokojowej
zawdzieczaja stosunkowo niskiej energii sieciowej (Kubisa 2006). Pierwsze informacje na temat
badania wlasciwosci cieczy jonowych zaczgly si¢ pojawiaé w literaturze pod koniec XX wieku.
Zapoczatkowato to duze zainteresowanie tymi zwigzkami chemicznymi, ze wzgledu na ich nature,
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ktora znacznie rdzni si¢ od typowych, dotychczas stosowanych rozpuszczalnikow organicznych
(Pernak 2003).
Struktury przyktadowych kationow i anionow przedstawiono na Rysunku 1(Welton 1998).
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Rys. 1. Struktury kationow i anionow, z ktorych zbudowane sa ciecze jonowe

Budowa kationu oraz rodzaj anionu decyduja o ich wiasciwosciach fizykochemicznych
(m.in. temperaturze topnienia, lepkosci, ggstosci, hydrofobowosci, hydrofilowosci) oraz
wlasciwos$ciach aplikacyjnych. Waznymi cechami cieczy jonowych sg: wysoka stabilnos$¢ termiczna,
niska prezno$¢ par, niepalno$é, zdolno$¢ przewodzenia pradu oraz mieszania si¢ z roéznymi
rozpuszczalnikami. Wynika to z oddzialywan miedzyczasteczkowych oraz elektrostatycznych
pomigdzy ugrupowaniami kationu i anionu zawartych w cieczy jonowej.

Wiasciwosci cieczy jonowych mozna kontrolowac poprzez nadanie odpowiednich grup
funkcyjnych badz zmiany kombinacji kation/anion w cieczy jonowej, a takze poprzez ich mieszanie
z tradycyjnymi rozpuszczalnikami. Ta cecha pozwala nazywac ciecze jonowe rozpuszczalnikami
projektowalnymi (ang. tuneable), ktére dzieki temu mogg by¢ dostosowywane do procesow,
w ktorych maja by¢ wykorzystywane.

Ciecze jonowe ciesza si¢ duzym zainteresowaniem w wielu dziedzinach ze wzgledu na
szereg unikalnych wiasciwosci. Wykorzystywane sg m.in. jako rozpuszczalniki w syntezie i katalizie
organicznej, w reakcjach biokatalitycznych oraz biotechnologii (Marczewska-Boczkowska
200Stosowane sa rowniez jako chemiczne zrédia pradu i kondensatory elektrochemiczne, a takze jako
wymienniki ciepta w kolektorach energii stonecznej. Ciecze jonowe cechuje wysoka aktywnosé
wobec bakterii i grzybow, dlatego tez s3 dobrymi $rodkami bakteriobdjczymi oraz grzybobodjczymi.
(Pernak 2003). Oprocz wyzej wymienionych zastosowan ciecze jonowe stanowig cenny material si¢
w chemii analitycznej, do przygotowania i ekstrakcji probek, chromatografii, elektroforezy
kapilarnej, spektrometrii mas i wykrywaniu elektrochemicznym.

W kryminalistyce, dazy si¢ do opracowania metod analitycznych, ktdre pozwalaja
przeprowadzi¢ analize¢ zwigzkow z wybranego materialu biologicznego, w szczegodlnosci wazne jest
przygotowanie probki z jak najmniejsza iloscig zanieczyszczen, moggcych zaktoci¢ wyniki
przeprowadzonych badan i wptynaé na ich btedng interpretacje,. Najczesciej uzywane w tego typu
laboratoriach sg metody wykorzystujace chromatografie gazowa lub wysokosprawng chromatografie
cieczowa. Szczegoélnie istotng role techniki przygotowania probek odgrywaja przy identyfikacji
i oznaczaniu iloSciowym narkotykéw w probkach biologicznych (Krawezyk 2015, Palacz 2012).

W niniejszej pracy przedstawiono przeglad literatury dotyczacy metod analitycznych
wykrywania amfetaminy i metamfetaminy w probce moczu z wykorzystaniem cieczy jonowych jako
poprawiajacych efektywnos$¢ metody. Amfetamina i metamfetamina sa syntetycznymi narkotykami,
ktore silnie oddzialuja na osrodkowy uktad nerwowy. Ze wzgledu na zblizong budowg chemiczna
charakteryzuja si¢ podobnymi wilasciwosciami fizykochemicznymi. Oba narkotyki moga by¢
przyjmowane doustnie, donosowo lub dozylnie. (Straub 2015) Osoby zazywajgce takie substancje
wykazuja m.in. duzg aktywno$¢ fizyczng i wysoki stan pobudzenia. Czas, w ktorym mozemy pobrac
probke moczu i zbada¢ czy podejrzany zazyl amfetaming, metamfetaming badz ich entaktogeny
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wynosi 2-4dni. Na czas utrzymywania si¢ narkotykow w wydalinie dziata wiele czynnikow tj. dieta,
ilo§¢ spozytych plynow, wiek, waga, ple¢, aktywnos¢ fizyczna. (Jedrzejko 2009; Krawczyk 1998).

Pobranie prébki biologicznej

(krew, mocz, wiaos, slina)

¥

Przygotowanie prébki do analizy

(mikroekstrakcja probki: SPME, SDME, DLLME)

¥

Analiza probki

( GC/MS, HPLC)

¥

Analiza i interpretacja wynikéw badan

Rys. 2. Schemat obrazujacy etapy w wykrywaniu narkotykow w materiale biologicznym

Proces wykrywania narkotykéw w materiale biologicznym (Rys 2.) sklada sig
z nastepujacych etapow: (i) pobranie materiatu biologicznego, (najczesciej sg to probki krwi, moczu,
wloséw oraz §liny) (ii) przygotowanie probki, najczesciej metodami ekstrakcyjnymi oraz (iii)
wprowadzenie przygotowanej probki do chromatografu HPLC lub GC/MS, (iv) analiza i interpretacja
wynikow. Jako$¢ wykonania oznaczen zalezy gldwnie od procesow (ii) i (iii) dlatego caty czas szuka
si¢ nowych rozwigzan mogacych ulepszy¢ wykorzystywane obecnie metody. Najczesciej
Stosowanymi technikami przygotowania probek biologicznych s3: mikroekstrakcja do fazy stalej
(SPME), dyspersyjna mikroekstrakcja w ukladzie ciecz-ciecz (DLLME) oraz mikroekstrakcja
do pojedynczej kropli (SDME). Ich wybor zalezy od rodzaju probki, ktorg otrzymuje si¢ do analizy,
poniewaz kazdy material biologiczny ma odmienne wiasciwosci od pozostatych. Przygotowanie
probki metoda mikroekstrakcja do fazy statej najczesciej stosuje si¢ gdy w dalszej analizie uzywa si¢
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria mas (GC/MS), natomiast pozostate dwie
(SDME, DLLME) tacza si¢ z wysokosprawng chromatografig cieczowa (HPLC). Obie metody
chromatograficzne sg efektywne. GC/MS jest analityczng technikg chromatograficzna, w ktorej faza
no$ng jest gaz (najczgsciej hel). Chromatografia gazowa umozliwia procentowe ustalenie sktadu
mieszanin zwigzkéw chemicznych, a z zastosowaniem spektrometrii mas pozwala zidentyfikowac
strukture chemiczng zwigzkow. W przypadku wysokosprawnej chromatografii cieczowej faza nosna
jest ciecz (rozpuszczalnik organiczny). Metoda ta rowniez pozwala ustali¢ sktad mieszaniny jak
i strukturg zwigzkow, ktore zawiera.

Ciecze jonowe stosowane w mikroekstrakcji do pojedynczej kropli SDME (ang . Single
Drop Microextraction) umozliwiaja wytworzenie duzych i stabilnych mikrokropli, ktore nie sa
podatne na parowanie podczas ekstrakcji, ze wzgledu na ich wysoka lepko$¢ oraz niska preznosé par
(Han et al. 2010). Mogg one zapewni¢ efektywniejsza ekstrakcje analitow z probki oraz wigksza
precyzje w poréwnaniu z zastosowaniem tradycyjnych, szybko odparowujgcych rozpuszczalnikow
organicznych. Dodatkowa mozliwo$¢ modyfikowania ILs prowadzi do zwigkszenia czuto$ci metody
oraz nizszej granicy wykrywalnosci. Technika SDME z wykorzystaniem cieczy jonowych znalazta
juz zastosowanie laboratoriach analitycznych, w szczegdlnosci w analizie patogenow
chorobotworczych w probkach biologicznych (Anderson et al. 2006; Soukup-Hein et al. 2009).
Pomimo wielu zalet i potencjalnych mozliwosci zastosowania ILs wciaz nie s one wykorzystywane
w przypadku mikroekstrakcji narkotykéw z probek biologicznych w kryminalistyce, ijak do tej pory
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nie opublikowano zadnych prac naukowych opisujacych mozliwosci uzycia tych zwigzkow
w omawianej problematyce. (Ho et al. 2014, Liu et. al. 2005 )

Br
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Rys. 3. Schemat syntezy [EeMim][NTf,] — cieczy jonowej wykorzystywanej do mikroekstrakcji.

W mikroekstrakcji do fazy statej SPME (ang. Solid Phase Microextraction) ciecz jonowa
stanowi faze stacjonarna, bedaca powloka widkna krzemionkowego. Otrzymywana jest poprzez
nasycenie i usieciowanie elastomeru silikonowego na powierzchni stopionego wiokna
krzemionkowego. Zastosowanie cieczy jonowej zamiast dotychczas wykorzystywanych polimeréw
(t. PDMS - polidimetylosiloksan, PA — poliakrylan, PDMS-DVB - polidimetylosiloksan-
polidiwinylobenzen) pozwala zwickszy¢ selektywnos¢, wydajnos$¢ oraz czuto$é a takze zapewnia
powtarzalno$¢ dalszej przeprowadzonej analizy. (Palacz 2012) Metode te opisali Y. He i inni (He
i in. 2009). W swoim artykule wykorzystali cieczg jonowa - bis(trifluorometylosulfonylo)imidek
1-etoksyetylo-3-metylimidazoliowy ([EeMim][NTf;]) otrzymany 2z bromku 1-etoksyetylo-3-
metylimidazoliowego ([EeMim]Br (Rys. 3). Nastepnie ciecz jonowa zostala usieciowana na
powierzchni  stopionego witokna krzemionkowego. Powloka ta wykazywata stabilnosé
w temperaturze pokojowej jak i podwyzszonej (220°C). Dodatkowa korzyscia byla mozliwosé
wielokrotnego uzycia jednego widkna (nawet do 100 razy), poniewaz jego wielokrotne uzycie nie

[C4sMIM][PFg] HaC-N" XN
- RSN

PFg
[CeMIM][PF¢] H3C\N/§,\]'
\—/ w
PFe
[CsMIM][PFe] H3C\N/%,\]'
\—/ M\
PFe

[C1oMIM][PFg] HiC~N N
—/ —
PFe

Rys. 4. Struktury cieczy jonowych uzywanych do mikroekstrakcji DLLME.

wptywato na wydajno$¢ mikroekstrakcji. Dzigki temu metoda stala si¢ dokladniejsza, bardziej
wszechstronna i elastyczna niz mikroekstrakcja bez uzycia IL. Przy odpowiednim zoptymalizowaniu
parametréw procesu (tj. stezenia soli, zasady, temperatury oraz czasu ekstrakcji), oznaczanie
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narkotykéw w moczu okazato si¢ efektywniejsze, dzieki podwyzszeniu czutosci, zwigkszeniu
powtarzalnosci i precyzji pomiaru.

Technika DLLME, czyli dyspersyjna mikroekstrakcja do fazy ciektej wykorzystuje ciecz
jonowa jako ekstrahent, ktérego zadaniem jest wyodrebnienie danego analitu z roztworu probki
(Wang 2016). Rozpuszczalnik ekstrahujacy ulega dyspersji do drobnych kropelek, w ktorych
nastgpuje wzbogacenie analitow, a nastepnie ich pobranie do analizy. Ciecz jonowa, zapewnia
liniowo$¢, powtarzalno$c, wysoki wspotczynnik wzbogacenia (wspotczynnik okreslajacy zawartosé
analitu z pobranej probki w kropli). Ta metoda zostata opisana przez Wanga (Wang i in. 2016).
Rozpuszczalnik stosowany w DLLME powinien posiada¢ charakterystyczne wlasciwoscei tj.: staba
rozpuszczalno$é w wodzie, wysoka czutosé i selektywno$é, wicksza gestos¢ niz woda, niskg lotnosé
oraz mozliwos$¢ uzycia w chromatografii. Chlorowane rozpuszczalniki spetniajg te cechy jednak ich
wysoka toksyczno$¢ powoduje, ze poszukiwane sg ich zamienniki. Wybrano zatem alternatywg
W postaci cieczy jonowych, jako zielonych rozpuszczalnikéw. Wykorzystano 4 ciecze jonowe
(Rys. 4), oparte o kation imidazoliowy z taficuchami weglowymi o r6znej dlugosci do DLLME:
[CsaMIM][PF¢], [CsMIM][PFe], [CsMIM][PF¢], [C1oMIM][PFs], w celu sprawdzenia wplywu
dtugosci tancucha na jako§¢ mikroekstrakcji. Pierwsza z nich, [C4aMIM][PFe], posiadat zbyt niski
wspotczynnik wzbogacenia, aby moc ja uzy¢ w toku dalszej analizy. Najwigkszy wspotczynnik
wzbogacenia uzyskano stosujac [CsMIM][PFe]. Powodem jest jej nizsza rozpuszczalno$é w wodzie
w porownaniu z [CsMIM][PF¢], a takze nizsza lepko$¢ niz w przypadku [C1oMIM][PFe], ktora sprzyja
transferowi metamfetaminy z matrycy probki do fazy ekstrahujgcej. Parametry wplywajace na jako$¢
mikroekstrakcji (tzn. objeto$¢ cieczy jonowej, struktura cieczy jonowej, rodzaj rozpuszczalnika
dyspersyjnego, objetos¢ osrodka dyspersyjnego, warto$¢ pH, temperatura i czas ekstrakcji) zostaty
$cisle zoptymalizowane. Metoda DLLME z wykorzystaniem cieczy jonowej, sprz¢zona z HPLC do
oznaczania metamfetaminy w ludzkim moczu pozwolita na wyeliminowanie toksycznych
rozpuszczalnikow organicznych, zapewnita liniowos¢ i powtarzalnos¢. Opracowana metoda
pozwolita na skrocenie czasu trwania analizy (z 10 minut do kilku sekund).

4. Podsumowanie

Ciecze jonowe ze wzgledu na swoje unikalne wiasciwosci fizykochemiczne z powodzeniem
wykorzystuje si¢ w wielu dziedzinach chemii analitycznej, tj. ekstrakcje. W wyzej omowionych
mikroekstrakcjach wykazano, ze ILs sa wysoce skutecznymi fazami ekstrakcji, ktore zapewniaja
doskonala selektywno$¢ analitow i zwigkszaja wydajnos§¢ przeprowadzonego procesu. Dodatkowo
ciecze jonowe, jako projektowalne rozpuszczalniki moga stanowi¢ alternatywe dla tradycyjnych
rozpuszczalnikow, ktore czesto sa wysoce toksyczne a takze lotne. Mozliwos¢ modyfikowania ich
struktury, poprzez dobor odpowiedniego kationu i anionu dodatkowo pozwala manipulowaé ich
cechami fizykochemicznymi (tj. lepko$é, gestos¢, rozpuszczalnosc), ktore dostosowywane sg do
przeprowadzanej analizy. [28] Wszechstronno$¢ cieczy jonowych uczynita z nich nowa klase
stacjonarnych faz a takze wypetnien kolumn. Mikroekstrakcje DLLME oraz SPME wykorzystujac
ciecze jonowe, zapewnity uzyskanie odpowiednio rozdzielonych probek substancji, cechujacych si¢
czystoscig, czuloscia, co umozliwilo przeprowadzenie dalszej ich analizy obj¢tosciowej metodami
instrumentalnymi tj. GC/MS oraz HPLC. [29-31]
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11. Zmiany szybkosci rozpuszczania i przenikalnos$ci przez sztuczne uklady

blon ibuprofenu jako efekty oddzialywania z poloksamerem
Changes in dissolution rate and permeability through artificial membranes of
ibuprofen as effects of interaction with poloxamer
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Streszczenie

Wedlug systemu klasyfikacji biofarmaceutycznej (BCS, ang. biopharmaceutical
classification system) ponad potowa nowych substancji czynnych, jak tych aktualnie stosowanych
w lecznictwie zaliczana jest do klasy 2, charakteryzujacych niska rozpuszczalno$cia i wysoka
przenikalnoscia, a zatem rozpuszczanie substancji czynnej w $rodowisku Zzotadkowo-jelitowym jest
etapem determinujagcym jej przenikanie i absorpcj¢. Poloksamer 407, trojblokowy kopolimer
sktadajacy si¢ z centralnego hydrofobowego rdzenia tlenku propylenu otoczonego z dwoch stron
hydrofilowymi tancuchami tlenku etylenu, zaprojektowany zostal do zwigkszania szybkosci
rozpuszczania stabo rozpuszczalnych substancji czynnych. Dlatego celem niniejszej pracy byly
badania oddziatywania poloksameru z ibuprofenem. Poloksamer powoduje wzrost szybkosci
rozpuszczania wraz ze wzrostem przenikalnos$ci przez uktad sztucznych bton.

1. Wstep

Wicekszo$¢ nowych substancji czynnych, jak réwniez aktualnie stosowanych w lecznictwie
charakteryzuje sie stabg rozpuszczalno$cig (Giliyar 2006). Co wiecej, coraz wieksza liczba nowych
aktywnych substancji farmaceutycznych (API, ang. active pharmaceutical ingredient) wykazuje
wiasciwosci silnie lipofilne, co moze skutkowaé niska biodostepnoscia ze srodowiska wodnego, czyli
gtdwnie po podaniu doustnym. Uwzgledniajac whasciwosci biofarmaceutyczne substancji czynnej,
a zwlaszcza jej szybko$¢ rozpuszczania (i rozpuszczalno$é) oraz zdolno$¢ do przenikania barier
biologicznych, zaproponowano system klasyfikacji biofarmaceutycznej substancji czynnych — BCS
(ang. Biopharmaceutics Classification System). Klasyfikacja BCS pozwana na korelacje
podstawowej cechy fizycznej (rozpuszczalnosci) z cechg biologiczna (przenikaniem przez blony
biologiczne) i w konsekwencji na przewidywanie dostepno$ci biologicznej, oraz dzieli wszystkie
substancje czynne na 4 grupy. Do klasy 1 BCS nalezg te substancje, ktora charakteryzuje wysoka
rozpuszczalno$¢ 1 wysoka przenikalno$é, klasy 2 — substancje o niskiej rozpuszczalnosci i wysokiej
przenikalnosci, klasy 3 — substancje o wysokiej rozpuszczalnos$ci i niskiej przenikalno$ci, natomiast
do klasy 4 — substancje o niskiej rozpuszczalno$ci oraz niskiej przenikalnoséci (Sznitowska 2014).
Ponad polowa substancji czynnych zaliczana jest do klasy 2 BCS, a zatem rozpuszczanie substancji
czynnej w srodowisku zotgdkowo-jelitowym jest etapem determinujgcym jej przenikanie i absorpcje
(FDA 2015). Obecnie przemyst farmaceutyczny zajmuje si¢ przede wszystkim zwigkszeniem
rozpuszczalnosci/szybkosci rozpuszczania stabo rozpuszczalnych w wodzie substancji leczniczych
klasy 2 i 4 celem zwigkszenia ich biodostgpnosci.

Zwickszanie rozpuszczalnosci substancji czynnej mozna osiggna¢ poprzez modyfikacje
chemiczne (np. otrzymywanie soli lepiej rozpuszczalnych, tworzenie prolekow) oraz modyfikacje
fizyczne (np. zmniejszanie wielkosci czastek, modyfikacje formy krystalicznej w tym otrzymywanie
amorficznych postaci substancji czynnej, rozproszenie substancji czynnej w polimerze oraz tworzenie
kompleksow inkluzyjnych). Szczegdlnie czgsto stosowanym rozwigzaniem jest tworzenie uktadow
z substancjami posiadajacymi ugrupowania hydrofilowe, ktore po potaczeniu z substancjg czynng
moga zwickszac ich rozpuszczalno$¢.
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W ostatnich latach nastgpit wzrost zainteresowania kopolimerami blokowymi,
w szczegdlnosci pod katem ich potencjalnego zastosowania jako substancji dostarczajacych leki.
Poloksamerowe kopolimery trojblokowe sktadajg sie z centralnego bloku poli(tlenku propylenu)
z koncowymi blokami poli(tlenku etylenu) i maja tendencje do tworzenia miceli w roztworze
wodnym ze wzgledu na réznice hydrofobowosci pomiedzy blokami poli(tlenku propylenu)
i poli(tlenku etylenu) (rys.1). Te micele zawieraja hydrofilowg korone poli(tlenku etylenu)
i hydrofobowy rdzen blokami poli(tlenku propylenu), w ktorym substancje czynne moga by¢
solubilizowane 1 transportowane, co stwarza mozliwo$¢ bardziej skutecznego kontrolowanego
uwalniania w organizmie (Foster 2009).

CHs
0O O
H 0 OH
X y z

Rys. 1. Wzor strukturalny poloksameru.

Ibuprofen jest niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym (NLPZ), pochodng kwasu
propionowego, szeroko stosowanym w leczeniu tagodnego i umiarkowanego bolu i goraczki.
Zaliczany jest do 2 klasy BCS charakteryzujacej si¢ stabg rozpuszczalno$cig oraz wysokg
przepuszczalnos$cia. Poniewaz stezenia w surowicy i dziatanie przeciwbolowe sa skorelowane, szybka
absorpcja ibuprofenu moze by¢ warunkiem wstgpnym szybkiego rozpoczecia dzialania. Zatem
rozpuszczanie staje si¢ etapem ograniczajacym szybko§¢ wchtaniania, a pozadane jest szybkie
uwalnianie ibuprofenu w przewodzie zotadkowo-jelitowym po podaniu doustnym.

Celem niniejszej pracy byly badania uktadow poloksameru 407 (nazwa handlowa: Pluronic
F-127) z ibuprofenem (IBU) w odniesieniu do mozliwosci zmian szybkos$ci rozpuszczania oraz
przepuszczalno$ci przez modelowe sztuczne uktady bton.

2. Material i Metody

Do badan zastosowano 2 serie ibuprofenu: seria 1 — WAQ15 (IBU1) oraz seria 2 — IB1V0670
(IBU2), rozniace si¢ wielkoscig czastek. Binarne uktady IBUI oraz IBU2 z poloksamerem
przygotowano w stosunkach wagowych 1:1 oraz 1:5 poprzez ugniatanie w mozdzierzu agatowym.
Badania tozsamosci

Eksperymentalne badania tozsamos$ci spreparowanych uktadow IBUl oraz IBU2
z poloksamerem zostaly prowadzone w oparciu o ocen¢ zmian w widmach spektralnych
(spektroskopia w podczerwieni, ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FT-IR) samego
antybiotyku i po wprowadzeniu jego do uktadu binarnego.
Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Do oceny zmian stezenia ibuprofenu (IBUL1 oraz IBU2) podczas badania szybkosci
rozpuszczania oraz przenikania przez modelowy uktad bton zastosowano uprzednio opracowang
metode wysokosprawnej chromatografii cieczowej (ang. high performance liquid chromatography,
HPLC-DAD). Warunki rozdzialu chromatograficznych oznaczania ibuprofenu przedstawiono
w Tab.1.
Tab. 1. Warunki rozdzialu chromatograficznego opracowane;j izokratycznej metody HPLC-DAD.

Parametry rozdzialu chromatograficznego Oznaczanie ibuprofenu

Faza stacjonarna: Kinetex-C18 (100 mm x 2,1mm; Sum)

Faza ruchoma: A: 0,1% kwas mrowkowy (50%), B: acetonitryl (50%)
Szybkos¢ przeptywu fazy ruchome;: 0,5 mL min-t

Temperatura kolumny: 30°C

Dhugos¢ fali detekcji: 264 nm

Obje¢tos¢ nastrzyku: 5uL
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Metoda zostaty zwalidowane zgodnie z wytycznymi ICH i przewodnikéw farmakopealnych
w odniesieniu do ich selektywnosci, precyzji, doktadnosci oraz wyznaczenia wartosci limitow
wykrywalnosci (LOD) i limitéw oznaczalnosci (LOQ) w odniesieniu do mozliwosci oznaczania
zmian stezenia ibuprofenu w uktadach z poloksamerem podczas badan szybkos$ci rozpuszczania (ICH

2005). Parametry walidacyjne zestawiono w Tab.2.

Tab. 2. Parametry walidacyjne

Wyniki (IBU1) Wyniki (IBU2)
Parametr
pH 1,2 pH 6,8 pH 1,2 pH 6,8
Selektywnos¢
Wspodtczynnik symetrii (wymagany 115 110 115 115

w zakresie 0,8-1,5)
Brak substancji zaktocajacych
Granica wykrywalnosci (LOD): LOD =3

potwierdzone

potwierdzone

potwierdzone

potwierdzone

SD/a [mg mL1] 0,0014 0,0062 0,0014 0,0014
gg‘gf;‘g)ﬁal_c_f]aln"“i (LOQ): LOQ =10 0,0043 0,0188 0,0043 0,0042
Liniowos¢: y=ax +b
a+Sa 7,77+0,31 11,86+9,59 10,58+041 14,49+0,17
b+ S nieznaczace nieznaczace nieznaczace nieznaczace
Wspolezynnik korelacji (r) 0,9987 0,9984 0,9991 0,9999
Zakres liniowoéci [mg mL?] 0,003-0,040 0,011-0,207 0,003-0,040  0,010-0,103
Doktadnos¢
Odzysk (95-105% wymagane) [%] 96,78 100,72 104,97 99,45
Precyzja
Stezenie [mg mL] 0,0300 0,1070 0,0320 0,1030
Srednia 6 pomiarow [mg mL?] 0,0290 0,1078 0,0336 0,1024
SD 0,0004 0,0035 0,0016 0,0044
RSD (wymagane <5%) 1,3793 3,2468 4,7619 4,2969

Badania szybkosci rozpuszczania

Zmiana szybkosci rozpuszczania ibuprofenu (IBU1 oraz IBU2) zostala zbadana poprzez
wyznaczenie profili szybkosci rozpuszczania, zgodnie z wymogami Farmakopei Polskiej
w temperaturze 37+0,5°C w aparacie lopatkowym (Agilent 708-DS) z pr¢dkoscia obrotow topatek 50
obr min! (Farmakopea Polska 2014). Jako medium akceptorowe zastosowano sztuczny sok
zotadkowy oraz bufor fosforanowy w zakresie pH odpowiadajagcemu $rodowisku przewodu
pokarmowego (pH 1,2-6,8). W odpowiednich punktach czasowych pobrano probki ptynu, w ktorej
nastgpnie oznaczono stg¢zenie ibuprofenu metoda HPLC-DAD. Badanie zostato przeprowadzone
w ,,warunkach sink” tj. w taki sposob, objetos¢ i rodzaj ptynu akceptorowego nie wplywaja na
przebieg uwalniania, oraz obecno$¢ w ptynie akceptorowym juz uwolnionej substancji leczniczej nie
wpltywa na szybko$¢ tego procesu.

Wyznaczone profile szybkoSci rozpuszczania zostaly poréwnane statystycznie
z wykorzystaniem metody wspotczynnikéw fi (roznicy) i f2 (podobiefstwa) oraz porownanie ich
warto$ci z ustalonymi wartosciami progowymi. Wartosci wspotczynnikow wyznaczono na podstawie
ponizszych rownan:

j=1|R; — T}

h=——w—F—
i F)

x 100
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2

) _
1
f,=50 xlog| [ 1+(3) D[R =1,[* ) x100
=1

gdzie: Ry i T; stanowia $redni procent rozpuszczonego API w punkcie czasowym t, odpowiednio dla
proby referencyjnej i testowej; n jest liczbg testowanych punktéw w czasie t.

Przyjmuje si¢, ze profile uwalniania wykazujg podobienstwo, gdy warto§¢ fi miesci si¢
w granicach od 0 do 15, natomiast f, przyjmuje warto$¢ bliska 100 (nie mniejsza od 50) (Moore and
Flanner 1996).

Badania przenikania przez modelowy ukiad blton

Badania oceny zmian wchtaniania ibuprofenu (IBU1 oraz IBU2) samego oraz w uktadzie
z poloksamerem zostaty prowadzone z zastosowaniem rownoleglego testu przepuszczalnosci przez
btony sztuczne (PAMPA, ang. parallel artificial membrane permeability assay), a wyniki poréwnane
z zastosowaniem analizy wariancji ANOVA. Ocena zdolnoéci przenikania leku przez btony
biologiczne z zastosowaniem techniki PAMPA stanowi alternatywng metod¢ do modeli
biologicznych bazujacych na kulturach komérkowych (np. Caco-2).

Test PAMPA sktada si¢ z 96-dotkowych mikroptytek filtracyjnych, podzielonych na dwie
komory, donorowa i akceptorowa, oddzielonych przez mikrofiltr o grubosci 120 um, powlekany 20%
roztworem lecytyny. Plytki inkubuje si¢ w temperaturze 37°C przez 60 minut. Po inkubacji, ptytki
rozdziela si¢, a w czegsci donorowej i akceptorowej oznacza si¢ stezenie leku przy uzyciu metod
HPLC-DAD.

Ocene wptywu poloksameru na przenikanie ibuprofenu okresla sie poprzez wyznaczenie
oraz poréwnanie warto$ci pozornej przepuszczalno$ci (Papp) ibuprofenu samego oraz w uktadzie
z poloksamerem. Pozorng przepuszczalno$¢ wyznacza sie¢ za pomocg rownania:

S -
equilibrium

P =
o SX(V—1D+VLA)xt

gdzie Vp — objetos¢ cze$ci donorowej, Va — objetos¢ czesci akceptorowej, Cequilibrium — Stgzenie

. . CpXVp+ CaXV . . . . .
rownowagi Coquilibrium = W, Cpb — stezenie w czesci donorowej, Ca — stezenie w czesci

akceptorowej, S — powierzchnia membrany, t — czas inkubacji (w sekundach).
Uktady, ktérych Papp < 1 X 10°° cm s klasyfikuje sie jako te z niskg przenikalnoécig, natomiast
uktady ktérych Papp > 1 X 10 cm st — z wysoka (Yee 1997).

3. Wyniki i dyskusja

Analiza otrzymanych eksperymentalnie wynikéw skupita si¢ na ocenie oddziatywan
ibuprofenu z poloksamerem w spreparowanych uktadach w fazie stalej oraz ocenie efektow
oddziatywania ibuprofenu z poloksamerem w odniesieniu do zmian szybko$ci rozpuszczania oraz
przenikania przez uktady sztucznych bton.

Poprzez rozcieranie ibuprofenu z poloksamerem uzyskano stale rozproszenie substancji
w polimerze.

Na rys. 2-3 zostaly przedstawione eksperymentalne widma FT-IR ibuprofenu (IBU1 oraz
IBU2), poloksamery oraz uktadéw ibuprofenu z poloksamerem.

8l|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

[ 2

i [BUI-Pluronic 1:5
fiiEN

bt

Intensywnosc

™ TRUI-Pluronic 1:1
rs \\7\_

v e

AN Pluronic

- - st

/U“‘m,\\” 13U

|
| f
lw\,u/‘u}_d..“\bj\\’\"‘ L\NU’U )" L ey

T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Liczba falowa [em']

Rys. 2. Widmo FT-IR IBU1, poloksameru i uktadow IBU1-poloksamer.
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Rys. 3. Widmo FT-IR IBU2, poloksameru i uktadow IBU2-poloksamer.

Badania szybkosci rozpuszczania ibuprofenu (IBUl oraz IBU2) w formie wolnej oraz
w polaczeniu z poloksamerem przeprowadzono w dwoch pH symulujacych warunki przewodu
pokarmowego: pH 1,2 (zotadek) oraz pH 6,8 (jelito). Na rys. 4-5 przedstawiono uzyskane profile
szybkosci rozpuszczania.
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Rys. 4. Profile szybko$ci rozpuszczania ibuprofenu w pH 1,2.
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Rys. 5. Profile szybkos$ci rozpuszczania ibuprofenu w pH 6,8.

Wyznaczone profile

szybko$ci rozpuszczania ibuprofenu pordéwnano

statystycznie

wykorzystaniem metody wspotczynnikow fi (réznicy) i fo (podobienstwa) a uzyskane wyniki

przedstawiono tabelach 3-4.

83|Strona



Tab. 3. Porownanie profili szybkos$ci rozpuszczania ibuprofenu w pH 1,2

Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

IBU1- IBU1- IBU2- IBU2-
IBU1 Pluronic Pluronic IBU2 Pluronic Pluronic
1:1 1:5 1:1 1:5
£1=94,70 £1=90,81 £1=29,61
IBUL X £,=14,20 f,=1,91 £,=61,88 X X
P'ﬁ:;ﬁ;c £1=94,70 Ny f1=46,57 y y y
11 £=14,20 =20,12
P'Er%ﬁgc f1=90,81 f1=46,57 « « « «
15 £,=1,91 £,=20,12
f1=29,61 f1=58,72 1=86,50
1BU2 f,=61,88 X X X £,=27,89 f,=2,91
P'Iﬁrléﬁgc « « « f1=58,72 " f1=81,59
11 £,=27,89 £,=11,02
P'Iﬁrléi;c « « « £1=86,50 f1=81,59 «
) £,=2,91 £,=11,02
1:5
Tab. 4. Porownanie profili szybkos$ci rozpuszczania ibuprofenu w pH 6,8
IBU1- IBUL- IBU2- IBU2-
IBU1 Pluronic Pluronic IBU2 Pluronic Pluronic
1:1 1:5 1:1 1:5
f,=36,17 £,=39,28 ,=10,84
1BUL x f,=16,04  f=1491  £=3833 X X
P'IE:(J);C f1=36,17 « f1=5,47 « « «
11 f2:16104 f2:78,04
P'IE:(J);C £,=39,28 f,=5,47 y y y y
15 f=14,91 f,=78,04
f1=10,84 f1=26,51 f1=24,82
1BU2 £,238,33 X X X f,=3575  £,=36.74
PIIErLcJJﬁ;c X X X f1=26,51 X f1=4,03
11 £,=35,75 £,=94,02
PIIErl(J)ﬁ}c X X X f1=24,82 f1=4,03 X
15 2=36,74 >=94,02

We wszystkich badanych uktadach oraz we wszystkich pH, zaobserwowano statystycznie
istotny wzrost szybkosci rozpuszczania ibuprofenu po wprowadzeniu go do systemu z poloksamerem.
Wszystkie poréwnywane profile szybkosci rozpuszczania ibuprofenu, oprocz IBU2-Pluronic 1:1 vs

IBU2-Pluronic 1:5 w pH 6,8, roznity si¢ statystycznie.

Badania przenikania przez uktad sztucznych blon zostaty przeprowadzone z zastosowaniem
systemu PAMPA. Wartosci pozornej przepuszczalnosci (Papp) ibuprofenu zostaty przedstawione na

rys. 5-6.
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Rys. 5. Wartosci pozornej przepuszczalno$ci ibuprofenu w pH 1,2.

Rys. 6. Wartosci pozornej przepuszczalno$ci ibuprofenu w pH 6,8.

Uzyskane wartoSci pozornej przepuszczalno$ci ibuprofenu poréwnano statystycznie
z wykorzystaniem analizy wariancji ANOVA, obserwowany poziom istotno$ci p (p-value)
pordéwnano z warto$cig p dla zadanego poziomu istotnosci a (a=0,05) oraz przedstawiono w tabelach

5-6.

Tab. 5. Warto$ci obserwowanego poziomu istotnos$ci p dla wartosci pozornej przepuszczalnosci

Badania i Rozw6] Mlodych Naukowcdédw w Polsce
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IBU1- IBU1- IBU2- IBU2-
IBU1 Pluronic Pluronic IBU2 Pluronic Pluronic
1:1 1.5 1.1 1.5
IBU1 X 0,2763 0,0105 0,9147 0,1710 0,0031
IBU1-

Pluronic 1:1 0,2763 X 0,3871 0,7861 0,9994 0,1284
IBU1-

Pluronic 1:5 0,0105 0,3871 X 0,0548 0,5621 0,9684
IBU2 0,9147 0,7861 0,0548 X 0,6045 0,0151
IBU2-

Pluronic 1:1 0,1710 0,9994 0,5621 0,6045 X 0,2121
IBU2-

Pluronic 1:5 0,0031 0,1284 0,9684 0,0151 0,2121 X

* w ostatnim punkcie czasowym (180 min)
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Tab. 6. Warto$ci obserwowanego poziomu istotno$ci p dla wartoéci pozornej przepuszczalnosci
ibuprofenu w pH 6,8

IBU1- IBU1- IBU2- IBU2-
IBU1 Pluronic Pluronic IBU2 Pluronic Pluronic
1:1 1.5 1:1 1.5
IBU1 X 0,9483 0,9992 0,7377 0,9338 1,0000
IBU1-
Pluronic 0,9483 X 0,9943 0,2871 0,5089 0,9338
1:1
IBU1-
Pluronic 0,9992 0,9943 X 0,5428 0,7981 0,9984
15
IBU2 0,7377 0,2871 0,5428 X 0,9968 0,7675
IBU2-
Pluronic 0,9338 0,5089 0,7981 0,9968 X 0,9482
1:1
IBU2-
Pluronic 1,0000 0,9338 0,9984 0,7675 0,9482 X
15

* w ostatnim punkcie czasowym (180 min)

W przypadku badan przenikania przez modelowy uktad sztucznych bton, tylko w przypadku
uktadu z poloksamerem w stosunku 1:5 w pH 1,2 zanotowano statystycznie istotny wzrost
przenikalnoéci ibuprofenu.

4. Wnhnioski

Poloksamer powoduje statystyczny wzrost szybkosci rozpuszczania ibuprofenu w szerokim
zakresie pH plynéow akceptorowych. Wzrost szybko$ci rozpuszczania ibuprofenu dodatkowo
spowodowal zmiany przenikalnosci przez uktad sztucznych bton, lecz te zmiany nie byly istotne
statystycznie (poza przenikaniem uktadu ibuprofen-poloksamer 1:5 w pH 1,2).
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12, Glycosaminoglycans mediate the function of cathepsin proteases

Bojarski Krzysztof K., Samsonov Sergey A.
Laboratory of Molecular Modeling, Faculty of Chemistry, University of Gdansk

Bojarski Krzysztof K.: krzysztof.bojarski@ug.edu.pl
Key words: proteases, zymogen processing, inhibition by carbohydrates

Abstract

Cathepsins are lysosomal proteases found in all animals as well as in the other organisms.
They have a vital role in diverse of biological processes such as bone resorption, intracellular
proteolysis and regulation of programmed cell death. Changes in their activity in organism may lead
to many serious dieseases, either to pycnodysostosis in case of deficiency or to osteoporosis in case
of excessive activity. Enzymatic activity of the cathepsins can be moderated by glycosaminoglycans
— group of linear, periodic, negatively charged carbohydrates. However, the underlying molecular
mechanisms of this mediation are complex and not completely elucidated.

1. Introduction

Cathepsins are protein-degrading enzymes that can be found in many living organisms. Most
of them are cysteine proteases (Enzyme Commision number - EC 3.4.22) but are also cathepsins A
and G which are serine proteases (EC 3.4.21) or cathepsins D and E which are aspartyl proteases (EC
3.4.23). To date we know that there are 15 members of this family with most of their structures known
(Tab. 1). Regardless differences in their aminoacid sequences cathepsins share the same secondary
sturcture pattern which is reflected in the same fold.

Tab. 1. Experimental structures of human cathepsins and their mutants deposited in the PDB.

Cathepsin Number of structures in the PDB
cathepsin A 11
cathepsin B 11
cathepsin C 10
cathepsin D 6
cathepsin E 2
cathepsin F 2
cathepsin G 4
cathepsin H 0
cathepsin K 52
cathepsin L (L1) 33
cathepsin O 0
cathepsin S 32
cathepsin W 0
cathepsin V (L2) 3
cathepsin Z 2
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This similarity in secondary structure of cathepsins could imply that they share some
properties, one of which is localisation of the active site. It is positioned in cleft between two domains
(Fig. 1) and consist of cysteine and histidine residues.

A
\o
B C4-S hexasaccharide

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111 121 131 141 151 161 171 181 191 201 211
1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1 1 11

— ) ) ——ees)w)—)——)-

Fig. 1: (A) Experimental structure of cathepsin K (in cartoon) in complex with C4-S hexasaccharide
and E-64 inhibitor (in sticks). (B) Cathepsin K secondary structure.
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Fig. 2. Structure of the disaccharide units of GAGs (Wang et al. 2017).
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Cathepsins play vital role in mammalian cellular turnover, for example, in bone resorption (Bromme
et al. 1995). They degrade polypeptides and are distinguished by their substrate specificities (Turk et
al. 2000). Disruptions of their activity may lead to many serious diseases such as cancer, stroke or
Alzheimer’s disease. (Gelb et al. 1996).

Cathepsins form complexes with various compounds. One of the most important are
glycosaminoglycans (GAGs). GAGs are a group of linear, negatively charged polisacharydes (Esko
JD et al.). Each GAG consists of a recurring disaccharide unit in which one aminosugar and one
uronic acid are present. GAGs are classified into several groups: chondroitin sulfate (C4-S, C6-S),
dermatan sulfate (DS), hyaluronic acid (HA) and heparin (HE). These GAGs have regular
disaccharide unit, however for heparan sulfate (HS), disaccharide unit is variable in terms of sulfation
pattern and monomeric components (Tab. 2). Alzheimer’s disease. (Gelb et al. 1996).

Tab. 2: Composition and charge of GAG disaccharide periodic units.

Disaccharide Disaccharide

B b periodic unit periodic unit charge

chondroitin —sulfate | ~\\ A . clcUA 2

(C4-S, C6-S)
dermatan  sulfate
o GalNAc-IdoUA -2
hyaluronic acid| 51 NAC-GICUA -1
(HA)

_ GICNS(6S)-
heparin (HE) IdoUA(2S) *

heparan sulfate (HS) | Derivatives of HE -1,-2,-3,-4

GAGs are located in the extracellular matrix (Fig. 3). They are involved in many cellular
processes including cell proliferation, angiogenesis, anticoagulation, adhesion and signalling
cascades (Bishop et al. 2007). It is suggested that GAGs may play vital role in medical treatment of
disorders associated with disruptions of the above mentioned processes (Turk et al. 2006). It is known,
that formation of cathepsin-GAG complexes may result in inhibition of the protein activity. Therefore,
it is important to understand molecular mechanisms related to those complexes and defining their
functions.

Core protein
Glycosaminoglycan

(LD
)

.. Growth
0 factor FON

Receptor

Signal transduction

Fig. 3: GAGs in the extracellular matrix (YYamada et al. 2016).

2. How cathepsin proteases are studied?

The X-Ray crystallography is one of experimental methods that uses X-Ray radiation for
determining the atomic and molecular structure of a crystallized molecule. The main principle of this
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technique is to diffract X-Ray beam upon its collision with atoms into smaller beams and then to
measure the angles and intensities of these diffracted beams in order to produce a three-dimensional
picture of density of electrons within the crystal. Assigning electron densities to the individual atoms
allows to obtain atomic structure of the molecule. Drawbacks of this method are high cost of the single
experiment and the necessity of having a crystal of compound, which is not always a trivial procedure.

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy is an another experimental technique
that is used to determine the structure of a molecule by exploiting properties of certain atomic nuclei.
It is used to obtain informations about structural and dynamical characteristics of chemical
compounds, their reaction state and chemical environment. The intramolecular magnetic field around
an atom in a molecule changes the resonance frequency depending on its chemical environment, thus
giving access to details of the electronic structure of a molecule and its individual functional groups.
NMR spectroscopy is widely used in organic chemistry in confirming the identity of a substance. The
biggest drawbacks of this methods are requirement of a relatively large amount of a purified substance
in order to run experiment as well high cost of NMR apparatus.

Surface Plasmon Resonance (SPR) is a technique that uses resonant oscillation of
conduction electrons at the interface between negative and positive permittivity materials stimulated
by incident light. SPR is the basis of many standard tools for measuring adsorption of material onto
planar metal (typically gold or silver) surfaces or onto the surface of metal nanoparticles. It is the
fundamental principle behind many colour-based biosensor applications and different lab-on-a-chip
sensors. In order to study binding between two molecules by SPR the receptor is adsorbed on the
surface and ligand is added gradually. The main idea of SPR measurement is that the immobilized
receptor and a complex made up of this receptor and a bound ligand adsorb and reflect incident
radiation differently which results in diverse value of reflection angle allowing to observe formation
of the complex. Adding ligand to the receptor leads to increase in the SPR signal and adding solution
including dissociation agent after desired association time causes a decrease of the SPR signal.

Fluorimetric Assay is one of the methods used to measure enzymatic activity. It allows to
obtain informations about enzyme kinetics and enzyme inhibition. The main principle of this method
is that the substrate and the product have different adsorption spectra, therefore adding substrate
allows to observe the changes in specific signals. These assays are in general much more sensitive
than spectrophotometric assays, but can suffer from interference caused by impurities and the
instability of many fluorescent compounds when exposed to light.

Molecular Docking is a computational method that allows to predict preferred orientation
of the ligand to the receptor when they are not bound covalently. Knowledge of the preferred
orientation, in turn, may be used to predict the binding affinity between two molecules using, for
example, various scoring functions. Its ability to predict the binding conformation of a ligands to the
appropriate target binding site on the protein surface makes this method one of the most frequently
used when experimental structure is unknown. The aim of molecular docking is to achieve an optimal
conformation and relative orientation of protein and ligand such that the free energy described by
scoring functions of the overall system is minimised.

Molecular Dynamics (MD) is another computational method which can be used to study
cathepsin-GAG complexes. It allows to study the evolution of molecular systems in time. In such
simulations all atoms and molecules are allowed to interact for period of time, giving a view of the
dynamic evolution of the system (trajectories). In most cases the molecular trajectories are determined
by numerically solving Newton’s equations of motion for a system of interacting particles where
forces between the particles and their potential energies are calculated by using specific interatomic
potentials which are defined by the force fields. MD is an appropriate method to determine the
properties of systems complexed enough so they could not be examinated analytically giving
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informations about compound at atomic level, something that cannot be achieved with experimental
approach.

3. What is the role of GAGs in the molecular mechanisms of cathepsin proteases?

3.1 Crystal structure of cathepsin K in complex with chondroitin sulfate and its implications for
collagenase activity

Among all human cathepsins, only cathepsin K exhibits collagenase activity, hence it is a
high interest in explaining this phenomenon at the structural level. The knowledge of the way how
cathepsin K degrades collagene may help in development of the solutions for monitoring its activity.
This may lead to discovery of the novel curation for pycnodysostosis (lack of cathpesin K activity) or
osteoporosis (excessive activity of cathepsin K).

Collagenase activity of cathepsin K requires the formation of high molecular mass
complexes with bone associated GAGs such as chondroitin 4-sulfate (C4-S). In order to understand
how cathepsin K degrades collagen, a structure of one of those complexes was required (Fig. 4A).
The first experimental structure was obtained by X-ray crystallography for cathepsin K and C4-S in
1:n complex suggesting that one C4-S molecule can bind many cathepsin K molecules (Li et al. 2008).
Experiment was made with the use of fluorospectroscopic monitoring of the examinated complex. In
this test fluorimetric assay was developed which allowed to observe diffrence in the fluorescence
between substrate and product. Since the substrate and the product have different adsorption spectra,
adding C4-S allowed to observe the changes in specific signals. Results revealed that C4-S binds to a
positively charged surface on the back side of the R domain of the cathepsin K molecule, allowing
interactive partners to bind in the enzyme’s active site.

tropocollagen

Fig. 4: (A) Structure of cathepsin K in complex with C4-S and E64 inhibitor (left, PDB ID: 3C9E)
and in complex with C4-S only (right, PDB ID: 4N8W). The cathepsin K is shown in secondary
structure representation, while C4-S and E64 are in sticks representation. (B) Cathepsin K (in cartoon)

91|Strona



Badania i Rozw6] Mlodych Naukowcdédw w Polsce

dimer-tropocollagen (in surface) model in complex with GAG chain G1 (in sticks), (Aguda et al.
2014).

On the other hand, the analysis of the collagenase activity of cathepsin K at stoichiometric
concentrations required to form previously mentioned complex did not yield the results which were
able to explain significant cathepsin K collagenase activity. This leads to suggestion that different
complex of cathepsin K and C4-S must be responsible for collagen degradation, hence the new
structure was obtained and analysed (Aguda et al. 2014). This time cathepsin K-C4-S complex was
crystallized in the absence of E-64 inhibitor which resulted in small difference between previously
proposed structure and current one in terms of C4-S orientation. In the case of 3C9E GAG was cosine-
curved shaped, while in 4N8W it was more extended conformation (Fig. 4A). The structure from the
4N8W suggests that cathepsin K dimer associated with collagen-bound GAGs was identified, which
acts as the active collagenase form (Fig. 4B). This results provided a mechanism of collagen fiber
degeneration in three steps: 1) binding of cathepsin K monomers to GAGs associated with collagen
fibrils; 2) recruitment of a second cathepsin K molecule to form dimer at the edges of the gap regions
of fibrils and finally; 3) cleavage at the N- and C- termini of surface tropocollagen molecules and
their release from the fibril. Those collage fragments would be subsequently degraded by cathepsin
K.

3.2 Enzymatic activity of cysteine cathepsins

Previous studies on various cathepsin-GAG complexes investigated by Li et al. (2004)
showed that GAGs play a key role in regulation of enzymatic activity of cathepsins. Experimental
results demonstrate that cathepsin K and C4-S complex is unique and not formed by other closely
related cathepsins B, L, S and F. Moreover, cathepsin K binds with other GAGs: C6-S (chondroitin
6-sulfate), DS, KS (keratan sulfate), HS and HE. In contrast to cathepsin K, cathepsins B and F did
not reveal any detectable collagenase activities regardless of C4-S presence. Cathepsins S and L
displayed weak to moderate triple-helical collagenolytic activities which increased at higher
temperature in the absence of C4-S suggesting a different cleavage mechanism. Additionally, C4-S
presence in cathepsins L and S lead to suppresion of their collagenolytic activity regardless of
temperature of their solutions. This suggested that some GAGs have opposite effect on the collagen-
cleaving capability of closely related cysteine proteases. Analysis of the effect of different GAGs on
cathepsin K revealed that not only C4-S can improve collagenolytic activity of cathepsin K but also
C6-S and KS. Those GAGs are predominantly expressed in bone and cartilage. On the other hand,
DS, HS and HE also form stable complexes with cathepsin K but do not improve collagenolytic
activity (Fig. 5). At the same time catalytic site of cathepsin K in those complexes is not affected,
indicating a putative allosteric regulation mechanism (see section 3.4).
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Fig. 5: Comprasion of the relative hydrolysis rates of insoluble type | collagen by cathepsins K in
presence C4-S, DS, C6-S, KS, HE and HS. The collagenase activity was measured by determining
the content of hydroxyproline in soluble collagen fragments (Li et al. 2004).

Similary to C4-S, HS is capable of reduction of the level of collagenase activity of the

cathepsin S but to a less extent. This effect can be reversed with presence of NaCl meaning the
interactions between GAGs and the cathepsin are electrostatics-driven. In contrast to cathepsin K, HA
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and DS also slighty enhanced degeneration of type IV collagen by cathepsin S. Those results suggest
that the degree of sulfation and/or GAG type may be important for promoting a decrease in the type
IV collagenase activity of cathepsin S. It is worth to note that interactions in cathepsin K-GAG and
cathepsin S-GAG complexes are different. This was examinated by Sage et al. (2013): in this work,
putative C4-S binding sites in cathepsin S were identified (Fig. 6). Those sites are different than in
the previously discussed cathepsin K-C4-S complex. That allowed to propose that C4-S binding to
cathepsin S may represent a novel regulatory mechanism of its collagenase activity.

-"\ v
Fig. 6: (A) Putative C4-S binding sites in cathepsin S proposed by molecular docking. The clusters
of C4-S solutions are represented by sticks, while the cathepsin S is presented in surface. (B)
Cathepsin K structure in complex with E-64 inhibitor in active site and with C4-S (PDB ID: 3C9E).

3.3 Effect of GAGs on procathepsins processing

Cysteine cathepsins are synthesized as inactive preproenzymes. The prepeptide which is
removed in endoplasmatic reticulum plays role as a signal peptide. The propeptide facilitates folding
of the enzyme, acts as an inhibitor preventing inappropiate proteolytic activity of the proenzyme and
is responsible for targeting to endosomes and/or lysosomes. The propeptide, which runs in an
extended conformation through the active site cleft, forms an a-helical domain on top of the enzyme,
which serves to anchor the prodomain to the body of the enzyme. Procathepsins such as procathepsins
B, L, S and K are endopeptidases and, therefore, can be activated automatically or by other proteases
like cathepsin D or pepsin, while procathepsins X and C are exopeptidases and require other proteases.

With the use of fluorescence spectroscopy experiment it was examinated that HE, HS and
CS are capable of accelerating procathepsin B processing by Cagli¢ et al. (2007). Regardless of which
GAG was interacting with procathepsin B, results were very similar suggesting that structure of
carbohydrate backbone is not important for this accelerating effect. Moreover, no correlation between
the degree of sulfation and procathepsin B processing rate was observed. It was also observed that
HA was less efficient in promoting proenzyme processing leading to statement that sulfation of GAG
is important but not crucial. Last but not least, interactions with procathepsin B requires only a
tetrasaccharide for optimal interaction. It is in opposite to most of other cases where at least a tetra-
to octasaccharide is required for specific binding on protein-GAG systems (Samsonov et al. 2016).
Those results allow to propose a novel mechanism of procathepsin B auto-activation in presence of
GAGs (Fig. 7).

propeptide

conformational

change

cathepsin B

Fig. 7: Mechanism of procathepsin B auto-activation in the presence of GAGs. A GAG molecule
binds to a procathepsin molecule. GAG binding induces conformational change in procathepsin B,

93|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

which exposes and enables access of a substrate molecule to the active site, which in the case of
autoactivation is another procathepsin B molecule, to the active site cleft (Cagli¢ et al. 2007).

3.4 Conformational flexibility of cathepsin K and its regulation by GAGs binding — allostery

Cathepsin allostery is a change in active site geometry due to binding allosteric regulator in
a different site. Novinec et al. (2010) investigated that cathepsin K can change its conformation upon
binding GAG with the use of fluorescence spectroscopy, molecular docking and MD. In this
experiment cathepsin K was added to a mixture of substrate and the inhibitor. Because in this
experiment the enzyme was in the tense state (state with lower substrate affinity and lesser
susceptibility to reverse or irreverse inhibition) under these conditions, the inhibitor bound only
weakly. Adding GAG into the mixture composed of cathepsin K, substrate and inhibitor caused a
change in the enzyme conformation, resulting in the rapid binding of the inhibitor. This experiment
implies that an another complex between cathepsin K and GAG has to be formed in order to inhibit
the enzyme. It was tested with the use of molecular docking: obtained model of the complex was
compared with X-ray crystallographic structure of cathepsin K-GAG complex (Li et al. 2008). A
rearrangement of the CS chain occurred upon binding to the enzyme was observed. This indicates
that the slow activation of cathepsin K is a result of a slow conformational change of CS, which allows
for the formation of a more tightly bound complex between enzyme and GAG (Fig. 8). Therefore,
allosteric regulation represents an another mechanism of GAGs mediated regulation of the cathepsins
activity.

active site

site of allosteric
regulation

Fig. 8: Complex of the cathepsin K (in surface representation, coloured according to the electrostatic
potential) with DS octasaccharide (consisting of four 4-sulfo-N-acetylgalactosamine-iduronic acid
disaccharides; shown as sticks). The binding is proposed to proceed via a slow conformational
adaptation of the GAG to the structure of cathepsin K. Cathepsin K active site and proposed GAG
allosteric site are shown with black arrows (Novinec et al. 2010).

4. Summary

In this paper we have summarised briefly the present knowledge on cathepsin-GAG
interactions. Cathepsins are lysosomal proteases that play a key role in many crucial biological
processes. They can bind GAGs — periodic, linear, negatively charged oligosaccharides. GAGs can
moderate cathepsins activity by activating or inhibiting them. However, there are still many questions
open about those complexes. These questions represent actual challenges for the further research of
cathepsin-GAG systems:

- If GAGs can bind to an alternative part of cathepsins than their active site resulting in an
allosteric change?
- If there are other indirect ways of inhibiting cathepsins by GAGs?
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- How we could make use of these data in the future for medical applications in the area of
regenerative medicine?
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Abstract

The potential for precise genome modification is a breakthrough achievement of genetic
engineering. Precise changes in the genome are made possible thanks to the application of site-specific
nucleases, composed of a DNA-binding domain and the nucleolytic domain of restriction enzymes,
which are responsible for the recognition and introduction of desirable changes in the genome. Site-
specific nucleases include zinc finger nucleases (ZFN), transcription activator-like effectors (TALE)
and nucleases derived from the bacterial CRISPR/Cas system, i.e. clustered regularly interspaced
short palindromic repeats, CRISPR and CRISPR-associated, Cas. Modification may be introduced at
a specific genomic locus thanks to cellular repair processes of double strand breaks (DSB) induced
by site-specific nuclease.

1. Introduction

Although we have been able to alter the nucleotides sequence in genes of various organisms,
exceptionally precise tools such as programmable nuclease have been discovered only recently,
facilitating efficient and specific genome modification. Previously used methods of inactivation or
insertion of additional genes to animal and plant genomes consisted in DNA modification in cells
using homologous recombination. The primary drawback of these methods was connected with the
low efficiency of transgene integration at a specific locus. Further studies showed that double-strand
breaks (DSB) within a target sequence extremely increase the frequency of homologous
recombination (Rudin et al.1989). Genome modifications are mediated by programmed nucleases,
which catalyze double-strand breaks resulting in specific changes within the genome. Double-strand
breaks in eukaryotic cells may be repaired in two ways: by strand binding in non-homologous end
joining (NHEJ) or by homologous recombination (HR) (Kakarougkas et al. 2014). Repair provided
by non-homologous end joining may lead to an alteration of the original nucleotide DNA sequence
or to the formation of indel (insertion/deletion) mutations. As a consequence these changes may lead
to the frameshift mutation and the appearance of premature termination codons terminating
translation. Although transcription may run undisturbed, no functional protein is formed. This
mechanism may be used to inactivate selected genes. In turn, an alternative mechanism to repair DSB
is based on homologous recombination and requires the presence of a donor template containing a
homologous DNA sequence to the DSB site. This mechanism may be used to introduce specific
changes at a locus: point mutations (repair of undesirable mutations - targeted gene correction or
introduction of new targeted mutations), insertions (e.g. insertion of a transgene) or precisely defined
deletions. Among site-specific nucleases we may distinguish zinc finger nucleases (ZFN),
transcription activator-like effectors (TALE nucleases) as well as nucleases derived from the bacterial
CRISPR/Cas system, i.e. clustered regularly interspaced short palindromic repeats, CRISPR;
CRISPR-associated, Cas) (Sega and Linkiewicz 2014, Hryhorowicz et al. 2017).

2. Site-specific nucleases

ZFN
Zinc finger nucleases are fusion proteins formed when the DNA binding domain with the
zinc finger motif fuses with the DNA-cleaving nucleolytic domain of the IS, Fokl, restriction
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enzyme. The zinc finger is composed of two antiparallel B-sheets and one a-helix. A zinc ion found
at the catalytic center plays an essential role for the functionality and stability of the domain.
Individual zinc fingers are responsible for the recognition of three neighboring nucleotides. They
exhibit full functionality as monomers, thus promoting fusion of several zinc fingers depending on
the nucleotide sequence. This facilitates recognition of longer nucleotide sequences. However,
binding of individual monomers depending on the sequence is not accidental. Selection of zinc fingers
is important due to differences in DNA binding efficiency and specificity. ZFN nucleases are also
equipped with the Fokl domain, responsible for DNA hydrolysis and active only in the dimer form.
At binding of two Fokl monomers the DNA is cleaved and a DNA double-strand break develops. To
generate strand breaks in the DNA helix, a ZNF pair is required, in which each of the DNA binding
domains recognizes a sequence of 9-18 base pairs (Gaj et al. 2012, Chandrasegaran and Carroll 2016).
As a rule it is difficult, time-consuming and costly to design ZFNs recognizing a specific sequence,
since it is connected with the need to create a separate pair of proteins for each targeted sequence.

TALEN

TALES are proteins naturally occurring in bacteria from the genus Xanthomonas, which are
plant pathogens using TALE proteins to regulate transcription in host cells. When infecting a plant
bacteria from the genus Xantomonas transport to the plant cells exogenous proteins, the so-called
activating transcription factors. The natural process consists in the recognition of the target DNA
sequence in the host genome by respective domains and activation of expression of genes needed for
the pathogen to spread and replicate. The DNA binding domain of the TALE protein is composed of
around a dozen to several dozen repeats of a sequence of 33-35 amino acids, of which each segment
is responsible for the recognition of a single base pair within DNA. Thanks to the simple code
involved in the recognition of individual nucleotides in DNA, the TALEN-based technology is highly
effective in the formation of functional nucleases. TALEN proteins formed by adding a nucleolytic
domain to the DNA binding domain, similarly as ZFN, are constructed as dimers (to exhibit catalytic
activity they require dimerization of the Fokl monomer pair) (Gaj et al. 2012, Chandrasegaran and
Carroll 2016). TALENS are slightly easier to design and synthesize in comparison to ZFN. However,
both enzyme classes still have one basic disadvantage: when attempting to produce an enzyme
cleaving a specific nucleotide sequence, each time a completely new protein needs to be designed and
synthesized. It is costly and time-consuming, which is one of the greatest limitations for the common
application of these proteins in laboratories.

CRISPR/Cas9 system

A breakthrough in genome editing was provided by the application of the CRISPR/Cas
(clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated) system, in which the
specificity of DNA recognition is not provided by a protein, as it is the case in ZFN or TALEN, but a
short, complementary RNA molecule. The system uses elements of the acquired resistance
mechanism, found in bacteria and archeons, acting against phage infection and transformation
mediated by foreign genetic material. While there are several types of CRISPR/Cas found in
prokaryotes, genomic engineering uses tools based on the type 11 CRISPR system. In contrast to types
I and 111, which require polysubunit protein complexes to function properly, the type Il is based on a
single nuclease, Cas9. This protein is a large, monomeric DNA nuclease targeting the nucleotide
sequence of the target locus. Type Il CRISPR/Cas uses small RNA molecules (CRISPR RNA- crRNA
and transactivating crRNA- tracrRNA) to precisely target Cas9 to a specific locus in the genome
(Jinek et al. 2012). This system may be simplified using chimeric RNA (defined as a single-guide
RNA- sgRNA or guide RNA- gRNA), constituting a junction of crRNA with tracrRNA. As a result,
in order to induce DSB formation at a selected locus in the genome using the CRISPR/Cas9 system,
endonuclease Cas9 and sgRNA need to be introduced into the cell. Most frequently either a plasmid
coding both elements or RNA after in vitro transcription are used for that purpose. The sgRNA
sequence responsible for the recognition of target DNA comprises twenty nucleotides at its 5° end.
Moreover, successful recognition and binding of endonuclease Cas9 is dependent on the short PAM
sequence (Protospacer Adjacent Motif), located immediately downstream from the targeted sequence
(for the system using nuclease Cas9 from Streptococcus pyogenes 5°-NGG is the required PAM
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sequence). Advantages of the CRISPR/Cas9 system include its high specificity and easy construct
design. Additionally, the CRISPR/Cas system facilitates simultaneous transcription of many crRNAs,
and as a result — simultaneous targeting of many loci (Cong et al. 2013). Thanks to this advantage we
may reduce both the financial costs and the time required to complete the procedure. Moreover, in
contrast to ZFN or TALEN, the Cas9 protein is capable of cleaving methylated DNA. As a result the
CRISPR/Cas system based on the natural bacterial immune system is most universally applied by
researchers and it has become the technique of choice when generating genetically modified plants
and animals, while it has also facilitated highly efficient genome editing of human embryos in vitro
(Nemudryi et al. 2014). Using the CRISPR/Cas9 technology in genome editing we need to consider
the potential off-target DNA cleavage. These alterations may be observed in the case of other
sequences in the genome, which would show a very high degree of homology to the modified locus
(Hsu 2013). In order to reduce the off-target activity the most unique sequences should be selected
when designing sgRNA, while adequate Cas9 and sgRNA concentrations need to be applied during
transfection (an excessively high concentration may increase off-target activity) and the loci in the
genome with a high homology to the modified locus needs to be verified in terms of the occurrence
of undesirable cleavages e.g. by sequencing of that region. In order to limit the possibility of cleavage
of undesirable sequences a modified version of Cas9 nuclease may be used, containing a mutation
eliminating the activity of one of the nuclease domains (D10A within the RuvC domain or H840A in
the HNH domain), i.e. resulting in a situation when the enzyme cleaves only one DNA strand, the so-
called Cas9 Nickase protein. In this case to inactivate a selected gene two sgRNAs may be used,
targeting adjacent loci in both strands. Each sgRNA will induce bond hydrolysis within only one
DNA strand. The application of two sgRNAs will lead to the formation of a break in both DNA strands
within a small distance from each other. Such breaks are repaired in the process of non-homologous
end joining, leading to indel mutations. Such a method guarantees a markedly higher specificity, since
the probability of two sequences recognised by different sgRNAs, separated by a very small distance
within the genome, is slight and a vast majority of one-strand breaks at off-target sites are repaired by
base cleavage.

3. Delivery methods for genome editing

Many methods have been developed to deliver programmed nucleases inside the cell.
Constructs may be introduced to plants using agrotransformation with plasmid or viral vectors.
Nucleases may also be delivered in the form of mMRNA, which eliminates the problem of integration
with the genome and reduces expression time. However, if the aim is to generate genetically modified
animals, as a rule nucleases in the form of mMRNA are inserted in vitro into a fertilized egg cell using
a micromanipulator. Typically the RNA format is used instead of a protein-coding plasmid, as
modification efficiency of a given locus is greater. In turn, the application of the CRISPR/Cas9 system
delivered to cells via viral vectors has made it possible to introduce mutations in cells of adult animals
in vivo. In contrast, in order to modify stem cells in vitro, programmed nucleases may be delivered to
cells by electroporation. To utilize the repair mechanism through homologous recombination, at the
same time the donor template needs to be introduced to the cell. Such a template has to be flanked
with sequences homologous to the targeted locus. Typically the donor template is composed of
plasmid DNA (homology arms are usually 500-1000 base pairs each) or short fragments of single
stranded DNA (ssDNA,; its length is usually 40-100 nucleotides). Site-specific nucleases may also be
delivered directly as proteins. However, their production, isolation and purification in sufficient
amounts is extremely difficult (Yin et al. 2017).

4. Application of genome editing technology

The use of site-specific nucleases provides practically an almost unlimited potential for
genome editing and facilitates more efficient, cheaper and more rapid generation of genetically
modified plants and animals in comparison to conventional methods. These new technologies make
it possible to create animal models of genetic diseases. Mutations introduced to the animal genome
may recreate mutations found in patients suffering from specific diseases. Among other things,
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effective insertion of foreign DNA into a selected locus in the genome makes it possible to replace
the mutated gene with its correct version. In the future this phenomenon might be used in treatment
of single-gene disorders, such as e.g. Duchenne muscular dystrophy (Long et al. 2014). Mutations
within the dystrophin coding gene, causing Duchenne’s muscular dystrophy, are most frequently large
deletions or duplications of one or several exons, as well as point mutations leading to a frameshift
change and the appearance of a premature stop codon. The application of site-specific nucleases
makes it possible to repair a mutated gene and restore the active dystrophin form thanks to the removal
of a gene fragment, repair through homologous recombination or the introduction of an indel change
within the stop codon in the NHEJ process. Moreover, ZFN, TALEN and CRISPR/Cas9 technologies
may be used to inactivate the CCR5 gene in human CD4+ cells. CCR5 is the target of many HIV
therapies, since this receptor is used by this virus to infect T lymphocytes (Ye et al. 2014). Site-
specific nucleases may also be used to produce genetically modified pigs for xenotransplantation
purposes (Estrada et al. 2015, Fischer et al. 2016). Thanks to advances in genetic engineering it is
now possible to modify the genome of pigs to be used as donors of cells, tissues and organs for human
recipients in order to inhibit process leading to xenotransplant rejection. Thanks to the development
of a highly efficient CRISPR/Cas9 technology 3 modifications could be introduced to the pig genome,
simultaneously resulting in the inactivation of genes responsible for the formation of xenoreactive
antigens: Gala(1,3)Gal (Galactose-alpha-1,3-galactose), Neu5Gc (N-glycolylneuraminic acid) and a
glycan formed as a result of the enzymatic activity of PB1,4-N-acetylgalactosaminyltransferase
(B4GaINT2) (Estrada et al. 2015). What is more, the CRISPR/Cas9 technology was applied to produce
multitransgenic pigs with the expression of HO-1 (heme oxygenase 1,) A20 (tumor necrosis factor
alpha-induced protein 3), CD46 (membrane cofactor protein), CD55 (decay-accelerating factor), and
CD59 (membrane inhibitor of reactive lysis) in the human. A breakthrough aspect of this study is
connected with the fact that all the five transgenes were introduced in one genomic locus, thanks to
which the introduced genes will be inherited without any segregation (Fischer et al. 2016). The
application of ZFN, TALEN and the CRISPR/Cas9 technology may also be highly useful in genome
modification of farm animals, aiming at more rapid body weight gains, enhanced animal productivity,
improved quality of animal origin products, increased disease resistance, or to obtain transgenic
animals producing recombinant proteins for pharmaceutical purposes (Petersen and Niemann 2015,
Petersen 2017). Studies are also being conducted on the modification of insects to prevent them from
spreading diseases, e.g. mosquitos transmitting malaria Plasmodium. For this purpose the
CRISPR/Cas9-based gene drive system may be used, promoting inheritance of specific genes to
increase their incidence rate in the population. In this technique the introduced plasmid contains Cas9,
gRNA and the transgene, surrounded by the flaking sequences. The Cas9 protein cleaves the sequence
at a site targeted by gRNA. Cleavage activates the HDR repair system in the cell and the construct is
inserted in the DNA strand. Next as a result of crossing the organism expressing the turned on
transgene with a wild-type organism, the gene drive system recognizes another version of the gene in
the wild-type organism, cleaves it and replaces with the construct it carries. In this way the
CRISPR/Cas9 complex introduced to the chromosome edits simultaneously both copies of the gene
in the auto-catalyzed process. This phenomenon is referred to as the mutagenic chain reaction (MCR).
In sexually reproducing species most genes are presented in two copies. Each of the copies has a 50%
chance of being transmitted to progeny. The gene drive system circumvents this principle,
considerably increasing the probability that a given allele will be transmitted to progeny (Gantz and
Bier 2015). This system might be applicable in population suppression thanks to the incorporation of
a lethal gene in the mosquito genome. Moreover, incorporating into the mosquito genome a transgene
conferring resistance to the attacking pathogen would make it possible to obtain a population of
mosquitos producing antibodies or anti-malaria compounds in their organisms, thanks to which they
would no longer be capable of transmitting malaria. Additionally, the CRISPR/Cas9 technology may
be used to visualize specific sites in the genome of live cells. Thanks to the application of catalytically
inactive Cas9 nuclease (dCas9) bound with the fluorescent protein and interacting with specifically
designed sgRNA, specific loci in the genome of live cells may be visualized (Chen et al. 2013). This
method may prove to be very useful in studies on the cell nucleus architecture or the degree of
chromatin concentration in a given area of the chromosome. Moreover, the catalytically inactive
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version of Cas9, at a simultaneous expression of SgRNA complementary to the template DNA strand,
may be used to inhibit transcription of selected genes or as a transcription activator (Qi et al. 2013).
The application of dCas9 as an activator of transcription requires the attachment of a transactivating
domain, e.g. VP16, or an activating domain from the p65 protein. In turn, to enhance efficiency of
transcription repression a repressor domain, e.g. KRAB, is attached to the dCas9 protein. Silencing
of gene expression using the CRISPR system was termed CRISPRi (CRISPR interference). CRISPRi
acts at the DNA level, thanks to which considerable silencing of expression may be obtained for the
gene of interest by targeting the gene promoter area.

5. Summary

Introduction of novel genetic engineering tools such as site-specific nucleases has
revolutionized science. New methods have considerably enhanced current potential for modification
of both plant and animal genomes, making it possible to introduce targeted, site-specific changes in
the genetic material, e.g. point mutations, insertions or deletions of entire DNA segments. The ZFN,
TALEN and CRISPR/Cas9 technologies are applied, among other things, to create animal and cell
models of diseases, in xenotransplantation, gene therapy or biotechnology in plant and animal
production.

6. Acknowledgements

This work was supported by The National Centre for Research and Development (Grant No.
INNOMED/I/17/NCBR/ 2014) in the framework of the “INNOMED’’ programme titled
“‘Development of an innovative technology using transgenic porcine tissues for biomedical
purposes’’. Acronym: ‘‘MEDPIG”’.

7. References:

Chandrasegaran S and Carroll D (2016) Origins of programmable nucleases for genome
engineering. J Mol Biol 428: 963-989.

Chen B, Gilbert LA, Cimini BA et al. (2013) Dynamic imaging of genomic loci in living human
cells by an optimized CRISPR/Cas system. Cell 155: 1479-1491.

Cong L, Ran FA, Cox D et al. (2013) Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas systems.
Science 339: 819-823.

Estrada JL, Martens G, Li P, et al. (2015) Evaluation of human and non-human primate antibody
binding to pig cells lacking GGTAL/CMAH/beta4GalNT2 genes. Xenotransplantation 22: 194—
202.

Fischer K, Kraner-Scheiber S, Petersen B, et al. (2016) Efficient production of multi-modified pigs
for xenotransplantation by ‘combineering’, gene stacking and gene editing. Scientific Reports 6:
29081.

Gaj T, Gersbach CA, Barbas CF 111 (2013) ZFN, TALEN, and CRISPR/Cas-based methods for
genome engineering. Trends Biotechnol 31: 397-405.

Gantz VM and Bier E (2015) The mutagenic chain reaction: a method for converting heterozygous
to homozygous mutations. Science 348(6233): 442444,

Hryhorowicz M, Lipinski D, Zeyland J et al. (2017) CRISPR/Cas9 Immune System as a Tool for
Genome Engineering. Arch Immunol Ther Exp 65(3): 233-240.

Hsu PD, Scott DA, Weinstein JA et al. (2013) DNA targeting specificity of RNA-guided Cas9
nucleases. Nat Biotechnol 31: 827-832.

Jinek M, Chylinski K, Fonfara I et al. (2012) A programmable dual-RNA-guided DNA
endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science 337: 816-821.

Kakarougkas A, Jeggo PA (2014) DNA DSB repair pathway choice: an orchestrated handover
mechanism. Br J Radiol 87(1035): 20130685.

Long C, McAnally JR, Shelton JM et al. (2014) Prevention of muscular dystrophy in mice by
CRISPR/Cas9-mediated editing of germline DNA. Science 345: 1184-1188.

100|Strona



Badania i Rozw6] Mlodych Naukowcdédw w Polsce

Nemudryi AA, Valetdinova KR, Medvedev SP, et al. (2014) TALEN and CRISPR/Cas Genome
Editing Systems: Tools of Discovery. Acta Naturae 6: 19-40.

Petersen B, Niemann H (2015) Molecular scissors and their application in genetically modified farm
animals. Transgen Res 24: 381-396.

Petersen B (2017) Basics of genome editing technology and its application in livestock species.
Reprod Domest Anim 52 Suppl 3: 4-13.

Qi LS, Larson MH, Gilbert LA, et al. (2013) Repurposing CRISPR as an RNA-guided platform for
sequence-specific control of gene expression. Cell 152: 1173-1183.

Rudin N, Sugarman E, Haber JE (1989) Genetic and physical analysis of double-strand break repair
and recombination in Saccharomyces cerevisiae. Genetics 122: 519-534.

Sega P, Linkiewicz A (2014) Wykorzystanie miejscowo-specyficznych nukleaz do modyfikacji
genomoOw roslinnych. Postepy biologii komorki 41(4): 701-720.

Ye L, Wang J, Beyer Al et al. (2014) Seamless modification of wild-type induced pluripotent stem
cells to the natural CCR5Delta32 mutation confers resistance to HIV infection. Proc Natl Acad
Sci USA 111: 9591-9596.

Yin H, Kauffman KJ, Anderson DG (2017) Delivery technologies for genome editing. Nat Rev
Drug Discov 16: 387-399.

101|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

14. Transgeneza — rozw6j metod wykorzystywanych w uzyskiwaniu zwierzat

uzytecznych w ksenotransplantacjach
Transgenesis - development of methods used to obtain animals for
xenotransplantation

Natalia Mazurkiewicz, Agnieszka Nowak-Terpitowska, Magdalena Hryhorowicz, Joanna Zeyland,
Daniel Lipinski

Katedra Biochemii i Biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
Opiekun naukowy: prof. dr hab. Ryszard Stomski

Natalia Mazurkiewicz: nmmazurkiewicz@gmail.com
Stowa Kluczowe: modyfikacje genetyczne, transplantacje, duze zwierzgta modelowe

Streszczenie

Po dokonaniu pierwszej udanej transgenezy nastapit dynamiczny rozwd] metod
otrzymywania zwierzat modyfikowanych. Pierwsze z nich wymagaty duzego naktadu pracy i czasu,
a uzyskane osobniki mogty si¢ charakteryzowa¢ migdzy innymi przypadkowo wbudowanymi
w genom konstrukcjami modyfikujacymi. Z czasem nastgpowato doskonalenie metod modyfikacji
pod katem ukierunkowanych zmian w genomie. Obecnie najczgSciej stosowanym systemem
wprowadzania zmian w genomie jest CRISPR/Cas9. Metoda ta wykorzystuje mechanizm
wystepujacy naturalnie w systemach bakteryjnych, w ktorych petni funkcje obronng przed m.in.
wirusowym DNA. Rozwoj tej metody w charakterze narzedzia inzynierii genetycznej przyczynit si¢
do rewitalizacji badan zwigzanych z wykorzystaniem zwierzat transgenicznych jako zrodta komorek,
tkanek i narzadow w ksenotransplantacjach. Zagadnienia te odpowiadaja waznemu spotecznie
problemowi dotyczgcemu niedoboru organéw do przeszczepow.

1. Wstep

Rozwdj transgenezy rozpoczat si¢ w XX wieku. Zwierzgta transgeniczne byly nadziejg na
rozwéj wiedzy dotyczacej ekspresji gendéw oraz genetycznych podstaw rozwoju osobniczego.
Ponadto duze zainteresowanie ze strony przemyshu, ze wzgledu na mozliwos$¢ otrzymania zwierzat
o ulepszonych cechach uzytkowych, przyspieszyto rozwdj metod modyfikacji genetycznych.

Pierwsza udang transgeneze wykonano w roku 1982. Grupa badaczy ze Standéw
Zjednoczonych (uzyskata myszy z wprowadzonym genem kodujacym hormon wzrostu pochodzacym
od szczura, ulegajacym ekspresji pod kontrolg promotora szczurzej metalotioneiny I (Mt-rGH z ang.
Metallotionein-rat Growth Hormone). Aby otrzymac transgeniczne myszy wykonano mikroiniekcje
egzogennego DNA do zygot mysich. Efektem tej modyfikacji byly osobniki charakteryzujace si¢
wiekszymi rozmiarami w poréwnaniu do $rednich wielko$ci innych przedstawicieli tego gatunku.
Dzigki temu uzyskano pierwszy zywy model choroby — gigantyzmu, co pozwolito na analizg jej
przebiegu oraz otrzymanie najbardziej efektywnego leku i dostosowanie jego dawki (Palmiter i in.
1982).

W kontekscie ksenotransplantacji w Polsce pierwszg udang transgeneze $win (Sus scrofa)
przeprowadzono w Instytucie Zootechniki w Balicach koto Krakowa. W jej wyniku we wrzesniu 2003
roku otrzymano knura, ktoremu nadano nazwe TG 1154. Ow osobnik byt zatozycielem pierwszej
transgenicznej linii $win w Polsce — juz w maju 2004 roku liczyta ona 100 potomkow.
Przeprowadzona modyfikacja polegata na wprowadzeniu do genomu konstrukcji zawierajacej gen
kodujacy a-1,2-fukozylotransferazg czlowieka. Enzym powstaty w wyniku ekspresji wprowadzonej
konstrukcji konkuruje z a-1,3-galaktozylotransferazg o substrat N-acetylolaktozamine, biorgcg udziat
w syntezie epitopu Gal na powierzchni komorek §wini. Modyfikacja miata na celu ograniczenie ilo$ci
owego antygenu Gal, a w efekcie zmniejszenie reakcji immunologicznej organizmu ludzkiego na
ewentualny przeszczep ksenogeniczny. U knura TG 1154 wykazano ekspresje 1,2-
fukozylotransferazy cztowieka (Jura i in. 2006).
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2. Opis zagadnienia

Pojecie transgeneza odnosi si¢ zard6wno do modyfikacji zwierzat, jak i ro$lin. Pod tym
pojeciem rozumie si¢ wszelkie techniki biologii molekularnej prowadzace do otrzymania
organizmoéw zmodyfikowanych genetycznie inaczej zwanych transformantami. Natomiast
transgenez¢ zwierzat definiujemy jako zmiang¢ dokonana poprzez wprowadzenie do genomu biorcy
egzogennego DNA pochodzacego z tego samego lub innego gatunku. Wprowadzany gen nazywany
jest transgenem. Obecnie nalezy poszerzy¢ te definicje o modyfikacje polegajace nie tyko na
wprowadzaniu dodatkowego genu, ale takze zastgpowaniu oraz usuwaniu gendw w genomie
modyfikowanego osobnika. Podsumowujac, transgeneza nazywamy wszelkie modyfikacje
genetyczne prowadzace do zmiany w genomie organizmu (Cooper, Ekser i Tector 2015).

Zainteresowanie transgeneza zwierzat zwigzane jest nie tylko z badaniami podstawowymi
dotyczacymi funkcji genow oraz ich ekspresji, ale rowniez mozliwg poprawg jakosci oraz ilosci
produktow pochodzenia zwierzecego dla celow przemyshu spozywczego, polepszeniem stanu
zdrowia samych zwierzat, czy ksenotransplantacja. Kolejnym kierunkiem zastosowania transgenezy
jest wykorzystanie zwierzat w produkcji biofarmaceutykow (Smorag, Stomski i Jura 2009).

Transgeniczne zwierzgta odgrywaja coraz wigksza role w farmacji. Biofarmaceutyki to
substancje lecznicze uzywane w terapiach réznych chordb, wytwarzane metodami biologicznymi
oraz biotechnologicznymi. Poczatkowo produkowano je w systemach bakteryjnych, drozdzowych
oraz ro$linnych. Jednak dopiero zastosowanie zwierzat transgenicznych umozliwito powstawanie
wielu w pelni funkcjonalnych ztozonych substancji, takich jak biatka, przez co ich wdrozenie do
leczenia cztowieka stato si¢ mozliwe. Przed wykorzystaniem zwierzat do ich wytwarzania proébowano
zastosowa¢ w tym celu hodowle komoérek zwierzecych w warunkach in vitro. Trudnosci
w prowadzeniu takich hodowli oraz jej koszty sprawity, ze produkcja biofarmaceutykéw w mleku,
moczu czy Krwi zwierzat transgenicznych stata si¢ lepsza alternatywa. Najwigksza wydajnoscia
cechuje si¢ produkcja substancji leczniczych uzyskiwanych z mleka zwierzat. Mimo tego, ze
najbardziej atrakcyjnym zwierzeciem do uzyskania duzej ilo$ci farmaceutykow w mleku jest bydto,
to utrudnienia zwiazane z kosztami oraz czasem koniecznym do przeprowadzania udanej transgenezy
sprawiajg, ze wiekszym zainteresowaniem cieszg sie kroliki, §winie oraz owce (Bertolini i in. 2016).
W 1994 roku opublikowano badania dotyczace otrzymania transgenicznego buhaja z jedna kopia
erytropoetyny cztowieka ulegajacej ekspresji pod kontrolg promotora B-kazeiny bydlecej (Hyttinen
i in. 1994). Kolejng uzyskang modyfikacja, tym razem u $wini, bylo wprowadzenie konstrukc;ji
genowej zawierajacej biatko C czlowieka umieszczone w miejscu Kpnl eksonu 1 genu kwasnego
biatka serwatki WAP (z ang. whey acidic protein) myszy. Dzigki tej modyfikacji uzyskano osobniki
wydzielajace mleko zawierajace 1g tego biatka w litrze. Biatko C pelni u cztowieka wazna rolg
w krzepnigciu krwi, przez co wydaje si¢ by¢ atrakcyjnym lekiem (Velander i in. 1992). Pierwszym
komercyjnie dostepnym lekiem wytwarzanym przez transgeniczne zwierzeta i zatwierdzonym przez
Europejska Agencje Lekow jest rekombinowane biatko — antytrombina cztowieka — produkowana
przez kozy w ich mleku. Lek o nazwie ATryn® zostal wprowadzony na rynek w 2007 roku (Echelard,
Meade i Ziomek 2008).

Waznym kierunkiem wykorzystania transgenezy jest zarowno poprawa zdrowia zwierzat
oraz ulepszenie ich cech uzytkowych. Prowadzono doswiadczenia majace na celu zmniejszenie ilo§¢
thuszczu w migsie genetycznie modyfikowanych $win. W 1994 roku powstala praca przedstawiajaca
wady i zalety migsa §win transgenicznych w poroéwnaniu do $§win niemodyfikowanych na réznych
etapach rozwoju zwierzat. Osobniki te uzyskane zostaty poprzez wprowadzenie bydlecego genu
hormonu wzrostu. Wyniki badan wykazaty na kazdym etapie r6zny poziom zmniejszonej ilosci
tluszczu u modyfikowanych $§win w poréwnaniu do osobnikéw nietransgenicznych. Wykazano
réwniez korelacje zwigzana ze zwigkszaniem zawartosci wody gromadzonej w tkance migsniowej
transgenicznych osobnikow wraz ze zmniejszaniem si¢ ilosci thuszczu. Byto to tak duza wada, ze
modyfikacja ta nie zostala wykorzystana w celach produkcyjnych (Wheeler 2013).

Zwierzeta transgeniczne pozyskuje si¢ rowniez w celach biomedycznych. Osobniki
modyfikowane mozna wykorzysta¢ do badan nad chorobami cztowieka. W 1997 roku opublikowano
prace przedstawiajgcg model choroby — barwnikowego zwyrodnienia siatkowki oka — uzyskany

103|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

dzieki transgenezie $wini. Wybor tego zwierzecia wynikat z cytologicznego podobienstwa siatkowki
transgenicznych $win z siatkoéwka czlowieka, zwyrodniong przez chorobe. Dzigki wprowadzeniu
konstrukcji zawierajacej zmutowany gen kodujacy rodopsyne powstata mozliwo§¢ zbadania
najwczesniejszych etapow degeneracji fotoreceptorow (Petters i in. 1997).

Innym celem biomedycznym jest zastosowanie komorek, tkanek czy narzadéw $§win
transgenicznych w ksenotransplantacjach. Wystepowanie w surowicy cztowieka ksenoreaktywnych
przeciwcial oddziatujacych z antygenem Gal, obecnym na powierzchni komorek na glikolipidach
i glikoproteinach membranowych, jest istotng przeszkoda przy przeszczepach organow i tkanek
pochodzacych od $§win niepoddanych modyfikacjom. Jedng z przyktadowych zmian genetycznych
prowadzacych do uzyskania transgenicznych osobnikéw, ktére z powodzeniem moglyby zostaé
wykorzystane w medycynie regeneracyjnej jest wylaczenie genu kodujacego enzym a-1,3-
galaktozylotransferaze (GGTAL gen kodujacy glikoproteing — a-1,3-galaktozylotransferazg §wini
z ang. alpha-galactosyltransferase 1) odpowiedzialng za synteze epitopu Gal. W 2002 roku po raz
pierwszy uzyskano transgeniczne $winie posiadajace wytgczony gen GGTAL w jednym allelu. W tym
celu uzyto specjalnych wektorow umozliwiajacych wprowadzenie genu zmienionego, ktdry po
rekombinacji homologicznej nie ulegal kompletnej ekspresji. Skutkowato to niepowstawaniem
funkcjonalnego enzymu. Jednak w zwigzku z tym, ze modyfikacja ta zostata uzyskana w uktadzie
heterozygotycznym, jeden niezmieniony allel ulegat ekspresji, przez co na powierzchni komoérek
identyfikowano obecno$¢ epitopu Gal. Rok pdzniej otrzymano homozygotyczne zwierzeta
z wylaczonym (ang. knock-out) genem GGTAL (Phelps i in. 2003).

Uzyskanie zwierzat transgenicznych przyczynito si¢ do rozwoju réznych dziedzin nauki,
w tym medycyny, rolnictwa oraz biotechnologii. Wigkszo$¢ zastosowan jest jednak w trakcie
szczegdlowych badan, a w przypadku wykorzystania modyfikowanych §win w medycynie niezbgdne
staja si¢ dodatkowo badania kliniczne.

3. Przeglad literatury

Istnieje wiele metod uzyskiwania zwierzat transgenicznych. Udoskonalanie stosowanych
technik stuzy otrzymaniu jak najwyzszej wydajnosci metody oraz zmniejszeniu naktadow
finansowych na wykonywanie zwigzanych z nimi procedur. Najstarsza metoda wykorzystywang
w celu uzyskania zwierzat transgenicznych jest mikroiniekcja. Ta dobrze rozwinigta technologia
polega na wstrzyknieciu kilku tysigcy kopii danego genu/konstrukcji genowej/wektora (mieszczacych
si¢ w granicy 2-5 pl roztworu DNA) do przedjadrza meskiego. Ze wzgledu na trudno$¢ w rozpoznaniu
przedjadrza meskiego, czesto mikroiniekeji dokonuje si¢ po prostu do jednego przedjadrza. Po
mikroiniekcji nastepuje syngamia oraz towarzyszaca temu rekombinacja matczynego i ojcowskiego
genomu. Mikroiniekcja DNA wymaga uzycia mikroskopu odwroconego, pod ktorym wykonywana
jest ona z wykorzystaniem mikromanipulatorow. Procedura ta jest z powodzeniem stosowana do
produkcji zwierzat transgenicznych od ponad 35 lat. Wydajnos¢ mikroiniekcji DNA jest uzalezniona
miedzy innymi od czysto$ci roztworu DNA, jego stezenia, formy wektora (liniowa/kolista),
zakonczenia liniowych form konstrukcji — tgpe/lepkie konce DNA, dlugosci wprowadzanej
konstrukcji (wraz ze wzrostem dlugosci maleje wydajno$¢ integracji), umiejetnosci
przeprowadzajacego procedur¢ czy stadium w jakim znajduje si¢ zarodek. Z powodu niskiej
wydajnosci procedury (wynoszacej u myszy 10%, $wini 2-3%, krolika 4%, ponizej 1% u bydta)
badacze wprowadzaja modyfikacje majace na celu zwigkszenie ilosci udanych mikroiniekcji i dalej
transgenezy. Jedna z takich zmian byla réwnoczesna iniekcja transgenu do obu przedjadrzy.
Zaobserwowano wowczas zwigkszona wydajno$¢ integracji transgenu jednak przy wysokiej
inwazyjnos$ci procesu skutkujacej duza $miertelnoscia zarodkow. Kolejne proby przeprowadzano
stosujac mikroiniekcj¢ DNA bezposrednio do cytoplazmy zarodka. Zlikwidowano w ten sposob
problem wysokiej inwazyjnosci iniekcji, natomiast powstat problem z integracja egzogennego DNA
i drastycznym spadkiem wydajnosci procedury. Kolejna modyfikacja mikroiniekcji DNA bylo
dostarczenie transgenu do jader komoérkowych zarodka dwukomoérkowego. Miala ona na celu
zwigkszenie przezywalnosci zarodkow, jednak ze wzgledu na wicksze prawdopodobienstwo
uzyskania zwierzat mozaikowych niz transgenicznych, nie jest powszechnie stosowana
w transgenezie (Sumiyama, Kawakami i Yagita 2010).
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Druga metoda uzywang w uzyskiwaniu zwierzat transgenicznych jest wykorzystanie
plemnikoéw jako nosnikéw egzogennego DNA. Zdolnos¢ plemnikéw do wigzania egzogennego DNA
zostala po raz pierwszy zaobserwowana w 1971 roku. Egzogenny DNA moze by¢ wprowadzany
poprzez:

e inkubacje pozbawionych osocza plemnikéw z DNA w odpowiedniej temperaturze,
e elektroporacje,

e lipofekcje,

e uzycie enzymow restrykcyjnych lub przeciwcial monoklonalnych.

Tak uzyskane plemniki wykorzystuje si¢ do zaptodnienia in vitro lub inseminacji. Istnieje
rowniez metoda, ktora umozliwia powstanie transgenicznych zwierzat poprzez naturalne krycie
zwierzat. Dzieje si¢ to dzigki bezposredniemu wstrzyknigciu roztworu egzogennego DNA do
kanalikow nasiennych, z ktoérych plemniki w sposob naturalny go pobierajg lub przenosza na swojej
powierzchni. Metoda z uzyciem plemnikéw budzi jednak wiele pytan, gdyz do tej pory nie udato si¢
uzyska¢ powtarzalnych wynikow, ktore potwierdzityby jej skutecznosé (Jurkiewicz 2006).

Kolejna metoda, dzieki ktorej mozna otrzymac transgeniczne zwierzgta, jest wykorzystanie
transformowanych komodrek do klonowania somatycznego (SCNT z ang. somatic cell nuclear
transfer). Zainteresowanie tym rozwigzaniem wzrasta od 1996 roku, kiedy to po raz pierwszy
sklonowano zwierze — owcg Dolly. Metoda ta umozliwia zastosowanie szerokiej puli dostgpnych
technik zwigzanych z modyfikacjg genetyczng komorek, ktorych jadra komérkowe uzyte sa pozniej
do klonowania. Dobér metody dostarczenia egzogennego DNA zalezy od jego dtugosci, uzywanych
komorek oraz wydajnosci. Po identyfikacji komoérek z odpowiednig modyfikacja nalezy doprowadzié
je do fazy spoczynku cyklu komérkowego — GO. Uzyskuje si¢ to przez tzw. ,.glodzenie”, czyli
hodowle w medium komoérkowym z bardzo niskg zawartoScig surowicy. Aby oming¢ proces
»glodzenia” komoérek w 2002 roku sklonowano po raz pierwszy krélika z wykorzystaniem jader
komoérkowych z komoérek pecherzykowych wzgorka jajonosnego w fazie cyklu komorkowego
GO0/Gl. W tej metodzie jadra komodrkowe zmodyfikowanych komodrek przenoszone sa do
enukleowanych (pozbawionych jadra komoérkowego) oocytow. Jako$¢ oocytow oraz ich wiek
wplywa na proces klonowania. Cala metoda otrzymywania transgenicznych zwierzat poprzez
wykorzystanie transformowanych komoérek do klonowania somatycznego ma wiele zalet, ale jej
glowng wadag jest duza umieralno$¢ ptodow wynikajaca przede wszystkim z wystgpowania wad
genetycznych gtéwnie o podtozu epigenetycznym(Campbell 2002).

Kolejnag metoda jest wykorzystanie komorek macierzystych w celu uzyskania zwierzat
transgenicznych. Technika ta polega na modyfikacji komorek macierzystych in vitro, a nastgpnie
przenoszeniu komorek zmienionych genetycznie do bedacych w stadium blastocysty zarodkow.
W 1992 roku uzyskano transgeniczne myszy poprzez transfer zmodyfikowanych genetycznie
embrionalnych komoérek macierzystych (ESCs z ang. embryonic stem cells) do blastocysty. W ten
sposob otrzymano zwierzeta heterozygotyczne pod wzgledem interesujacej modyfikacji, a poprzez
krzyzowanie osobnikow siostrzanych — homozygoty. Transgeniczne myszy uzyskano po to, aby
zbadac rolg biatka kodowanego przez gen apoE w transporcie lipoprotein we krwi. Otrzymany szczep
myszy byt podatny na miazdzyce i stanowil zywy model tej choroby. Modyfikacj¢ embrionalnych
komorek macierzystych zwigzana z powstawaniem niefunkcjonalnego biatka — apolipoproteiny E -
uzyskano poprzez rekombinacj¢ homologiczna zmienionego poprzez insercje i delecje genu apoE. Po
tym procesie dokonywano selekcji komoérek ze zmiang. Technika wykorzystujaca komorki
macierzyste w transgenezie zwierzat umozliwia uzyskanie modyfikacji genéw typu knock-in oraz
warunkowo, indukcyjnie typu knock-out (Brinster 2002).

Inng metoda uzyskiwania zwierzat transgenicznych jest modyfikacja za pomocg wektorow
lentiwirusowych. Transgeneza wirusowa jest oparta na dostarczaniu egzogennego DNA do zarodkow
za pomocg rekombinowanych wirusow. Im wczesniej nastapi moment infekcji, tym wigcej komorek
rozwijajacego si¢ zarodka bedzie podlegalo modyfikacjom prowadzacym do uzyskania
transgenicznych zwierzat. Po raz pierwszy metode¢ ta zastosowano w celu uzyskania transgenicznych
$win w 2003 roku. Wektory lentiwirusowe przenoszace gen kodujacy zielone biatko fluorescencyjne
(GFP z ang. green fluorescent protein) i ulegajacych ekspresji pod kontrola promotora kinazy
fosfoglicerynianowej (LV-PGK z ang. phosphoglycerate kinase) dostarczane byly do zarodkow
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$wini. Sposrod 46 prosigt poddawanych oddzialywaniu lentiwirusow, 32 (70%) byly nosicielami
egzogennego DNA, z czego u 94% (30 osobnikow) stwierdzono jego ekspresje (Pfeifer 2004).

Kolejng metoda otrzymywania zwierzat modyfikowanych jest transgeneza przy uzyciu
nukleaz z motywem palca cynkowego. Podejscie to umozliwia precyzyjna modyfikacje genomu
polegajaca na specyficznym wigzaniu si¢ nukleaz z zaprojektowanym motywem palcoéw cynkowych,
ktory taczy si¢ z docelows sekwencja DNA. Domena nukleazowa Fokl hydrolizuje obie nici kwasu
nukleinowego. Umozliwia w ten sposob zajscie jednej z trzech mozliwych metod naprawy
powstatego pegkniecia. Sg to:

e naprawa homologiczna (specyficzne delecje, insercje, mutacje),

e nichomologiczna naprawa poprzez potaczenie koncow nici DNA (przypadkowe delecje,
insercje),

e nichomologiczna integracja fragmentu DNA 1 pofaczenie nici kwasu nukleinowego

(ukierunkowana integracja) (Petolino i in. 2010).

Modyfikacje z zastosowaniem nukleaz z motywem palca cynkowego przeprowadza si¢
w komorkach hodowanych w warunkach in vitro, a nastgpnie po wyborze odpowiednich komérek
przenosi si¢ ich jadra do enukleowanego oocytu i calo$¢ implantuje biorczyni. Dzigki zastosowaniu
tej metody w 2011 roku opublikowano prace przedstawiajaca otrzymanie homozygotycznego knock-
out genu GGTAl s$wini kodujacego a-1,3-galaktozylotransferaze¢ odpowiedzialng za synteze
specyficznego antygenu powierzchniowego Gal. Takie zwierzeta w teorii mozna by wykorzystywaé
w przeszczepach migdzygatunkowych. Uzyskano sze$¢ plodow zwierzat z catkowitym brakiem
epitopu Gal na powierzchni komérek. Osobniki te fenotypowo nie rdznity si¢ od niezmodyfikowanej
populacji $win (Sus scrofa), co pokazuje, ze nukleazy z motywem palca cynkowego nie wptywaja
negatywnie na proces klonowania somatycznego. Metoda ta daje najwigcej mozliwosei
w modyfikacji zwierzat, jednak wymaga doktadnego poznania sekwencji genu docelowego oraz
fragmentow DNA sasiadujacych z nim, a takze jest bardzo kosztowna, co stanowi bariere w jej
powszechnym zastosowaniu (Hauschild i in. 2011).

Odkrycie w 2012 roku przez kilka zespotow badawczych jednoczesnie nowego zastosowania
bakteryjnego system CRISPR/Cas9 umozliwito ogromny rozwoj inzynierii genetycznej w konteks$cie
modyfikacji genomow. Metoda ta zostala rowniez uznana za najlepsza do zastosowania terapii
genowej (Mali i in. 2013). System stosowany w inzynierii genetycznej sktada si¢ z biatka Cas9 z S.
pyogenes, krotkiego oligonukleotydu crRNA (gRNA) komplementarnego do miejsca docelowej
modyfikacji. Waznym elementem przy projektowaniu gRNA jest znalezienie sekwencji PAM (z ang.
protospacer adjacent motif), ktora to jest elementem umozliwiajagcym hydrolize sekwencji docelowe;j.
System CRISPR/Cas9 umozliwia przecigcie specyficznej sekwencji i jej naprawe wedlug dwoch
schematow: niehomologiczng naprawe poprzez potaczenie koncow nici DNA (z ang. non-
homologous end joining, NHEJ) powodujaca przypadkowe delecje, insercje oraz naprawe
homologiczng (z ang. homology-directed repair) umozliwiajaca wprowadzenie dodatkowego
materiatu genetycznego i jego wbudowanie w miejsce przecigcia na zasadzie rekombinacji
homologicznej. Obecnie stosuje si¢ kilka modyfikacji tego systemu, ktore umozliwiaja coraz szersze
zastosowanie go w biotechnologii. Edytowanie genomu za pomoca nukleaz Cas9 i technologii
CRISPR umozliwito otrzymanie $win transgenicznych wykazujace kilka modyfikacji. Przyktadem
moze by¢ uzyskanie w 2015 roku §win z wylaczonym genem GGTAL, p4GaINT2 kodujacym
transferaze B4GalNT2 (z ang. B1,4-N-acetylogalactosaminylotransferase 2) oraz CMAH kodujacym
hydroksylaze (z ang. cytidine monophosphate-N-acetylneuraminic acid hydroxylase) (Estrada i in.
2015).

4. Podsumowanie

Rozwoj technologii inzynierii genetycznej umozliwiajacych otrzymywanie zwierzat
transgenicznych przyczynit si¢ do intensyfikacji badan w kierunku wykorzystania ich wynikéw.
Szczegolng uwage naukowcdw skupiajg mozliwe zastosowania biomedyczne produktéw powstatych
w wyniku transgenezy. W dobie precyzyjnych systemow modyfikujagcych genom wiele z nich ma
szans¢ na wprowadzenie do praktyki klinicznej.
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Zastosowanie zwierzat transgenicznych w celach ksenotransplantacyjnych staje si¢ coraz
bardziej realng alternatywa dla standardowych przeszczepdéw allogenicznych. Co wigcej stanowic
moze potencjalne rozwigzanie problemu niedoboru organdéw do transplantacji. Obecnie najwigkszym
wyzwaniem stato si¢ uzyskanie zwierzat z odpowiednimi wieloma modyfikacjami — osobnikéw
multitransgenicznych. Wiele badan przechodzi juz etap przedkliniczny z wykorzystaniem malp
naczelnych jako organizmé6w modelowych. Dzigki rozwojowi metod transgenezy mozliwe stato si¢
rozpoczgcie badan klinicznych ksenotransplantacji, a ich powodzenie moze stanowi¢ przetom
W nowoczesnej medycynie.

Prezentowana praca uzyskata wsparcie finansowe z Narodowego Centrum Badan i Rozwoju
(umowa nr INNOMED/I/17/NCBR/2014) ze srodkow Programu Operacyjnego Innowacyjna
Gospodarka w ramach Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego.
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Streszczenie

Przez wiele lat rozwoju medycyny nie rozwigzano problemu dotyczacego niedoboru
organéw do przeszczepow. W zwiazku z tym powstata koncepcja przeszczepiania komorek, tkanek
i narzadow od zwierzat, co okresla si¢ mianem ksenotransplantacji. Do tego celu wybrano $wini¢
domowa (Sus scrofa domestica) ze wzgledu na podobienstwo jej organéw do narzadow cztowieka.
Tym samym powstalo wyzwanie, ktore polega na zniwelowaniu réznic migdzygatunkowych
powodujacych odrzucenie ksenograftow przez uktad immunologiczny cztowieka. Jeden z rodzajow
takiego odrzucenia — odrzucenie komorkowe opiera sie o reakcje odporno$ciowe z udziatem
makrofagéw czlowieka, czyli komérek fagocytujacych. Szereg badan wykazat, ze reakcje t¢ mozna
zahamowa¢ poprzez wykorzystanie wlasciwosci biatka CD47 cztowieka. Owe biatko blonowe jest
ligandem receptora SIRPa (Sygnatlowe biatko regulatorowe alfa) wystepujacego na powierzchni
komorek makrofagéw. W momencie potaczenia si¢ CD47 cztowieka z SIRPa makrofagéw czlowieka
nastepuje zainicjowanie sygnatu hamujacego fagocytoze rozpoznanych w ten sposob komorek.
Niniejsza praca wyjasnia mechanizm tej inhibicji oraz wyjasnia mozliwo$¢ jego zastosowania
w ksenotransplantacjach.

1. Wstep

Problemem wspoélczesnej transplantologii jest przede wszystkim brak wystarczajacej ilosci
narzadow, tkanek i komodrek uzywanych do przeszczepow. Mimo coraz wigkszej wiedzy oraz
mozliwosci wykonywania przeszczepow, niedobor tych narzadéw sprawia, ze liczba pacjentow
oczekujacych na przeszczep ciagle wzrasta. Dlatego tez, aby rozwigza¢ ten problem, zaczeto
rozwaza¢ wykorzystanie zwierzat jako potencjalnych dawcow narzadow, tkanek i komorek dla ludzi.
Przeszczepy pomiedzy osobnikami nalezacymi do rdznych gatunkow nazywane sa
ksenotransplantacjami (Cooper i in. 2016).

Pojecie ksenotransplantacja pochodzi od greckiego Xenos oznaczajacego obcy, inny. U.S.
Public Health Service definiuje ja jako kazdy zabieg, polegajacy na transplantacji, implantacji lub
infuzji biorcy — cztowiekowi — komorek, tkanek lub organdéw odzwierzecych, réwniez ptynow
ustrojowych, tkanek, narzadéw lub ich fragmentéw oraz komoérek ludzkich, ktore miaty kontakt ex
Vivo z organami, tkankami lub komorkami zwierzgcymi (Cooper, Ekser i Tector 2015).

Zwierzegciem, ktore najlepiej spetnia kryteria przydatnosci do ksenotransplantacji jest $winia
domowa (Sus scrofa domestica). Swinie i ludzie maja narzady podobnej wielkosci mimo duzego
oddalenia filogenetycznego, a ich metabolizm wykazuje wiele podobienstw. Dobrym przyktadem
tego podobienstwa jest praca nerek (podobna osmomolarno$¢ moczu, filtracja w kigbkach nefronow
oraz ilo§¢ krwi przeptywajacej przez nerke). Jednak duza niezgodno$¢ immunologiczna zwigzana
z rdznicami, migdzy innymi w uktadach zgodnoéci tkankowej $wini (SLA, z ang. swine leukocyte
antigens) oraz cztowieka — HLA, uniemozliwia bezposrednie przeszczepy ksenogeniczne w ukladzie
$winia-czlowiek. Aby wyeliminowaé barier¢ immunologiczng stosowane sg rézne procedury
inzynierii genetycznej. Istnieje mozliwo$¢ transgenezy tych zwierzat, dzigki czemu mozna otrzymacé
osobniki, ktore beda wykazywaty cechy umozliwiajgce wykonywanie ksenoprzeszczepow. Ponadto
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w stosunkowo krotkim czasie mozna otrzymaé duzg ilo$¢ potomstwa - po 114 dniach cigzy az 6-12
potencjalnie transgenicznych osobnikoéw. Dodatkowa zaleta §win w tym kontekscie jest osigganie
dojrzato$ci pitciowej juz w wieku 7 miesigcy (Smorgg i in. 2011). Co wigcej — utrzymanie
i prowadzenie hodowli §win jest stosunkowo tatwe. Duza odleglos¢ filogenetyczna wpltywa na
zmniejszone ryzyko zakazen wirusowych, co jest kolejna zaleta wplywajaca na wybodr tego
zwierzecia  (Houdebine 2005). Ponadto istnicja male zastrzezenia etyczne zwigzane
z wykorzystaniem tych zwierzat w ksenotransplantacjach. Obecnie badacze skupiaja si¢ na uzyskaniu
transgenicznych $win, ktorych organy, tkanki i komorki po przeszczepie do organizmu cztowieka nie
wywotywatyby reakcji immunologicznej (Smorag i Stomski 2005).

2. Opis zagadnienia

Proces odrzucania ksenoprzeszczepu spowodowany jest odpowiedzia immunologiczng
wywotang reakcja ukladu odpornosci czlowiecka. Wyrdozniamy cztery rodzaje odrzucenia
przeszczepu: odrzucenie nadostre, ostre odrzucenie naczyniowe, ostre odrzucenie komorkowe oraz
odrzucenie przewleklte. Podziatu dokonano ze wzgledu na:

* rdznice w czasie, jaki prowadzi do niewydolnosci narzadu, ktory zostat przeszczepiony,
* roznice w mechanizmie powstawania,
» typowe cechy morfologiczne tkanek uwidocznionych na obrazach histopatologicznych

(Jasinski et al. 2006).

Odrzucanie nadostre — HAR (z ang. hyperacurate rejection) obserwowane jest w ciagu kilku
minut od wykonania przeszczepu i prowadzi do niewydolno$ci organu. Pojawiaja si¢ zmiany
w obrebie naczyn krwiono$nych, a dokladniej naczyn wlosowatych i niewielkich tetnic. Przyczyna
nadostrego odrzucenia jest aktywacja uktadu dopetniacza poprzez przeciwciata, ktore skierowane sa
przeciwko czasteczkom MHC oraz swoistym antygenom powierzchniowym §rodbtonka (Platt i in.
1991). W przypadku ksenoprzeszczepdéw od $wini wystgpienie tego typu odrzucenia przeszczepu
zwigzane jest z obecnoscig w krwioobiegu czlowieka przeciwciat przeciwko antygenowi Gal. Epitop
Gal wystepuje na powierzchni komoérek wszystkich zwierzat, z wyjatkiem czlowieka i innych
naczelnych. Jest on prezentowany na btonowych glikoproteinach oraz glikolipidach. Wigkszo$¢
przeciwcial, ktore biorg udzial w reakcji z przeszczepionym od §wini narzadem, skierowana jest
przeciwko epitopowi Gal. Stanowi to okoto 80% odpowiedzi immunologicznej (Fujimura et al. 2008).
Epitop Gal syntetyzowany jest przez enzym - al,3-galaktozylotransferaze, kodowany przez gen
GGTAL. Enzym - al,3-galaktozylotransferaza — katalizuje reakcje przeniesienia reszty galaktozy
z UDP-Gal (urydylodifosforanu) na glikolipidy i glikoproteiny blonowe poprzez wigzanie al-3
(Macher i Galili 2008).

Ostre odrzucenie naczyniowe lub wewnatrznaczyniowe (z ang. acute vascular rejection —
AVR lub w przypadku ksenotransplantow — z ang. delayed xenograft rejection — DXR) ma miejsce,
gdy opanowane zostanie odrzucenie nadostre. Zwane jest réwniez odrzucaniem humoralnym
zaleznym od przeciwcial. Odrzucenie to ma miejsce po uptywie kilku do kilkunastu godzin od
wykonania przeszczepu (Platt, Lin i McGregor 1998). W odroznieniu od odrzucenia HAR,
naczyniowe nie jest zwiagzane z uktadem dopetniacza i jest w petni zalezne od przeciwciat, komorek
NK (z ang. Natural Killer — naturalni zabdjcy) oraz makrofagéw. W przypadku ksenotransplantac;ji
w poczatkowym etapie nastgpuje zwigzanie si¢ przeciwcial anty-Gal obecnych w krwioobiegu
czlowieka z epitopem Gal wystgpujacym na powierzchni komoérek organu dawcy. Kompleks
przeciwcialo-antygen uruchamia kaskad¢ ostrego odrzucenia wewnatrznaczyniowego (Lin i in.
2000).

Kolejng odpowiedzia jest ostre odrzucenie komorkowe (ACR, z ang. acute cellular
rejection), ktore wystepuje po kilku dniach od przeprowadzenia procedury transplantacyjne;j. Jest ono
zalezne od makrofagdéw oraz limfocytow T, ktére charakteryzujg si¢ ekspresja markerow aktywacji
takich jak: CD8+ i CD4+ (Friedman i in. 1999).

Odrzucenie przewlekle (z ang. chronic rejection) nastepuje w okoto rok po wykonaniu
transplantacji i zwigzane jest z przewlekla niewydolnosécig organu lub tkanek pochodzacych od
dawcy. Ten typ wystepuje najczesciej w odpowiedzi na przeszczep allogeniczny. Spowodowany jest
zaréwno przez czynniki immunologiczne, jak i nieimmunologiczne (Hancock 1997).
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3. Przeglad literatury

W ostrym odrzuceniu naczyniowym oraz odrzuceniu komérkowym biora udziat makrofagi,
co stanowi duza przeszkode w ksenotransplantacjach. Makrofagi to jednojadrzaste komoérki zerne
odpowiadajace za fagocytoze komorek uznanych za obce, patogeniczne (Koyamada i in. 2005).
Stanowia one populacj¢ komorek w uktadzie immunologicznym, ktoéra wywodzi si¢ od prekursorow
— monocytéw 1 bierze udzial w procesach odpornosci wrodzonej i nabytej. Réznicowanie
makrofagéw zalezy od mikrosrodowiska, w ktérym znajdujg si¢ ich prekursory. Makrofagi prezentuja
na powierzchni czasteczki HLA klasy II oraz biatka regulujace aktywno$¢ limfocytow T i czg§ciowo
komorek dendrytycznych. Makrofagi odpowiadajg za utrzymywanie stanu homeostazy w tkankach
dzigki obecno$ci na ich powierzchni receptorow rozpoznajacych komorki apoptotyczne, bakterie
i inne komorki uznane za patogenne. W nastepstwie rozpoznania takich komorek sg one likwidowane
przez makrofagi na drodze fagocytozy. Po odréznicowaniu makrofagi krazag we krwi przez kilka
godzin do kilku lat w zaleznos$ci od odpowiedzi immunologicznej, w ktorej biora udziat (Wang i in.
2007; Martinez-Marin i in. 2017).

Wyrdznia si¢ dwie subpopulacje komorek makrofagéw: M1 oraz M2. Typ pierwszy
powstaje W wyniku aktywno$ci powierzchniowych receptoréw Toll-podobnych (TLR, a ang. Toll-
like receptors) w odpowiedzi na infekcje bakteryjne, a takze w wyniku oddziatywania interferonu y
oraz pod wptywem czynnika stymulujgcego tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (GM-
CSF, z ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor). Ponadto makrofagi typu M1 mogg
powsta¢ po oddziatywaniu z aktywing — wielofunkcyjnym czynnikiem wzrostu (TGF, z ang.
transforming growth factor), ktory ma rowniez wlasciwos$ci hamujgce réznicowanie makrofagow
w typ M2. Drugi typ powstaje w wyniku odpowiedzi na czynnik stymulujacy wzrost kolonii
makrofagéw (M-CSF, a ang. macrophage colony-stimulating factor). Wyrézniamy kilka podtypow
tej polaryzacji makrofagéw. Najbardziej powszechny podtyp to M2a, dla ktérego charakterystyczna
jest obecno$¢ antygenéw MHC-II na powierzchni komoérek oraz wydzielanie interleukiny IL-10.
Kolejnym podtypem jest M2b, ktory powstaje po stymulacji receptorow TLR monocytéw
specyficznymi ligandami. Makrofagi typu M2b charakteryzuja si¢ wydzielaniem IL-6, TNFa, 1L-1
i IL-10. Trzecim podtypem jest M2¢ powstajacy po oddziatywaniu z IL-10. Komorki te odpowiadaja
za wydzielanie 1L-10 (autosprzezenie) oraz TGFb. Réznorodno$é fenotypowa wsréd komorek
makrofagdéw jest powszechna. Przyktadowo makrofagi typu M2, ktére wywodzg si¢ z monocytow
krazacych we krwi posiadaja na powierzchni biatko CD206 i maja zdolno$¢ kierunkowania
limfocytow T CD4+ w limfocyty T regulacyjne (Treg). Takich wtasciwos$ci nie wykazuja makrofagi
powstate z monocytéw osiadtych, co wigcej nie posiadajg one na powierzchni swoich komoérek biatka
CD206 (Wang i in. 2007; Kope¢-Szlgzak 2014).

W celu ograniczenia odpowiedzi immunologicznej z udzialem makrofagow, ktéra moze
wystapi¢ u cztowieka po wykonaniu przeszczepu komorek, tkanek Iub organdow od $wini mozna
wykorzysta¢ wlasciwosci biatka SIRPa, ktore jest inhibitorem makrofagéw. SIRPa nalezy do rodziny
bialek  sygnalno-regulatorowych oraz nadrodziny immunoglobulin. Jest glikoproteing
transmembranowg o charakterze receptorowym. Sygnatowe biatko regulatorowe alfa - SIRPa (znane
réwniez jako CD172a) po raz pierwszy zidentyfikowano jako biatko btonowe obecne glownie na
makrofagach i komorkach mieloidalnych. Biatka te posiadaja domeny fosfataz SHP-1 i SHP-2,
poczatkowo nazywano je réwniez SHPS-1. SIRPa zawiera rdéwniez trzy domeny Ig-podobne,
pojedynczy region transbtonowy i region cytoplazmatyczny, ktéry zawiera cztery reszty tyrozyny
z tyrozynowymi, immunoreceprorowymi motywami hamujgcymi (ITIM), strukture, ktora odpowiada
za funkcje regulatorowe biatka SIRPa jako receptora hamujacego (Barclay i Van den Berg 2014).

Ligand dla biatka SIRPo zidentyfikowano jako CDA47 niezaleznie u myszy, cztowieka
i szczura. Ligand ten byt rowniez znany jako biatko zwigzane z integryna (IAP), poniewaz jest
zwiazany z integrynami, takimi jak avB3. Wysoka ekspresj¢ antygenu CD47 mozna zaobserwowaé
w komorkach nowotworowych, w ktorych to po raz pierwszy zostat zidentyfikowany. Molekularnie
sktada si¢ z pigciu regionéw transblonowych i jednej domeny Ig-podobnej, ktéra odpowiada za
oddziatywanie z receptorem SIRPa. Oddzialywanie ligandu CD47 z receptorem SIRPa makrofagow
odgrywa role w kontrolowaniu procesu fagocytozy. Obecnos¢ CD47 cztowieka na powierzchni
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komorek pelni funkcje inhibitora fagocytozy i prowadzi do powstania sygnatu, dzigki ktéremu
komorka posiadajaca ten ligand rozpoznawana jest przez makrofagi jako bezpieczna. Potwierdzaja to
badania na myszach, w trakcie ktorych transfuzowano erytrocyty, u ktérych CD47 czlowieka
wystepowal na powierzchni komoérek. Po kilku godzinach wykazano, ze erytrocyty te zostaty usunigte
z krwioobiegu myszy. Natomiast w przypadku erytrocytéw cztowieka nieposiadajagcych CD47 na
powierzchni okazato si¢, ze przetrwaly w organizmie myszy przez 60-80 dni. Tak wigc mozna
whnioskowac¢, ze komorki dawey bgda podatne na fagocytoze przez makrofagi biorcy w przeszczepach
ksenogenicznych, je$li na powierzchni komoérek dawcy nie bedzie obecny CD47 biorcy i nie dojdzie
do interakcji tego ligandu z makrofagowym receptorem SIRPa (Wang i in. 2007; Barclay i Van den
Berg 2014).

Aby zapobiec tej fagocytozie, biatko SIRPa cztowieka musi potaczy¢ si¢ z ligandem — CD47
czlowieka. Oddziatywanie CD47 z biatkiem SIRPa zapoczatkowaloby Sygnat inhibicji, ktory
zapobiegalby aktywacji makrofagdéw. Niezgodnosci migdzygatunkowe prowadza do zaburzenia
petniej funkcjonalnosci CD47 $wini w organizmie czlowieka, co skutkuje fagocytoza komorek
ksenoprzeszczepu. Wprowadzenie genu kodujacego antygen powierzchniowy CD47 czlowieka do
genomu §wini moze rozwigza¢ ten problem. Przeprowadzono badania in vitro, ktore sugeruja, ze
potencjalna niekompatybilnos¢ miedzy swinskim CD47, a ludzkim SIRPa moze stanowi¢ bariere dla
ksenotransplantacji uktadzie $winia - czlowiek. Podczas do§wiadczen, myszy byly biorcami
erytrocytow i komoérek limfoblastoidalnych $wini. Wykazano, ze SIRPa obecny na makrofagach
myszy nie rozpoznaje CD47 $wini obecnego na powierzchni przeszczepionych komorek skutkujac
ich fagocytoza. Inng sytuacje otrzymano wprowadzajac gen kodujacy CD47 myszy do genomu $wini.
Tak zmodyfikowane komorki po przeszczepie do myszy nie ulegaty fagocytozie. Zgodnie z tymi
obserwacjami mozna wywnioskowaé, ze ekspresja CD47 czlowicka w komoérkach $wini moze
zahamowa¢ odrzucenie ksenoprzeszczepu z udzialem makrofagéw w organizmie cztowieka (Tena
i in. 2014; Ide i in. 2007).

Biorac pod uwagg ograniczong zgodnos¢ w sekwencjach aminokwasowych miedzy CD47
$wini i czlowieka, ktora wynosi 73% postawiono hipotezg, ze niezgodno$¢ migdzygatunkowa
w sekwencji CD47 moze przyczyni¢ si¢ do odrzucenia komoérek ksenogenicznych przez makrofagi.
Istnieja badania in vitro, w ktorych wykazano, ze CD47 $wini nie indukuje fosforylacji tyrozyny
w biatku SIRPa cztowieka pochodzacym z linii komorkowej makrofagow cztowieka. Ponadto,
wykazano, ze ekspresja CD47 czlowicka w komorkach $wini radykalnie zmniejsza podatno$é
komorek $wini na fagocytoze przez makrofagi cztowieka. Wyniki te wskazuja na to, ze niezgodnosé
migdzygatunkowa w obrebie CD47 istotnie przyczynia si¢ do odrzucenia komorek ksenogenicznych
przez makrofagi cztowieka. Wprowadzenie CD47 cztowieka do genomu $wini i jego ogdlnoustrojowa
ekspresja moglaby zapewni¢ wlasciwe dziatanie sygnalne wystepujace po potaczeniu si¢ obecnego
wtedy na powierzchni komoérek §wini CD47 cztowieka z SIRPa makrofagow cztowieka. To podejscie
zapewnitoby wyeliminowanie problemu odrzucenia przeszczepu ksenogenicznego za posrednictwem
makrofagow (Ide i in. 2007; Koyamada i in. 2005).

4. Podsumowanie

Postepujace badania w zakresie ksenotransplantacji przyblizaja naukowcéw do otrzymania
zwierzat zmodyfikowanych uzytecznych w przeszczepach w uktadzie §winia —cztowiek. W zwigzku
z ciagle narastajacym problemem niedoboru narzadow do przeszczepdéw coraz wigksze nadzieje
pokladane sa w tych badaniach. Dla sukcesu rownie wazne jest zrozumienie wszystkich
mechanizméw odpowiadajacych za odpowiedz immunologiczna czlowieka na ksenoprzeszczep.
Jednym z nich jest inhibicja reakcji odpornosciowej z udziatem makrofagéw cztowieka za pomoca
biatka CD47 cztowieka. Z przeprowadzonych przez rozne osrodki badan dotyczacych inhibicji
makrofagéw wynika, ze otrzymanie §win transgenicznych wykazujacych ekspresje genu CD47
czlowieka umozliwiloby wyeliminowanie problemu odrzucenia komoérkowego z udzialem
makrofagéw w odpowiedzi na ksenoprzeszczep.
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Streszczenie

Wzrost guza nowotworowego uzalezniony jest od dostarczania odpowiedniej ilosci tlenu
i substancji odzywczych do zwickszajacej si¢ masy komérek. Wymaga to rozbudowy istniejacej sieci
naczyn krwionos$nych w obrebie guza w procesie okreslanym mianem angiogenezy. Inicjacja procesu
angiogenezy zapoczatkowana przez sygnaly wysylane przez komorki nowotworowe powoduje
wzmozong proliferacje i migracje komoérek srodbtonka (endotelialnych) i doprowadza do budowy
sieci naczyn podporzadkowanych potrzebom nowotworu. Za jeden ze sposobow interakcji komorek
nowotworowych z komoérkami endotelialnymi uznaje sie¢ mikropecherzyki blonowe (egzosomy
i ektosomy) uwalniane przez komorki nowotworowe do przestrzeni pozakomorkowej.
Mikropgcherzyki blonowe to niewielkie, otoczone fosfolipidowa btong koliste struktury, zdolne do
przenoszenia bioaktywnych czasteczek — biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych, pomiedzy
dowolnymi niesgsiadujagcymi komoérkami organizmu. Liczne badania potwierdzity, ze ektosomy
(populacja mikropecherzykéw o $rednicy w zakresie 100-1000 nm) mogg posredniczyé
w horyzontalnym transferze czynnikéw promujacych angiogeneze lub zwigzkow indukujacych ich
nadekspresje w komorkach endotelialnych. Towarzyszace temu zaburzenia w rOwnowadze pomiedzy
czynnikami pro- i antyangiogennymi stymulujg proces angiogenezy, przyspieszajac tym samym nie
tylko wzrost guza, ale réwniez wchodzenie komoérek nowotworowych do $wiatla naczyn
krwiono$nych (intrawazacj¢) i tworzenie przerzutow.

1. Wstep

W trakcie progresji nowotworu zwigkszaniu objetosci guza towarzyszy zwykle rozbudowa
sieci naczyn krwiono$nych w obrebie zmienionej chorobowo tkanki, co okreslane jest mianem
neoangiogenezy. Dzigki temu mozliwe jest dostarczenie szeregu substancji niezbednych do przezycia
komoérek nowotworowych, a ponadto powstata nowa sie¢ naczyn umozliwia ich rozprzestrzenianie
si¢ po organizmie. Inicjacja procesu angiogenezy jest zwigzana z aktywacja szeregu Sciezek
sygnatowych w komoérkach nowotworowych, co prowadzi do wzmozonej proliferacji i migracji
komorek wyscielajacych $wiatto naczyn tj. komodrek s$rodbtonka (endotelialnych) Iub ich
prekursorow.

Jednym z mechanizméw pozwalajacych na komunikacj¢ pomigdzy komorkami
nowotworowymi a komorkami endotelialnymi jest uwalnianie przez komorki nowotworowe tak
zwanych mikropecherzykéw btonowych do przestrzeni pozakomérkowej. Mikropecherzyki btonowe
Sa to niewielkie, otoczone fosfolipidowa btong koliste struktury, zdolne do przenoszenia
bioaktywnych czasteczek — biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych (mMRNA, miRNA, DNA),
pomigdzy dowolnymi, niesasiadujacymi komorkami organizmu. Przekazanie wybranych sygnatow
przez mikropgcherzyki moze opiera¢ si¢ na interakcjach ligand-receptor, na fuzji mikropgcherzyka
z blong komorki docelowej lub jego endocytozie (Raposo i in. 2013; Minciacchi i in. 2015). Bez
wzgledu na mechanizm, mikropecherzyki btonowe moga modulowa¢ istotne procesy biologiczne
w komorkach nowotworowych, a takze w komorkach endotelialnych, zar6wno poprzez transfer
szeregu czynnikbw o charakterze proangiogennym, jak 1 wywolujac istotne zmiany
w mikrosrodowisku guza (Webber i in. 2015).
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Wsrod mikropecherzykdéw blonowych wyrdznia si¢ egzosomy, ektosomy oraz ciatka
apoptotyczne. Ich powstawanie zwigzane jest w tworzeniem uwypuklen w zewngtrznej blonie
komorkowej (ektosomy) lub w blonach przedziatéw endosomalnych (egzosomy), a w przypadku
cialek apoptotycznych — z otoczeniem blong komodrkowg catych fragmentéw cytoplazmy,
zawierajacych resztki chromatyny i funkcjonalne organella. Poza mechanizmem powstawania,
gléwnym kryterium pozwalajacym na klasyfikacje poszczegodlnych typdw pecherzykow jest ich
wielko§¢. Srednica najmniejszych pecherzykow, egzosomoéw, waha si¢ w zakresie 30-100 nm.
Bardziej heterogenng populacje stanowia ektosomy (0,1-1 pm), natomiast $rednica najwigkszych
ciatek apoptotycznych moze wynosi¢ nawet 5 um (Raposo i in. 2013).

Przewazajaca liczba oryginalnych prac opisuje wptyw jaki wywieraja egzosomy na komorki
endotelialne i sam proces neoangiogenezy, natomiast wiedza na temat udziatu ektosoméw jest
stosunkowo niewielka. W ponizszym rozdziale przedstawiono wyniki badan potwierdzajace, ze
rowniez ta populacja mikropecherzykow odgrywa istotng role w procesie neoangiogenezy
towarzyszacym progresji nowotworu.

2. Opis zagadnienia

Nowe naczynia krwiono$nie w organizmie czlowieka powstaja w przebiegu trzech
procesow: waskulogenezy, angiogenezy i arteriogenezy. Fizjologiczny proces waskulogenezy
cechuje udzial komoérek macierzystych. W procesie waskulogenezy nowe naczynia krwiono$ne
powstaja przy udziale prekursorowych komoérek srodbtonka (EPCs, ang. endothelial progenitur cells),
wytwarzanych glownie w szpiku kostnym. Zaktywowane EPCs dostaja si¢ do krwi obwodowej
i wbudowujg w struktury powstajacych naczyn. Proces waskulogenezy zachodzi gtéwnie podczas
rozwoju embrionalnego, ale rowniez postnatalnie (np. podczas gojenia ran czy dojrzewania oocytow
w jajniku), doprowadzajac do wytworzenia w rozwijajacym si¢ organizmie podstawowego uktadu
naczyniowego. Angiogeneza, inaczej neowaskularyzacja lub naczyniotworzenie, to proces tworzenia
nowych naczyn krwionoénych z naczyn juz istniejacych, regulowany czynnikami pro-
i antyangiogennymi. Arteriogeneza polega na powstawaniu duzych, dojrzatych naczyn krwiono$nych
(zyt i tetnic) w wyniku przeksztatcen istniejacych juz naczyn kapilarnych, poprzez powigkszanie ich
$wiatla i pogrubianie $cian. Arteriogeneza wystepuje najczesciej w przypadku rozwijajacej si¢ okluz;ji
(zamkniecia §wiatta) wigkszych naczyn, umozliwiajac wytworzenie krazenia obocznego (Jarosz i in.
2012).

Angiogeneza jest bardzo szerokim pojeciem, ktore obejmuje zar6wno stany
fizjologiczne, jak i patologiczne. W aspekcie fizjologicznym angiogeneza jest procesem niezbednym
do prawidtowego rozwoju, wzrostu i dojrzewania organizmu. U os6b dorostych wystepuje relatywnie
rzadko, m.in. w trakcie wzrostu endometrium podczas cyklu menstruacyjnego kobiety oraz
w procesie budowy tozyska u kobiet ciezarnych, a takze podczas gojenia si¢ ran i przywracania
przeptywu krwi w tkankach po urazach (D’ Alessio i in. 2015). Proces naczyniotworzenia w zdrowym
organizmie znajduje si¢ pod Scista kontrola czynnikow pro- oraz antyangiogennych (czynnikow
wzrostu, chemokin, bialek adhezyjnych, angiopoetyn) bedacych w rownowadze. Ponadto,
fizjologiczny proces angiogenezy, obok obecno$ci czynnikéw proangiogennych, wymaga takze
odpowiedniej liczby receptorow oraz obecnosci inhibitorow naczyniotworzenia bedacych w niskiej
koncentracji.

Angiogeneza stanowi rowniez element patogenezy wielu schorzen. Odgrywa
istotng role w rozwoju takich chorob jak reumatoidalne zapalenie stawow, tuszczyca, zapalenie btony
Sluzowej zotadka, nieswoiste zapalenie jelit, choroba niedokrwienna mig$nia sercowego, miazdzyca,
endometrioza, retinopatia oraz cukrzyca. Tworzenie nowych naczyn krwiono$nych jest rowniez
niezb¢dne do wzrostu guza w przebiegu choréb nowotworowych (D’Alessio i in. 2015). Proces
angiogenezy moze by¢ inicjowany, gdy guz ma zaledwie kilkadziesigt komorek, a pierwsze naczynia
powstaja, gdy sklada si¢ on z kilkuset komorek. Dzigki licznym badaniom prowadzonym zaréwno
w warunkach in vitro, jak i in vivo, mozliwe byto opisanie przebiegu angiogenezy i jego podziatu na
5 zasadniczych etapéw (Ryc. 1) (Zielonka i in. 2003):

1. Zwiotczenie $ciany istniejacego naczynia i aktywacja komorek endotelialnych — komorki

srodbtonka aktywowane sg przez wiele czynnikdéw fizycznych oraz humoralnych, takich

115|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

jak hipoglikemia (zbyt niskie stezenie glukozy we krwi), hipoksja (niedotlenienie tkanki),
stan zapalny czy proangiogenne czynniki wzrostu, np. czynnik wzrostu $rodbtonka
naczyniowego (VEGF, ang. vascular endothelial growth factor) i czynnik wzrostu
fibroblastéw (FGF, ang. fibroblast growth factor).

2. Degradacja btony podstawnej i macierzy pozakomorkowej — zachodzi w wyniku aktywacji
enzymoéw proteolitycznych — metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej (ang.
MMPs, matrix metalloproteinases).

3. Migracja i proliferacja komorek endotelialnych — w wyniku proteolizy macierzy
zewnatrzkomorkowej powstaja produkty o dzialaniu chemotaktycznym ukierunkowujace
migracj¢ komorek $rodbtonka, w ktorej posrednicza czasteczki adhezyjne (integryny, E-
selektyna), umozliwiajace wigzanie do specyficznych skladnikow macierzy
zewnatrzkomorkowej (np. fibronektyny, lamininy); rownoczesna proliferacja komorek
endotelialnych prowadzi do wytworzenia $ciany nowopowstajacego naczynia
krwiono$nego.

4. Tworzenie rurkowatych struktur nowego naczynia — dochodzi do wytworzenia $wiatta
naczyn krwiono$nych (tworzg si¢ ciagte, wydtuzone, rurkowate struktury).

5. Otoczenie naczynia przez komdrki mezenchymalne — komorki $rodbtonka dojrzewaja,
wytwarza si¢ blona podstawna oraz wbudowywane sg perycyty, ktorych zadaniem jest
stabilizacja nowopowstatych naczyn.

Rozklad blony podstawnej

Aktywacja komorek endote- X
(przez metaloproteinazy),

lialnych przez czynnik pro- : ARG
angiogenny np. VEGF czy pr-ollfelfac_]a i ulflerunkowana
FGF, i utworzenie gradientu ' migracja kOmorek endote-
chemoatraktanta lialnych w kierunku stymu-

lanta

' ' komorka endotelialna

(> 4

QI I

a a peryeyt czynnik

proangiogenny

QOdtworzenie blony podstaw-
nej przez perycyty, stabiliza- | g
cja i dojrzewanie naczynia

Utworzenie Swiatla nowego
naczynia

Rys. 1. Sekwencyjny charakter procesu angiogenezy.

Nowopowstate naczynia w obrgbie guza nowotworowego réznig si¢ strukturg
1 wlasciwosciami od prawidlowych naczyn w podstawowym uktadzie krwiono$nym organizmu.
Komérki endotelialne maja zmienny i nieregularny ksztalt, zréznicowany rozmiar, posiadaja
nieszczelng btong podstawng oraz szerokie potgczenia miedzykomoérkowe. A sama sie¢ naczyniowa
guza cechuje si¢ wysoka nieregularno$cig, niepetnym zréznicowaniem tetniczo-zylnym i niska
predkoscia przeptywu krwi. Dodatkowo, ze wzgledu na obecnos¢ licznych pordéw przepuszczalnosé
naczyn krwiono$nych w obrebie guza jest wyzsza niz w prawidtowych tkankach, co sprzyja
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procesowi wykrzepiania (naczynia sg przepuszczalne dla plazminogenu, fibrynogenu i ptytek krwi)
oraz intrawazacji (wejsciu) komoérek nowotworowych do $wiatta naczynia, co z kolei umozliwia
powstawanie guzow wtoérnych (Jarosz i in. 2012).

Dotychczasowe badania nad przebiegiem i molekularnymi mechanizmami angiogenezy
pozwolily zidentyfikowaé typy komorek, rodzaje czasteczek i inne czynniki modulujace ten proces.
Jednym z nowych kierunkéw badan dotyczacych angiogenezy jest analiza proangiogennego wptywu
mikropecherzykow btonowych. Uwolnione do przestrzeni zewnatrzkomorkowej mikropgcherzyki
stanowig integralny element homeostazy i obok oddziatywan auto-, para- oraz endokrynnych, petnia
istotng role w komunikacji miedzykomoérkowej. Transportowane przez nie bioaktywne czasteczki
umozliwiajg stymulacje¢ réznych szlakéw sygnalizacyjnych w komorce docelowej, regulacje jej
metabolizmu, a takze kontrole ekspresji genow i syntezy biatek. Istotne zmiany w ilo$ci badz
molekularnym skladzie uwalnianych mikropgcherzykow zaobserwowano w  wielu stanach
chorobowych, co wskazuje na ich diagnostyczny i terapeutyczny potencjat. W przypadku procesu
karcynogenezy, mikropecherzyki przyczyniaja si¢ do licznych zmian w mikro$rodowisku guza
i moduluja odpowiedz immunologiczng organizmu. Moga zwicksza¢ inwazyjno$¢ i migracje
komorek nowotworowych, a takze sprzyja¢ angiogenezie i tworzeniu przerzutéw (Anzi i in. 2013;
Surman i in. 2017).

Ektosomy to populacja mikropgcherzykéw o $rednicy w zakresie 100-1000 nm, ktore
powstaja najczeSciej w obszarach btony zawierajacych duze ilo$ci cholesterolu tzw. tratwach
lipidowych. Do typowych biatek przenoszonych przez ektosomy zalicza si¢ m.in. flotiling-1, czynnik
tkankowy (TF, ang. tissue factor), integryny (gtownie z podjednostka B1), metaloproteinazy,
chemokiny takie jak interleukina 1B, oraz czynniki wzrostu (epidermalny, $réodblonka naczyn
i fibroblastoéw). Powstawanie ektosomow jest zwigzane ze zmianami w symetrii dwuwarstwy
lipidowej tworzacej zewngtrzng btong komoérkowsa. W wyniku dziatania mechanizmu zaleznego od
ATP fosfatydyloseryna (PS) i fosfatydyloetanoloamina (PE) ulegaja translokacji do zewnetrzng
warstwe btony komdrkowej. Za translokacje lipidoéw w obrebie btony odpowiadaja zalezne od jonéw
wapnia enzymy — flipaza, flopaza i skramblaza, a zwigkszone stezenie wapnia w cytozolu powoduje
zmiany w aktywnos$ci wymienionych enzyméw. Aktywacja flopazy i skramblazy umozliwia
eksternalizacje fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanolaminy, podczas gdy inaktywacja flipazy
uniemozliwia ich powrotng translokacja do wewn¢trznej warstwy lipidowej. Utrata asymetrii btony
W polgczeniu z jednoczesng reorganizacja cytoszkieletu (przy udziale gelsoliny i kalpainy),
umozliwia formowanie i uwalnianie dojrzatych ektosomow do przestrzeni pozakomoérkowej
(Wojtowicz i in. 2014).

3. Przeglad literatury

Na przestrzeni lat zidentyfikowano wiele roznych czynnikoéw bioracych udziat w stymulacji
procesu angiogenezy. Do najwazniejszych nalezg czynniki wzrostu: VEGF, FGF i ptytkopochodny
czynnik wzrostu (PDGF, ang. platelet-derived growth factor), angiopoetyny 1 i 2, interleukiny 6 i 8,
angiogenina, czynnik martwicy nowotworow (TNF, ang. tumor necrosis factor) oraz transformujacy
czynnik wzrostu (TGF, ang. transforming growth factor). W stymulacji angiogenezy biorg réwniez
udzial enzymy — gltownie metaloproteinazy macierzy migdzykomoérkowej oraz biatka adhezyjne
nalezace do rodziny integryny. Wsréd czynnikow hamujacych proces angiogenezy wymienia si¢
m.in. inhibitor wzrostu komoérek $rodbtonka (VEGI, ang. vascular endothelial growth inhibitor),
interferony o, B oraz vy, endostatyne, angiostatyng, wazostatyng, trombospondynel oraz tkankowe
inhibitory metaloproteinaz (Jarosz i in. 2012).

Czynniki stymulujace 1 hamujace proces angiogenezy nNOwWOtworowej moga by¢
produkowane zar6wno przez komorki nowotworowe, jak i prawidtowe komorki gospodarza, a sa one
przekazywane na drodze oddziatywan auto-, para- i endokrynnych. Liczne badania potwierdzity, ze
réwniez ektosomy moga posredniczy¢ w horyzontalnym transferze wielu z wyzej wymienionych
czynnikdOw o charakterze proangiogennym lub wywotywaé ich nadekspresj¢ w komodrkach
endotelialnych. Taraboletti i in.(2006) wykazali, ze ektosomy wyizolowane z dwoch linii
komoérkowych raka jajnika (CABA1, A2780) zawieraty znaczne ilosci VEGF oraz metaloproteinaz
(MMP-2, MMP-9), ktéore sa odpowiedzialne =za degradacje sktadnikow macierzy
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zewnatrzkomorkowej. Dziataniu tych trzech czynnikow bylo odpowiedzialne za zwiekszong
ruchliwos$¢ 1 inwazyjnos¢ komodrek endotelialnych w obrebie sztucznej blony podstawnej Matrigel
(Taraboletti i in. 2006). W innych badaniach komorki $rédblonka wyizolowane z zyly pgpowinowej
(HUVEC, ang. human umbilical vein endothelial cells) wykazywaty zwigkszong ekspresj¢ VEGF po
inkubacji z ektosomami uwalnianymi przez komorki raka kolczystokomoérkowego skory (A431)
i raka gruczolowego pluc (A549), ktore to przenosily onkogenng forme epidermalnego czynnika
wzrostu (EGFRVIII, ang. epidermal growth factor variant 111) (Al-Nedawi in. 2009). Proangiogenny
fenotyp komoérek HUVEC ujawniat si¢ rowniez po inkubacji z ektosomami izolowanymi z hodowli
dwoch linii komoérkowych raka jajnika (OVCAR3, SKOV3). Mikropecherzyki przenoszace
aktywator metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej (EMMPRIN, ang. extracellular matrix
metalloproteinase inducer) stymulowaty proliferacj¢, inwazyjno$¢ i ekspresjc MMP-2 i MMP-9
w komorkach endotelialnych (Millimaggi i in. 2007). Za kolejny proangiogenny czynnik, ktorego
ekspresja moze wzrastat pod wplywem mikropecherzykow, uznaje si¢ interleuking 6 (IL-6).
Ektosomy izolowane z hodowli komoérek szpiczaka mnogiego stymulowaty ekspresje IL-6 i VEGF
w endotelialnej linii EA.hy926, czego efektem byla wzmozona proliferacja i inwazyjnos$¢ tych
komorek (Liu i in. 2014).

Kluczowa role mikropecherzykéw w procesie angiogenezy potwierdzily rowniez badania na
modelu zwierzgcym. Munster i in. (2014) wyizolowali ektosomy uwalniane przez komorki raka piersi
(linia EMT/6) przed i po ekspozycji na przeciwciata anty-VEGF. Zgodnie z oczekiwaniami u myszy,
ktorym zaaplikowano ektosomy uwolnione przez komoérki przed inkubacja ze wspomnianymi
przeciwcialami, zaobserwowano zwigkszong mobilizacj¢ komorek endotelialnych i wigksza gegstosé
naczyn krwiono$nych w obrgbie guza nowotworowego (Munster i in. 2014).

Znacznie mniej wiadomo o proangiogennym wplywie lipidow transportowanych za
posrednictwem ektosomoéw. Kim i in.(2002) zademonstrowali, ze sfingomielina przenoszona przez
ektosomy izolowane z hodowli komoérek migsaka (HT1080) odpowiadata za zwickszona migracje
komorek endotelialnych i tworzenie naczyniopodobnych struktur na btonie Matrigel. Poréwnywalny
efekt zaobserwowano w przypadku inkubacji komorek endotelialnych z ekstraktami lipidow
btonowych i oczyszczong sfingomieling, a wyniki eksperymentu potwierdzita kontrola z uzyciem
sfingomielinazy tj. enzymu rozktadajacego sfingomieling (Kim i in. 2002).

Poza czynnikami wzrostu, metaloproteinazami, cytokinami i lipidami, proangiogenny efekt
moga wykazywac rowniez transportowane za posrednictwem mikropgcherzykow czasteczki miRNA.
Transfer miRNA z komérek nowotworowych do komorek endotelialnych moze wptywac na ekspresje
genow dla wielu czynnikoéw o dziataniu anty- lub proangiogennym. Czasteczka miR-29a/c obecna
w ektosomach uwalnianych przez komorki raka zotadka hamowata translacjc mRNA dla VEGF
w kilku liniach endotelialnych hodowanych w warunkach in vitro. Dodatkowo w mysim modelu raka
zotadka podanie ektosoméw przenoszacych miR-29a/c dootrzewnowo skutkowato ograniczeniem
rozwoju sieci naczyniowej guzow (Zhang i in. 2016). W przypadku ektosomdéw uwalnianych przez
komorki raka okrgznicy, miR-1246 i TGF-B stymulowaly proangiogenny fenotyp komorek linii
HUVEC poprzez aktywacje $ciezki sygnatowej Smad 1/5/8 (Yamada i in. 2014).

4. Podsumowanie i wnioski

Krytycznym etapem w progresji choroby nowotworowej jest wchodzenia komorek
nowotworowych do §wiatla naczyn krwiono$nych, co umozliwia tworzenia przerzutow.
Zahamowanie rozwoju choroby na tym etapie znaczaco poprawiloby rokowania pacjentow, a zatem
terapie antyangiogenne prowadzace do zmniejszenia badz catkowitej regresji SieCi naczyn
krwionosénych w obrgbie guza budza wielkie nadzieje. Zahamowanie transportu sktadnikow
odzywczych i tlenu do komorek nowotworowych zaburza zachodzace w nich procesy biologiczne,
hamuje wzrost oraz ogranicza powstawanie przerzutow. Antyangiogenne strategie o charakterze
bezposrednim angazuja inhibitory migracji i proliferacji komoérek endotelialnych. Wykorzystywane
leki indukuja apoptozg (programowa $mier¢) komodrek endotelialnych, uniemozliwiajac tworzenie
nowych naczyn krwiono$nych badz niszczac struktury naczyn juz istniejgcych. W terapiach
o charakterze posrednim stosowane sg inhibitory czynnikéw proangiogennych oraz ich receptorow
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w komorkach nowotworowych oraz $rodbtonku nowopowstajacych naczyn (Kubota 2012; Jarosz
iin. 2012).

Identyfikacja kolejnych czynnikow proangiogennych w ektosomach umozliwi doktadniejsze
poznanie mechanizmow regulujacych proces patologicznej angiogenezy. Precyzyjne okreslenie roli
ektosoméw pochodzenia nowotworowego w interakcjach komoérek nowotworowych i komodrek
endotelialnych moze przyczyni¢ si¢ do opracowania pierwszych potencjalnych antyangiogennych
terapii skierowanych przeciwko tej populacji mikropgcherzykow w celu ich pozZniejszego
wykorzystania w leczeniu réznych typdw nowotworow.

Finansowanie: Powstanie niniejszej pracy zostalo sfinansowane ze $rodkéw Fundacji
Studentéw i Absolwentow UJ , Bratniak” oraz Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
(K/DCS/004659).
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Streszczenie

Przytaczanie reszt cukrowych do tancuchéw polipeptydowych (glikozylacja) jest jedna
z najczestszych i najbardziej ztozonych potranslacyjnych modyfikacji biatek. Glikozylacja odgrywa
kluczowa rol¢ w szerokim spektrum proceséw biologicznych, poczawszy od adhezji komoérek do
macierzy zewnatrzkomorkowej do interakcji biatko-ligand. Zmiany w profilu glikozylacji biatek sa
cecha towarzyszaca wielu stanom patologicznym, w tym chorobom nowotworowym. Niektore
glikoproteiny i proteoglikany moga ulega¢ inkorporacji do mikropecherzykéw blonowych —
niewielkich, otoczonych fosfolipidowa blong kolistych struktur, uwalnianych do przestrzeni
mi¢dzykomorkowej przez wigkszo$¢ komorek ludzkiego organizmu. Wyniki ostatnich badan
jednoznacznie wskazuja, ze mikropecherzyki btonowe sg nosnikami szeregu biatek zwigzanych ze
specyficznymi strukturami cukrowymi, niewiele natomiast wiadomo o biologicznym znaczeniu ich
glikozylacji. W ponizszym rozdziale scharakteryzowano przebieg procesu glikozylacji oraz
podsumowano  wyniki badan  dotyczacych  wptywu glikozylacji  biatek  obecnych
w mikropecherzykach btonowych na proces ich sortowania, oddziatywanie mikropecherzykow
z komorkami docelowymi oraz potencjat diagnostyczny tych struktur cukrowych.

1. Wstep

Cukry stanowig jedng z najwigkszych grup zwigzkdéw organicznych wystepujacych
W organizmach zywych, u ktorych to petnig kluczowa role w wigkszo$ci procesow zyciowych, bedac
czyms$ wigcej niz tylko glownym materialem budulcowym i energetycznym. Wchodza one réwniez
w sktad glikoniugatoéw — makroczasteczek zawierajacych w swej strukturze co najmniej jeden tancuch
cukrowy (glikan) przytaczony kowalencyjnie do polipeptydow (w glikoproteinach i proteoglikanach),
lub do lipidéw (w glikolipidach).

Wszystkie glikokoniugaty sa produktem procesu glikozylacji, czyli enzymatycznego
przytaczania glikanow do biatek i lipidow. W przypadku biatek, glikozylacja jest ich najczestsza
potranslacyjng modydyfikacja, w wyniku ktérej réznorodne struktury cukrowe zostajg przylaczone
do nawet 50% nowopowstajgcych tancuchéw polipeptydowych. Obecno$é¢ reszt cukrowych na
powierzchni biatka zmienia jego wilasciwosci fizyczne, w tym jego wielkos¢, konformacje,
rozpuszczalno$é i tadunek elektryczny. Pod wzgledem biologicznym, glikozylowane biatka moga
natomiast r6zni¢ si¢ poziomem sekrecji, stopniem sfaldowania czy immunogennoscia, a w niektorych
przypadkach glikozylacja powoduje, Ze pelnig one bardzo specyficzne funkcje. Na przyktad hormony
ssakow, bedace glikoproteinami (np. gonadotropiny) wystepuja najczegsciej w formie dimerycznej
i to wlasnie glikany sg odpowiedzialne za potaczenie dwdch czasteczek (monomeréw), a ponadto
zapewniaja one oporno$¢ tych hormonoéw na proteolize. Glikozylacja odgrywa rowniez istotng rolg
we wzajemnym rozpoznawania si¢ komorek (np. w trakcie tworzenia przerzutow nowotworowych)
oraz procesie zaplodnienia, ktory to w pewnym stopniu zalezny jest od wigzania si¢ tancuchow
cukrowych znajdujacych si¢ na powierzchni oocytu i plemnika (Ohtsubo i in. 2006).

Addycja okreslonych glikanow determinuje rowniez lokalizacj¢ nowopowstajacych
biatek w komorkach eukariotycznych. Wiekszo$¢ glikoprotein to biatka transbtonowe (ich czgs$é
cukrowa jest eksponowana na zewnatrz komorki), a tylko niewiele z nich (glownie biatka
o aktywno$ci enzymatycznej) jest na stale zlokalizowanych w cytoplazmie. Niektore z przytaczonych
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glikanéw moga shuzy¢ jako markery decydujgce o sortowaniu glikoproteiny do poszczegdlnych
kompartmentow komoérkowych lub o ich sekrecji na zewnatrz. W kontekécie réznych mechanizmow
sekrecji, wybrane glikoproteiny 1 proteoglikany moga m.in. ulega¢ inkorporacji do
mikropecherzykéw btonowych. Sa to niewielkie, otoczone fosfolipidowa btong koliste struktury,
uwalniane przez wigkszo$¢ komorek ludzkiego organizmu do przestrzeni miedzykomorkowej, skad
dostaja si¢ do wickszosci ptyndw ustrojowych. m.in. krwi, moczu czy ptynu mézgowo-rdzeniowego.
Mikropecherzyki btonowe posrednicza w migdzykomoérkowym transporcie szeregu
bioaktywnych czasteczek (biatek, lipidow, kwasow nukleinowych) oraz wplywaja na przebieg
réznych proceséw fizjologicznych i patologicznych w komdrkach docelowych. Wyniki ostatnich
badan jednoznacznie wskazuja, ze mikropecherzyki btonowe sa nosnikami biatek zwigzanych ze
specyficznymi strukturami cukrowymi (Costa i in. 2017), niewiele wiadomo natomiast
0 biologicznym znaczeniu ich glikozylacji. W ponizszym rozdziale scharakteryzowano przebieg
procesu glikozylacji oraz podsumowano wyniki badafh dotyczacych wplywu glikozylacji biatek
obecnych w réznych populacjach mikropecherzykéw blonowych na procesu ich sortowania,
oddziatywanie z komérkami docelowymi oraz potencjatu diagnostycznego tych glikanow.

2. Opis zagadnienia

Powstajace w procesie glikozylacji glikoproteiny i proteoglikany moga rézni¢ si¢ typem
i miejscem utworzenia wigzania glikozydowego z polipeptydem oraz struktura samego tancucha
cukrowego. Sposréd ok. 200 znanych monosacharydow, zaledwie 8 powszechnie wystepuje
w tancuchach oligosacharydowych, a chemiczna réznorodnosé¢ glikozylowanych biatek wynika
przede wszystkim z izomerii monosacharydow, anomerycznosci i rodzaju utworzonego wigzania
glikozydowego miedzy monosacharydami, tworzenia rozgalgzien, a takze z kowalencyjnymi
modyfikacjami cukréw prostych m.in. fosforylacja, acetylacja czy przytaczaniem grup
siarczanowych. Co istotne w wigkszosci reakcji biosyntezy glikoprotein nie biorg udziatu wolne, czy
ufosforylowane formy cukrow, lecz wykorzystywane sa ich nukleotydowe pochodne np. UDP-N-
acetyloglukozamina oraz GDP-mannoza, powstajace w cytoplazmie z nukleotydow, takich jak
urydynodifosforan (UDP) czy guanozynodifosforan (GDP).

Wytworzenie wigzania pomigdzy reszta cukrowa a aminokwasem jest kluczowe dla
biosyntezy tancuchow oligosacharydowych w procesie glikozylacji — uruchamia ono ztozong serig
potranslacyjnych, enzymatycznych reakcji, ktore prowadza do syntezy ogromnej liczby glikoprotein
i proteoglikandw o zrdéznicowanych biologicznych funkcjach. Dotychczas zidentyfikowano 13
réznych monosacharydow (uwzgledniajac izomery) i 8 reszt aminokwasowych zdolnych do
utworzenia 41 réznych wigzan miedzy reszta cukrowa a reszta aminokwasowsg. Na podstawie
szczegdlowej struktury wspomnianego wiazania, wyrdznia si¢ kilka typow glikozylacji, sposrod
ktdérych za najlepiej zbadane uznaje si¢ N-glikozylacj¢ i O-glikozylacje.

W przypadku N-glikozylacji tancuch oligosacharydowy, za posrednictwem atomu wegla C1
czasteczki N-acetyloglukozaminy, jest przylaczany wigzaniem N-glikozydowym do azotu grupy
amidowej asparaginy w obrebie tancucha polipeptydowego. Asparagina znajduje si¢ w sekwencji
Asn-X-Thr/Ser (Asn — asparagina, Thr — treonina, Ser — seryna), gdzie X jest dowolnym
aminokwasem z wyjatkiem proliny, kwasu glutaminowego i kwasu asparaginowego. Pierwszy etap
biosytezy N-wigzanych glikoprotein nie wymaga obecnoéci tancuchow polipeptydowych, lecz
odbywa si¢ z wykorzystaniem zwigzanego z blong szorstkiego retikulum endoplazmatycznego (RER,
ang. rough endoplasmic reticulum) lipidowego no$nika fosforanu dolicholu (Dol-P). Dol-P stanowi
podstawe do syntezy prekursorowej jednostki oligosacharydowej zwiazanej z nos$nikiem lipidowym
(LLO, ang. lipid-linked oligosaccharide), ktory nastgpnie jest przenoszony na atom azotu grupy
amidowej Asn docelowego bialka.

Dolichol to jeden z najdtuzszych, naturalnie wystgpujacych alkoholi, zawierajacy 17-20
jednostek izoprenowych (piecioweglowych). W pierwszych reakcjach procesu N-glikozylacji ulega
on fosforylacji do Dol-P przez kinaze dolicholowsa, przenoszacg reszte fosforanowa
z adenozynotrifosforanu (ATP) na dolichol. Reszty cukrowe sg przytaczane do Dol-P najpierw od
strony cytoplazmatycznej, a nastgpnie w $wietle RER. W wyniku kolejnych reakcji powstaje
jednostka oligosacharydowa LLO, sktadajaca si¢ z dwdch reszt N-acetyloglukozaminy, dziewigciu
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reszt mannozy i trzech reszt glukozy (GIcNAc,-Mans-Glcs). Laficuch oligosacharydowy LLO jest
nastepnie przenoszony w calo$ci na nowosyntetyzowany polipeptyd zwigzany z blong RER. Tam
przy udziale transferazy oligosacharydowo-biatkowej, zwigzanej z blong wewnetrzng RER,
wytwarzane jest wigzanie N-glikozydowe z udzialem atomu azotu grupy amidowej Asn tancucha
polipeptydowego.

Proces N-glikozylacji nie konczy si¢ na przeniesieniu reszt cukrowych (GlcNAc2-Man9-
Gle3) z LLO i zwigzaniu ich z polipeptydem. Lancuch oligosacharydowy N-wiazanych glikoprotein
jest nastgpnie modyfikowany w obregbie RER i aparatu Golgiego (AG), przez glikozydazy, ktore
usuwaja okreslone monosacharydy ze struktury cukrowca, i glikozylotransferazy — dodajace wybrane
reszty cukrowe do rozbudowywanej struktury. W wyniku po6zniejszych przeksztatcen wyjsciowego
tancucha cukrowego powstaja makroczasteczki posiadajace wspolny pentasacharydowy rdzen
(GIcNAc;-Mans), jednak odmienne pod wzgledem struktury dalszej czesci tancucha. Wspomniane
modyfikacje pozwalaja na wyrdznienie trzech klas N-wigzanych glikoprotein: o wysokiej zawarto$ci
mannozy, okre$lanych tez jako wielomannozowe, kompleksowych i hybrydowych. N-glikany typu
kompleksowego posiadaja zwykle terminalng reszte kwasu sialowego oraz charakterystyczne reszty
N-acetyloglukozaminy i galaktozy, tworzace powtarzajacy si¢ fragment N-acetylolaktozaminylowy.
Alternatywne zakonczenie tancucha moga stanowi¢ reszty galaktozy lub fukozy. Wigkszo$¢ zawiera
od 2 do 6 zewngtrznych rozgatezien nazywanych antenami. Glikoproteiny bogate w mannoze¢ oprocz
rdzenia pentasacharydowego zawierajg od 2 do 6 dodatkowych reszt mannozy, natomiast struktury
typu hybrydowego posiadaja cechy wtasciwe dla obu typow (Rys. 1) (Przybylo 1998; Schwarz i in.
2011).

W przebiegu procesu O-glikozylacji wigzanie glikozydowe tworzone jest pomiedzy atomem
wegla Cl roéznych reszt cukrowych, a funkcyjnymi grupami hydroksylowymi aminokwasow.
W przeciwienstwie do N-glikandw, syntetyzowanych kotranslacyjnie (réwnolegle do procesu
translacji) na lipidowym nos$niku (Dol-P), synteza O-glikanéw zachodzi wylacznie potranslacyjnie
i bezposrednio na tancuchu polipeptydowym. O-glikany nie posiadaja jednej wspolnej struktury
korowej, a roznice te sa podstawa ich klasyfikacji. Najczesciej wystepujacy rodzaj wigzania
O-glikozydowego to polaczenie N-acetylogalaktozaminy z seryng lub treonina, typowy np. dla
mucyn. Dla kolagenu charakterystyczne jest wiazanie O-glikozydowe pomigdzy reszta
hydroksylizyny a reszta galaktozy. Trzecia grupe stanowig proteoglikany, w ktorych strukturach
glikozaminoglikany (polisacharydy zbudowane z powtarzajacych si¢ jednostek dwucukrowych,
w ktorych jedna reszta to zawsze aminocukier, a druga to kwas uronowy) przylaczone sa do reszty
seryny w tancuchu biatkowym za posrednictwem charakterystycznej sekwencji Gal-Gal-Xyl (Gal —
galaktoza, Xyl — ksyloza), a wigzanie glikozydowe tworzg tu reszty seryny i ksylozy. Ostatni
z poznanych typow, gdzie reszty N-acetyloglukozaminy przytaczone sg do seryny i treoniny (tzw.
O-GlcNAcylacja), jest charakterystyczny dla biatek cytoplazmatycznych i jadrowych. Za wyjatkiem
ostatniej z wymienionych grup, tancuchy oligosacharydowe wigkszosci O-glikanow sg
potranslacyjnie rozbudowywane i modyfikowane dzigki glikozylotransferazom i glikozydazom
obecnym na btonach RER i AG. W przypadku biatek, ktore nie wchodza do retikulum endoplazma
tycznego (np. bialek jadrowych i cytoplazmatycznych posiadajacych tylko pojedyncza reszte
GIcNACc) O-glikolacja moze zachodzi¢ rowniez w cytoplazmie (Dutta i in. 2017).

Zaréwno N-glikozylowane jak i O-glikozylowane biatka mogg ulega¢ inkorporacji do
réznych populacji mikropecherzykow blonowych — egzosomoéw, ektosomdéw, a takze cialek
apoptotycznych. Ektosomy powstaja z paczkujacych do wewnatrz fragmentéw blony wczesnych
endosomoéw, przeksztatcanych w tzw. ciatka wielopgcherzykowe (MVB, ang. multivesicular bodies).
Cialka pecherzykowe zawierajace egzosomy ulegaja fuzji z zewnetrzng btong komodrkowa, co
umozliwia uwolnienie pgcherzykow do przestrzeni migdzykomorkowej. Odmienny mechanizm
biogenezy w przypadku ektosoméw zwigzany jest z tworzeniem uwypuklen w zewngtrznej blonie
komorkowej, a w przypadku ciatek apoptotycznych — z otoczeniem blona komorkowa catych
fragmentow cytoplazmy, zawierajacych resztki chromatyny i funkcjonalne organella. Poza sposobem
powstawania, gltoéwnym kryterium pozwalajacym na klasyfikacj¢ poszczegdlnych typow
mikropecherzykow blonowych jest ich wielkos¢. Srednica najmniejszych pecherzykow, tj.
egzosomOw, waha si¢ w zakresie 30-100 nm. Bardziej heterogenna populacj¢ stanowia ektosomy

123|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

(0,1-1 pm), natomiast $rednica najwickszych cialek apoptotycznych moze wynosi¢ nawet 5 pm
(Raposo i in. 2013; Wojtowicz i in. 2014).

ey

Asn Asn Asn
wielomannozowe dwuantenowe trzyantenowe czleroantenowe typu hybrydowego

typu kompleksowego

O-glikany B N-acetyloglukozamina (GlcNAc)
© Mannoza (Man)
’ L O N-acetylogalaktozamina (GalNAc)
* Ksyloza (Xyl)
@ Kwas N-acetyloneuroaminowy (sialowy)

$ o ® Glukoza (Glc)
Ser/Thr Hyl Ser Ser/Thr A Fukoza (Fuc)
O Galaktoza (Gal)

np. mucyny np. kolagen proteoglikany O-GlcNAcylacja
bialka jadrowe
i cytoplazmatyczne

€ kwas uronowy

Ryc. 1. Przykiady struktur cukrowych przytaczanych do biatek w procesie N-glikozylacji i O-
glikozylacji.

3. Przeglad literatury

Mikropgcherzyki blonowe izolowane z réznych ptynéw ustrojowych (m.in. krwi, moczu,
ptynu mézgowo-rdzeniowego) badz kondycjonowanych pozywek sa no$nikami znaczacej liczby
glikoprotein, posiadajacych charakterystyczne struktury cukrowe. Pierwsze badania po$wigcone
temu zagadnieniu wykazaty obecnos¢ kilku roznych glikoform biatka prionowego PrP w egzosomach
(Vellaiin. 2007). Niedlugo pdzniej, technologia mikromacierzy lektynowych (unieruchomionych na
wielodotkowej ptytce-nos$niku biatek roslinnych wigzacych okreslone struktury cukrowe) pozwolita
poréwnaé glikozylacje ektosoméw uwalnianych in vitro przez rézne populacje limfocytow
T i czasteczek wirusa HIV-1. Zaobserwowane podobienstwa dotyczyly m.in. wzbogacenia tancuchow
cukrowych w struktury wielomannozowe i kompleksowe zawierajace fukozg, kwas sialowy
i jednostki N-acetylolaktozoaminylowe. Wyniki te pozwolity na postawienie hipotezy, ze profil
glikozylacji czasteczek HIV-1 jest zblizony do glikozylacji ektosomdéw uwalnianych przed komorki
uktadu odpornos$ciowego, a ma shuzy¢ kamuflazowi i ucieczce wirusa przed rozpoznaniem go przez
uktad immunologiczny (Krishnamoorthy i in. 2009).

Coraz wiecej badan potwierdza rowniez wptyw glikozylacji na sortowanie biatek do
mikropecherzykow. Zaobserwowano, ze m.in. inkorporacja glikoproteiny EWI-2do egzosoméw
uwalnianych przez komorki czerniaka zalezy od stopnia jej N-glikozylacji, a doktadnie od liczby
glikanow typu kompleksowego. Zastosowanie inhibitora N-glikozylacji badz punktowe mutacje
potencjalnych miejsc N-glikozylacji EWI-2 skutecznie hamowaly sortowanie tego biatka do
mikropecherzykow (Liang i in. 2014). Znaczenie glikanow typu kompleksowego potwierdzity
kolejne badania z wykorzystaniem kifunenzyny, alkaloidu hamujacego przeksztalcanie glikanow
typu wielomannozowego w glikany typu kompleksowego, ktora spowodowata istotne zmiany
w skladzie egzosomow uwalnianych przez komorki raka jajnika (Gomes i in. 2015). Kolejny
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potencjalny mechanizm sortowania biatek do mikropecherzykow opiera si¢ na interakcjach
glikoprotein z biatkami z rodziny galektyn, zdolnych do wigzania 3-galaktozydow, w tym jednostek
N-acetylolaktozaminylowych. Badania na modelu mysim pozwolity wykazaé, ze zawarto$¢ jednostek
N-acetylolaktozaminylowych w egzosomach uwalnianych przez retikulocyty jest zalezna od
wewnatrzkomoérkowego stezenia galektyny-5 (Barres i in. 2010). Zalezny od glikozylacji mechanizm
sortowania moze wystepowac rowniez w przypadku proteoglikanow. Obecnos¢ czasteczek siarczanu
heparanu (glikozaminoglikanu) przytaczonych do transbtonowego biatka — syndekanu warunkowata
jego inkorporacj¢ do egzosomdéw uwalnianych in vitro przez komorki kilku typow nowotworéw, co
udowodniono pdzniej stosujac heparanazg, enzym degradujacy siarczan heparanu (Thompson i in.
2013).

Przekazanie wybranych sygnatow przez mikropecherzyki innym niesgsiadujacym
komoérkom moze zachodzié na drodze: oddziatywania ligand-receptor, fuzji mikropgcherzyka z btong
komorki docelowej lub jego endocytozie. Niezaleznie od mechanizmu wiele glikoprotein
i proteoglikanow obecnych na powierzchni mikropecherzykow odgrywa istotng rolg podczas
interakcji z komorka docelowa. Przykladowo, tancuchy siarczanu heparanu w proteoglikanach
hamowaty inkorporacje mikropecherzykow przez komorki glejaka wielopostaciowego (Christianson
i in. 2013), komorki raka pecherza moczowego (Franzen i in. 2014) oraz prawidtowe komorki
gwiezdziste watroby (Chen i in. 2016) hodowane w warunkach in vitro. W innych badaniach
wykazano, ze obecno$¢ galektyny-5 (rowniez glikoproteiny) w egzosomach pochodzacych
z retikulocytow szczura jest konieczna do ich inkorporacji przez makrofagi (Barres i in. 2010). Co
wiecej, w przypadku biatka btonowego zwigzanego z lizosomami Lamp2b (ang. lisosome-associated
membrane protein) stworzenie nowych potencjalnych miejsc N-glikozylacji z wykorzystaniem
technik inzynierii genetycznej, spowodowato zwigkszong inkorporacje Lamp2b-pozytywnych
egzosomow przez komoérki neuroblastomy (Hung i in. 2015).

Obecnos¢ mikropgcherzykow w wigkszosci ptyndw ustrojowych oraz fakt, ze ich zawartosé
w znaczacym stopniu odzwierciedla sktad uwalniajacych je komorek, czyni je réwniez bogatym
zrddlem potencjalnych biomarkerow w wielu stanach chorobowych. Co wigcej, rowniez zmiany
w profilu glikozylacji biatek, charakterystyczne dla réznych schorzen, sa obserwowane
w wyizolowanych populacjach mikropecherzykéw. W przypadku pacjentow z galaktozemia
(genetycznie uwarunkowanym uposledzeniem przeksztatcania galaktozy, pochodzacej z laktozy,
w glukozg) wyizolowana z moczu populacja egzosomoéw charakteryzowala si¢ zmniejszong iloscig
struktur wielomannozowych w stosunku do grupy kontrolnej (Staubach i in. 2012).

Zmiany w profilu glikozylacji biatek sa rowniez charakterystyczne dla chordb
nowotworowych, gdzie struktury cukrowe moduluja m.in. zdolno$ci migracyjne i adhezje komorek
nowotworowych. Wykorzystanie macierzy lektynowych i chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrig mas pozwolito ustali¢ specyficzne wzory glikozylacji ektosomoéw uwalnianych przez
komorki czerniaka skory i raka okreznicy. W obu przypadkach zaobserwowane wzbogacenie
ektosomalnych glikoprotein w glikany typu wielomannozowego oraz kompleksowego, ktore to
posiadaty 02,6-wigzane kwasy sialowe (Batista i in. 2011; Gomes i in. 2015). N-glikozylacja biatek
egzosomalnych zostata zbadana m.in. z wykorzystaniem linii komoérkowych raka jajnika, gdzie
glikoproteiny obecne w egzosomach posiadaly zwiekszong (w stosunku do prawidlowych komorek)
ilos¢ glikanow wielomannozowych 1 trzyantenowych glikanow typu kompleksowego
z ,przedzielajaca” czasteczkag N-acetyloglukozamininy. Co wigcej, zwigkszona ekspresja tych
samych struktur jest charakterystyczna dla tkanek guza, co wskazuje na realng mozliwo$é
wykorzystania egzosomow w diagnozowaniu raka jajnika (Escrevante i in. 2013).

Glikozylacja wybranych bialek transportowanych za posrednictwem mikropecherzykow
moze rowniez modulowa¢ wywierany przez nie pronowotworowy efekt. Metaloproteinazy to enzymy
proteolityczne odpowiedzialne za degradacj¢ biatek macierzy zewnatrzkomorkowej i bton
podstawnych, co promuje inwazj¢ komorek nowotworowych. Wielokrotnie N-glikozylowane
czasteczki zewnatrzkomorkowego aktywatora metaloproteinaz (EMMPRIN, ang. extracellular matrix
metalloproteinases inducer) zostaty zidentyfikowane w egzosomach uwalnianych przez inwazyjne
komorki raka piersi, a ich enzymatyczna deglikozylacja znaczaco ostabiala migracj¢ komorek
nowotworowych wywotang inkubacjg z egzosomami (Menck i in. 2015). Innymi glikoproteinami,
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ktére zostaty dotychczas zidentyfikowane w mikropecherzykach sa integryny, rodzina biatek
adhezyjnych o kluczowym znaczeniu w adhezji i migracji komorek, a takze transformujacy (TGF-B,
ang. trans forming growth factor) i epidermalny (EGF, ang. epidermal growth factor) czynniki
wzrostu, ktorych to mutacje w kodujacych je genach sa czynnikiem promujacym progresje
nowotworu (Costa i in. 2017). Znaczenie glikozylacji integryn, TGF-B, EGF oraz pozostatych
glikorotein obecnych w mikropecherzykach, cho¢ nie zostato jeszcze zbadane, powinno znalez¢ si¢
w kregu zainteresowan grup badawczych zajmujacych si¢ biologiag mikropgcherzykow btonowych.

4, Podsumowanie i wnioski

Od ponad dekady kolejne badania dostarczaja dowodow na istotng role glikozylacji biatek
w biologii mikropecherzykdéw btonowych, Obecno$é charakterystycznych struktur cukrowych na
powierzchni bialek moze stanowi¢ jeden z mechanizmé6w umozliwiajacych sortowanie wybranych
glikoprotein do mikropgcherzykow, a takze umozliwiac interakcje mikropecherzykow z komorkami
docelowymi. Co wigcej, mozliwos$¢ izolacji mikropecherzykoéw z wigkszosci ptyndow ustrojowych
wskazuje na ich istotny potencjal w zakresie diagnostyki réznych stanéw chorobowych, zwlaszcza
chordb nowotworowych. Obecnos¢ wielu glikoprotein stosowanych obecnie w diagnostyce kliniczne;j
zostata juz potwierdzona w réznych populacjach mikropecherzykdéw. Wsrdd nich warto wyrdznié
mucyn¢ 1 (MUC1) — marker nowotworéw nabtonkowych, w tym raka piersi, antygen CA19-9 —
marker raka trzustki, antygen karcinoembrionalny (CEA, ang. Carcinoembryonic antygen)— marker
raka okreznicy oraz markery nowotworu jajnika: antygeny CA125, CD24 i czasteczke adhezyjna
komoérek nabtonkowych (EpCAM, ang. epithelial cell adhesion molecule) (Costa i in. 2017).
Okreslenie czy wspomniane badz inne glikoproteiny charakterystyczne dla réznych standéw
patologicznych ulegaja wzbogaceniu w mikropecherzykach btonowych izolowanych z ptynow
ustrojowych powinno sta¢ si¢ przedmiotem szeroko zakrojonych badan, prowadzacych w efekcie do
opracowania nowych strategii diagnostycznych i terapeutycznych.

Finansowanie: Powstanie niniejszej pracy zostato sfinansowane ze $rodkéw Fundacji
Studentéw i Absolwentow UJ ,Bratniak” oraz Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
(K/DCS/004659).
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Streszczenie

Z licznych badan nad genetycznymi uwarunkowaniami zachowania wiadomo, ze takze
rozwoj zdolnosci poznawczych (obecny w normie lub w patologii) jest determinowany wptywem
czynnikéw biologicznych i srodowiskowych. To ich wzajemna gra decyduje o ksztaltowaniu si¢
poszczegolnych umiejetnosci na okreslonym poziomie. Jednakze czynniki srodowiskowe (dotyczace
zardwno tzw. srodowiska wspolnego i specyficznego dla jednostki) sa konieczne, ale nigdy
wystarczajace w rozwoju poznawczym, poniewaz punktem wyjscia zawsze jest baza biologiczna. Sg
to determinanty genetyczne oraz neuronalne podloze badanych umiejgtnosci (prawidtowy rozwdj
struktur kluczowych dla tych zdolnosci). Artykut koncentruje si¢ na znaczeniu determinant
genetycznych i stanowi przeglad wybranych wynikéw badan nad tym zagadnieniem w odniesieniu
do tak szczegdlnych kompetencji poznawczych, jak te sktadajace si¢ na umiejgtnosci matematyczne.

Kiedy w rozwoju czlowicka pojawia si¢ umiej¢tno$¢ przetwarzania liczb? Czy jest to
zdolnos¢, z ktérg przychodzimy na $wiat, czy raczej musimy jg opanowaé w wyniku wpltywow
otoczenia i praktyk edukacyjnych? Badania jednoznacznie pokazuja, ze w bledzie jest kazdy, kto
sadzi, iz umiej¢tnosci matematyczne sg czyms, czego uczymy si¢ dopiero rozpoczynajac edukacje
przedszkolng czy wczesnoszkolng. Pewne podstawowe zdolnosci w zakresie przetwarzania liczb sa
bowiem wrodzone, a przejawy ich istnienia mozna zaobserwowac juz w okresie niemowlecym (de
Hevia i Spelke 2010; Butterworth 2005). Sa to np. umiejetnosci szacowania liczebnos$ci oraz
szybkiego okreslania liczby elementdow w matych zbiorach (tzw. subitacja). Za biologicznym
uwarunkowaniem tych zdolno$ci poznawczych przemawia takze fakt, ze pewne kompetencje
numeryczne mozna przypisa¢ rowniez gatunkom innym niz cztowiek (przegl. Trojan 2013). Badania
laboratoryjne i obserwacje licznych gatunkéw zwierzat w naturze pokazuja z jednej strony, ze potrafig
one bardzo tatwo i szybko uczy¢ rozpoznawaé czy porownywac liczebnosci, ale tez z drugiej strony,
ze umiejetnos$¢ przeliczania czy szacowania jest naturalng zdolno$cia niezbedna zwierzgtom do
efektywnego funkcjonowania w ich $rodowisku. Ponadto, liczne wyniki badan klinicznych
i eksperymentalnych nie pozostawiajg watpliwosci co do tego, Zze przetwarzanie liczb, jak i deficyty
w tym zakresie, maja swoje neuronalne podtoze. Obszarami kluczowymi w operowaniu materiatem
liczbowym i mentalnymi reprezentacjami liczb sa: kora ciemieniowa (szczegblnie tzn. bruzda
srédciemieniowa) bedaca podstawa dla bazowych kompetencji numerycznych, oraz obszary czotowe
odgrywajace istotng role w operacjach bardziej ztozonych, koniecznych np. przy wykonywaniu
dziatan arytmetycznych (np. Dehaene i in. 2004; Molko i in. 2003). Nieprawidtowos$ci rozwojowe
w obrebie kory ciemieniowe]j skutkuja wigc zaburzeniami w zakresie przetwarzania materialu
liczbowego, definiowanymi jako dyskalkulia, za$§ uszkodzenia tych obszaréw korowych prowadza do
utraty umiej¢tnoscei liczenia, nazywanej akalkulig (np. Butterworth i in. 2011). Co zatem determinuje
okreslony poziom kompetencji matematycznych? Czynniki biologiczne czy Ssrodowiskowe? Obecnie
nikt nie kwestionuje znaczenia wplywow otoczenia, czyli takich oddzialywan jak wychowanie,
edukacja (z jej metodami i postawg nauczycieli), specyficzny trening umiejetno$ci, a nawet
stereotypy. Czynniki te jednak nie bylyby wystarczajagce w ksztaltowaniu si¢ umiejetnosci
matematycznych, gdyby nie udziat determinant biologicznych, takich jak uwarunkowania genetyczne
i neuronalna baza zdolno$ci do operowania umystowymi reprezentacjami liczb (von Aster i Shalev
2007). Jak si¢ wydaje oddzialywanie srodowiska naktada si¢ na wplywy biologiczne i wspolnie
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decydujg one o okreslonym rozwoju umiej¢tnosci poznawczych, w tym roéwniez tych zwigzanych
z matematyka.

1. Metody badania genetycznych uwarunkowan zachowania

W jaki sposob naukowcy badaja wptyw gendéw na zachowanie lub procesy poznawcze? Po
pierwsze nalezy skupi¢ si¢ na podobienstwach lub roznicach badanej cechy w obrebie gatunku.
Istnieja trzy gtdéwne metody badan nad uwarunkowaniami genetycznymi, a mianowicie sg to studia
rodzinne, metoda adopcyjna oraz badania bliznigt. Te pierwsze skupiajg si¢ na doszukiwaniu si¢
stalych cech wystgpujacych w kilku pokoleniach tych samych rodzin. Metoda adopcyjna to badania
z udziatem dzieci niewychowujacych si¢ z biologicznymi rodzicami. Pozwala to okresli¢ stopien
wplywu czynnikéw srodowiskowych na dang cechg, oddzielajac go od wplywu gendw. Ostatni nurt
badan polega na wskazywaniu podobienstw i roznic wewnatrz par bliznigt monozygotycznych (MZ,
blizniat jednojajowych) oraz dizygotycznych (DZ, bliznigt dwujajowych). Bliznigta MZ sg czgsto
nazywane identycznymi; rozwijaja si¢ z tej samej zaptodnionej komorki jajowej i majg identyczny
zestaw genow. Bliznigta DZ rozwijaja si¢ z dwdch roznych komoérek jajowych i ich zestawy genow
sa podobne do siebie w okoto 50%, a wiec w takim samym stopniu jak to jest w przypadku rodzenstwa
nieblizniaczego. Ze wzgledu na ten fakt, proba badawcza w przypadku badan z udziatlem bliznigt
dwujajowych uwazana jest rowniez za probe reprezentatywng dla populacji nieblizniaczej. Wptyw
czynnikoéw srodowiskowych majacych znaczenie dla badanej cechy jest taki sam w przypadku obu
rodzajow blizniat, ze wzgledu na zatozenie o tozsamosci srodowisk, w ktorych si¢ wychowuja.

Istniejg jeszcze nurty taczace poszczegodlne rodzaje metod badan nad uwarunkowaniami
genetycznymi. Na przyktad metoda taczaca badania z dzie¢mi adoptowanymi oraz bliznigtami
pozwala na sprawdzanie wptywu srodowiska na rodzenstwo bliznigt MZ, ktore zostato rozdzielone
po urodzeniu i wychowywane w innych srodowiskach. Jezeli geny nie odegraty istotnej roli
w ksztattowaniu indywidualnych réznic w zachowaniu (poszczegdélnych cech) lub w poziomie
wybranej zdolno$ci poznawczej, to poprzez wplyw dwoch roznych srodowisk, rodzenstwo to bedzie
podobne do siebie maksymalnie w takim stopniu jak bliznigta DZ. To podejscie badawcze jest
szczegolne, jednak bardzo trudne w realizacji ze wzgledu na bardzo rzadkie przypadki rozdzielania
blizniat tuz po urodzeniu.

2. Geny, $srodowisko wspdlne i specyficzne

Badania nad wptywem genow i srodowiska na poszczegdlne zdolnosci majg bardzo dluga
historie. W 1869 roku Francis Galton (za: Oniszczenko, Dragan, 2008) postawit wazne w tej
dziedzinie pytanie: ,,natura czy wychowanie?”. Okoto 100 lat pdzniej wyniki wielu badan wykazaty,
ze okoto 50% ogdlnych zdolno$ci definiuje nasz genotyp, a pozostalg czes¢ zmienno$ci - inne
czynniki, takie jak srodowisko, w ktorym si¢ wychowujemy, edukacja, wyznanie i inne (Bergen i in.
2007; Deary i in. 2006; Plomin i Petrill 1997; Plomin i Spinath 2004; za: Oniszczenko i Dragan 2008).

Obie kategorie czynnikoéw sa istotne dla prawidtowego rozwoju zdolnosci poznawczych,
inteligencji, zachowania, a takze powstawania indywidualnych réznic w ich poziomie pomiedzy
osobnikami. Przypuszcza si¢ rowniez, ze ta sama pula genéw moze thumaczy¢ zarowno deficyt jak
i prawidtowy rozwoj danej cechy. Ponadto, to jaki wptyw na dang ceche maja geny lub $rodowisko,
moze ulega¢ cigglym zmianom na przestrzeni zycia cztowieka.

A zatem, oprocz czynnikow genetycznych wptywajacych na nasze zachowanie i zdolnosci
poznawcze, czgsto réwnie istotng role w powstawaniu indywidualnych réznic w ich poziomach
odgrywaja czynniki $rodowiskowe. Genetycy zajmujacy si¢ badaniem podstaw zachowania
i procesOw poznawczych wyrozniajg dwa typy wplywow srodowiskowych. Pierwszym z nich jest
srodowisko wspolne, ktore odnosi sie do ogolnego charakteru $rodowiska rodziny (zaréwno
biologicznej jak i adopcyjnej). Na te cechy sktada si¢ miedzy innymi sytuacja materialna rodziny,
tradycje, wyznanie czy nawet wzajemny stosunek cztonkoéw rodziny. Specyficzne srodowisko odnosi
si¢ natomiast do rodzinnych jak i zewnatrz-rodzinnych czynnikéw réznicujacych jej cztonkow.
Pojecie to utozsamiane jest z historig Zycia danej jednostki, a na jej uksztalttowanie ma wplyw wiele
czynnikéw odrdzniajacych ja od rodzenstwa czy rodzicéw. Takim znaczagcym czynnikiem moze by¢
na przyktad kolejnos¢ urodzin, ze wzgledu na to, ze pierwsze dziecko w rodzinie zazwyczaj spotyka
si¢ z innymi do$wiadczeniami niz kolejne dzieci oraz dziecko ostatnie (najmtodsze). Innymi
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czynnikami majacymi wptyw na ksztatltowanie specyficznego srodowiska sg takze zdarzenia losowe,
takie jak choroby czy urazy, oraz interakcje z innymi grupami roéwiesniczymi lub nauczycielami i ich
wplyw na jednostke. W przypadku osob dorostych istotna jest tutaj réwniez indywidualna sytuacja
materialna i warunki psychologiczne w jego pdzniejszym okresie zycia. Genetycy zachowania nie
zaktadaja determinizmu genetycznego, ale wrgcz przeciwnie: podkreslaja istotng role czynnikoéw
srodowiskowych, przypisujac im t¢ cze$¢ zmiennosci, ktéra nie zostala wyjasniona znaczacym
wplywem genow.

3. Znaczenie czynnikow biologicznych i1 $rodowiskowych w ksztattowaniu zdolnosci
poznawczych

Badania metoda studiow adopcyjnych z udziatem 241 rodzin (Deater-Deckard i Petrill 2004)
wykazaty, ze wspolne srodowisko nie ma istotnego wptywu na zmienno$¢ W zakresie ogdlnych
zdolno$ci w okresie wezesnoszkolnym. Swiadczy to o tym, ze na poziom zdolnosci dzieci w tym
wieku wptyw maja w wigkszosci czynniki genetyczne oraz specyficzne srodowisko. Wspotczynnik
korelacji miedzy poziomem badanych zdolnosci u matek i u ich adoptowanych dzieci wynosit
zaledwie 0,03, natomiast ten obliczony dla matek i ich biologicznych dzieci - 0,23. Specyficzne
srodowisko ujawnia swoj wptyw zard6wno na stato$¢ jak i zmienno$¢ poziomu cech, podczas gdy rola
genow jest istotna tylko w ich statosci. Wspdlne srodowisko ma z kolei bardziej znaczacy wptyw na
poziom ogodlnych zdolnosci w przypadku dzieci w starszej grupie wiekowej, co naukowcy thumacza
silniejszym oddziatywaniem edukacji, ze wzgledu na rozpoczecie bardziej zaawansowanej nauki
w szkole. W przypadku najmtodszych dzieci (tych, ktore nie zaczety jeszcze edukacji szkolnej)
zrdéznicowanie ich zdolnosci jest bardziej zalezne od wspdlnego srodowiska, aczkolwiek wptyw
czynnikdw genetycznych rowniez jest zauwazalny, jednak czesciej u chtopcow niz u dziewczynek.
W badaniach Read i wspodlpracownikow (2006) wyniki pokazujg roéwniez wyzszy poziom
odziedziczalnosci pewnych cech u dorostych megzczyzn, w poréwnaniu z kobietami. Badana
zmienno$¢ w poziomie poszczegdlnych zdolnosci wyjasniana byta przez geny w 34% w zadaniach
zwigzanych z zapamigtywaniem obrazkow i az do 62% w zadaniach na poréwnywanie cyfr
w formacie symbolicznym. Badacze zaobserwowali dodatkowo, ze ogodlne funkcjonowanie
poznawcze w przypadku obu pfci jest jednakowo zalezne od wplywu srodowiska, poniewaz rdznice
miedzyplciowe w poziomie dziedziczenia tych zdolnosci nie byly znaczace.

W badaniach Knopik i DeFries’a (1999) zaobserwowano interesujaca, zalezng od czynnikow
genetycznych, korelacje pomiedzy sprawno$cig w czytaniu i zdolno$ciami w zakresie wykonywania
zadan matematycznych. Przebadanych zostalo az 526 par bliznigt jednopiciowych z aleksja
(zaburzenie polegajace na utracie umiejetno$ci czytania) oraz 355 par bliznigt bez deficytu
(stanowigcych grupe kontrolng) w wieku od 8 do 20 lat. Badacze wykazali, ze 81% wariancji
w zakresie sprawnosci w czytaniu w grupie z aleksja jest wyjasnione odziedziczalnoscia, za§ w grupie
kontrolnej jest to 69%. W tym samym badaniu sprawdzana byla rdéwniez odziedziczalno$é
w poziomie wykonania testow matematycznych. W grupie z deficytem zdolnosci czytania 88%
wariancji wyjasniata odziedziczalno$¢, a grupie kontrolnej — 67%. W grupie z aleksja odnotowano
brak wptywu wspolnego srodowiska w wariancji wynikow z obydwu testow, natomiast w grupie
kontrolnej wykazano jego wptyw na poziomie 13% wariancji w przypadku testu czytania i 21% -
w tescie matematycznym. Jednoczesnie, udziat specyficznego $rodowiska byl istotny zaréwno
w grupie z deficytem jak i w kontrolnej na poziomie 18% wariancji w tescie czytania oraz kolejno
111 12% zmiennosci W przypadku testu matematycznego. W grupie z aleksjg az 83% tej zmienno$ci
zostato wyjasnione czynnikami genetycznymi, podczas gdy w grupie kontrolnej jedynie 58%. Na tej
podstawie badacze doszli do wniosku, ze czytanie i zdolno$ci matematyczne mogg mie¢ wspdlne
podioze genetyczne jak i1 srodowiskowe. Wyniki ujawnily réwniez, ze zdolno$ci matematyczne sg
w wigkszym stopniu uwarunkowane genetycznie, za$ czynniki srodowiskowe moga wptynac na ich
poziom glownie w wyniku oddziatywania specyficznego srodowiska.

Zwiazki te potwierdzono niedtugo pdzniej w badaniu sprawdzajacym zaleznos$¢ genetyczng
pomigdzy poziomem wykonywania testow matematycznych i czytania oraz poziomem wykonywania
testow matematycznych i inteligencji ogolnej (Kovas i in., 2005). Badanie zostato przeprowadzone
z udzialem 7-letnich dzieci. Wspotczynniki korelacji wynosity kolejno 0,74 i 0,67. Korelacja
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wspolnego $rodowiska dla obydwu testow wynosita 0,74 i1 0,21, natomiast korelacje dla
specyficznego srodowiska byty nieco nizsze - 0,391 0,11. Zaobserwowano istotny wptyw czynnikow
genetycznych, ktory wyjasnial az 76% korelacji migdzy wynikami obserwowanymi w testach
zdolno$ci matematycznych i czytania oraz 83% wspoélzaleznosci migdzy wynikami z testow
matematycznych i ogélnym poziomem inteligencji. Wyniki te potwierdzaja wczesniej przyjmowana
hipoteze 0 tym samym podlozu genetycznym dla réznic indywidualnych w czytaniu, zdolnosciach
matematycznych 1 ogélnych. Nalezy jednak podkreslic, ze fakt ten nie wyklucza istnienia
poszczegolnych, specyficznych gendéw dla kazdej z tych umiejetnoscei.

Beaujean (2005) na podstawie meta-analizy dowiodl, ze =zalezna od czynnikow
genetycznych jest rowniez szybko$§¢ procesow umystowych. Poziom zgodnos$ci genetycznej wzrasta
jednak wraz ze stopniem zlozonosci zadania. W przypadku zadan prostych, sprawdzajacych
podstawowe kompetencje, geny wyjasniajg 30% wariancji wynikoéw, podczas gdy w przypadku zadan
bardziej ztozonych jest to juz 52%. Autor wnioskuje na tej podstawie, ze trudniejsze zadania zwigzane
sa z wickszym udzialem szeregu proceséw neurofizjologicznych, ktére stanowig podstawe
przetwarzania informacji, a te sa w wigkszym stopniu uwarunkowane genetycznie.

4. Genetyczne uwarunkowanie deficytow w zakresie umiejgtnos$ci matematycznych

W innych badaniach (Oliver i in., 2004) wykazano rowniez, ze zarowno prawidtowy poziom
zdolno$ci matematycznych jak i deficyty w tym zakresie w przypadku dzieci 7-letnich moga by¢
wyjasniane wptywem genetycznym, kolejno na poziomie 66 i 65%. Shalev i wspotpracownicy (2001,
za: Pappas i Drigas 2015) wykazali z kolei, ze jesli dziecko zmaga si¢ z dyskalkulig to w przypadku
poprzednich pokolen jego rodziny rowniez wystepuje/wystepowato to zaburzenie. Przebadano 39
dzieci z dyskalkulig oraz cztonkéw ich rodzin i wykazano, ze 66% matek, 53% rodzenstwa i 44%
dziadkow rowniez cierpiato z powodu dyskalkulii. Z badan przeprowadzonych z udzialem blizniat
zarowno jednojajowych jak i dwujajowych (Wilcutt i in. 2010) wynika, ze jesli u jednego z pary
zdiagnozowano deficyt w zakresie zdolno$ci matematycznych, to prawdopodobienstwo wystapienia
dyskalkulii u drugiego z nich wynosi 70% w przypadku blizniat MZ i 50% w przypadku blizniat DZ,
czyli porownywalnie jak w przypadku rodzenstwa nieblizniaczego.

W innych badaniach (Pinel i Dehaene 2013) badanie grupy blizniat MZ i DZ wykazato
znaczacy zwiagzek pomiedzy zgodno$cia genetyczng i poziomem aktywacji okre§lonych obszardéw
w moézgu w trakcie wykonywania zadan arytmetycznych. Wigksze podobienstwo w poziomie
aktywacji poszczegbélnych obszaréw zaobserwowano jednak u bliznigt jednojajowych. Udziat
wspolnego $rodowiska stwierdzono natomiast w lateralizacji aktywacji w obrebie bruzdy
srédciemieniowej, ktora jest strukturg kluczows dla przetwarzania materiatu liczbowego. Dane
dotyczace udziatu genetycznych i srodowiskowych czynnikow w rozwoju zdolno$ci matematycznych
pokazuja, w jaki sposob geny i edukacja wplywajg na rozwdj sieci neuronalnych zawiadujacych
przetwarzaniem liczb.

5. Podsumowanie

Powyzszy przeglad badan pokazuje w jakim stopniu réznice w zakresie umiejetnosci
poznawczych, w tym matematycznych, sa uwarunkowane genetycznie. Wiele badan wskazuje jednak
réwniez na istotne wpltywy wspoélnego, ale i specyficznego Srodowiska. Prawidlowy rozwoj jak
i deficyty w poziomie tych zdolnosci, mogg by¢ tak samo zdeterminowane genami jak i czynnikami
srodowiskowymi. W zwigzku z tym ignorowanie w badaniach i codziennej praktyce psychologiczne;j
czy edukacyjnej ktorejkolwiek z tych kategorii czynnikéw wydaje si¢ by¢ bledem. Na tej podstawie
mozemy wysungé wniosek, ze na ksztaltowanie si¢ naszych umiejetnosci matematycznych oprocz
genow (czy innych czynnikéw biologicznych, np. tych determinujacych rozwo6j moézgu) istotny
wpltyw majg tez czynniki inne niz biologiczne. Moga to by¢ oddzialywania zwigzane z edukacja
szkolng (metodami nauczania, materiatami dydaktycznymi i kompetencjami nauczycieli), wptywem
srodowiska szkolnego i rodzinnego, status socjoekonomiczny, treningi poznawcze (szczegélnie te
wspierane komputerowo, jak gry edukacyjne), a takze kazda inna styczno$¢ z materiatem liczbowym
jak operowanie liczbami w sytuacjach znanych nam z codziennego do$wiadczenia (np. przeliczanie
pieniedzy przy kasie, podczas obliczania wielkosci promocji cenowych lub wielkosci podatku,
okreslanie uptywu czasu, porownywanie wymiardw obiektow i przeliczanie jednostek, czy
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przetwarzanie proporcji). Jednakze, mimo powszechnego oddziatywania tych czynnikow i ich
réznorodno$ci, nie wyznacza one wlasciwego poziomu umiejetnosci matematycznych bez
zapewnienia bazy biologicznej determinujacej podstawy tych zdolnosci.
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Streszczenie

Zdolnosci matematyczne jak i deficyty w ich zakresie sa czg§ciowo uwarunkowane
genetycznie. W badaniu opisanym w niniejszym artykule podjeto probe odpowiedzi na pytanie,
w jakim stopniu geny warunkujg poziom podstawowych umiejetnosci u zdrowych dzieci. W tym celu
przeanalizowano roznice w ich zakresie w 2 parach bliznigt jednojajowych i w 3 parach bliZniat
dwujajowych. Badanymi byli uczniowie klas 1-3 szkoly podstawowej. Do badania uzyto testu
komputerowego Prokalkulia 6-9, ktory pozwala na ocene takich umiejetnosci jak poréwnywanie liczb
przedstawionych w roznych formatach oraz szacowanie miejsca liczby na osi. Dzieci w parach
blizniat poréwnano tez pod wzgledem wynikow w tescie inteligencji WISC-R oraz pod katem oceny
ich umiejetnosci matematycznych dokonanej przez ich nauczycieli. Wyniki wskazuja na réznice
miedzy bliznigtami w poszczegolnych parach, w szczego6lnosci w przypadku bliznigt dwujajowych.
BliZnigta roznig si¢ czasem reakcji w zadaniach polegajacych na porownywaniu liczb lub precyzja
w okreslaniu miejsca liczby na osi. Wyniki sugerujg wigc, ze poza determinantg genetyczng rownie
istotny jest wptyw czynnikdw zewnetrznych, innych niz biologiczne.

1. Wstep

Jedna z najpopularniejszych metod badania genetycznych uwarunkowan zdolnosci
poznawczych jest badanie bliznigt. Metoda ta polega na obserwacji podobienstw oraz roznic w parach
bliznigt monozygotycznych jak i dizygotycznych. Bliznigta monozygotyczne (MZ) sa nazywane
réwniez bliznigtami jednojajowymi, poniewaz rozwijaja si¢ z jednej zaptodnionej komorki jajowe;,
sg tej samej plci oraz majg identyczny zestaw genow. Bliznigta dizygotyczne (DZ), ktore potocznie
nazywamy dwujajowymi, rozwijaja si¢ natomiast z dwoch odrgbnych zaptodnionych komoérek
jajowych, a ich geny sg takie same maksymalnie w 50%, a wigc w takim samym stopniu jak
w przypadku rodzenstwa nieblizniaczego. Zgodnie z zatozeniami tej metody badawczej, kazda
réznica w zachowaniu bliznigt monozygotycznych powinna wynika¢ z wptywu $rodowiska. Inne
zatozenie glosi, ze wptyw Srodowiskowy majacy znaczenie dla badanej cechy jest taki sam zaréwno
dla bliznigt MZ jak i DZ.

Wyniki wielu badan dowodza, ze 50% ogodlnych zdolnosci cztowieka uwarunkowane jest
czynnikami zewn¢trznymi, za$ pozostalg cze¢$¢ definiuja czynniki genetyczne (przegl. Oniszczenko
i Dragan 2008). A wiec oprocz gendw, rOwnie istotnym czynnikiem wplywajacym na zdolnosci
poznawcze jest srodowisko, w ktorym wychowuje si¢ rodzenstwo. W kontekscie badan nad
uwarunkowaniem tych zdolno$ci, mozna wyrdézni¢ $rodowisko wspolne jak i1 specyficzne.
Srodowisko wspolne odnosi si¢ do ogdtu standardéw zycia rodziny, czyli cech takich jak ich sytuacja
finansowa, wyznanie, tradycje, a takze wzajemne relacje pomigdzy jej czlonkami. Wszystkie
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czynniki, ktoére odrdzniajg jednego czlonka rodziny od pozostatych sktadajg si¢ z kolei na specyficzne
srodowisko zycia. Mowa tutaj o poszczegdlnych czynnikach zewnetrznych (takich jak na przyktad
zdarzenia losowe- uraz/choroba lub interakcje z innym $rodowiskiem niz rodzinne, np. znajomi
w szkole, nauczyciele), ktore mialy znaczacy wpltyw na jego rozwoj, a w konsekwencji zardwno
zachowania jak i zdolnosci poznawczych.

W prawidlowym rozwoju zdolnos$ci poznawczych istotne znaczenie maja zar6wno czynniki
genetyczne jak i §rodowiskowe. Odpowiadaja one takze za powstawanie indywidualnych réznic
pomigdzy ludzmi, a na przestrzeni zycia stopien wplywu czynnikéw zewnetrznych na pojedyncza
cechg moze si¢ zmienia¢. Przyjeto rowniez, ze jedna pula genéw moze definiowaé prawidlowe
ksztaltowanie si¢ cechy, jak i deficyty w zakresie jej rozwoju.

Interesujace badania w zakresie deficytow funkcji poznawczych przeprowadzita Shalev
i wspotpracownicy (2001), ktorzy okreslili stopien genetycznego uwarunkowania dyskalkulii
rozwojowej. Jest to specyficzne zaburzenie, charakteryzujace si¢ problemami w zakresie
przetwarzania materialu numerycznego przy jednoczesnym prawidlowym ilorazie inteligencji
(American Psychiatric Association 2013). Dyskalkulicy przejawiaja trudno$ci w przetwarzaniu
mentalnych reprezentacji liczb, co w zyciu codziennym przektada si¢ na problemy z szacowaniem,
poréwnywaniem wielkosci czy wykonywaniem nawet prostych operacji arytmetycznych
(Butterworth 2010; Kos¢, 1982). Badania Shalev i wspotpracownikéw wykazaty, ze gdy u dziecka
zdiagnozuje si¢ dyskalkuli¢ to deficyt ten na pewno wystepowat rowniez w poprzednich pokoleniach
jego rodziny. Z badan bliznigt (Wilcutt i in. 2010) wynika, ze gdy jedno z blizniat MZ przejawia
dyskalkuli¢, prawdopodobienstwo jej wystapienia u drugiego z pary jest rowne nawet 70%.
W przypadku bliznigt DZ, prawdopodobienstwo wystapienia dyskalkulii u drugiego z rodzenstwa
wynosi 50%. Na istotne znaczenie czynnikéw biologicznych w ksztaltowaniu si¢ umiej¢tnosei
matematycznych (lub deficytow w ich zakresie) wskazuja rowniez wyniki licznych badan nad ich
neuronalnym podtozem (Kucian i von Aster 2015; Dehaene i in. 2004).

Celem opisanych ponizej badan byto poréwnanie poziomu zdolno$ci matematycznych
w parach blizniat jedno- i dwujajowych w wieku wczesnoszkolnym. Ze wzgledu na fakt, iz trudnosci
W matematyce sg cze¢sciowo uwarunkowane genetycznie, podjgto probe sprawdzania, czy geny
definiuja nie tylko deficyt w tym zakresie (co wykazaly wspomniane wyzej wyniki dotychczasowych
badan), ale takze poziom podstawowych umiejetnosci matematycznych, takich jak poréwnywanie
liczb czy szacowanie miejsca liczby na osi liczbowe;j.

2. Metodologia

2.1 Osoby badane

W badaniu udzial wzieto 5 par bliznigt, w tym 2 pary bliZznigt jednojajowych (dwie
dziewczynki i dwoch chlopcow) oraz 3 pary bliznigt dwujajowych (bliznigta roéznopiciowe).
Badanymi byli uczniowie klas 1-3 jednej z torunskich szkot podstawowych. Srednia wieku badanych
to 8,23 (od 7 do 9,25). U zadnego z uczestnikéw nie stwierdzono wady wzroku i stuchu czy innych
deficytow, ktore uniemozliwiatyby udzial w badaniu. Projekt badawczy uzyskal akceptacje lokalnej
Komisji Bioetycznej, a rodzice wszystkich badanych podpisali $wiadoma zgodg¢ na udziat ich dzieci
w badaniu.

2.2 Metody

2.2.1. Test oceny umiej¢tnosci matematycznych

Do zbadania poziomu umiej¢tnoséci matematycznych wykorzystano test komputerowy
"Prokalkulia 6-9. Test oceny behawioralnych wskaznikow umystowych reprezentacji liczb i ryzyka
dyskalkulii" (Gut i in. 2016). Jest to zestaw zadan sprawdzajacych uksztattowanie niewerbalnych
reprezentacji liczb - pozwala migdzy innymi na pomiar poziomu umiejetnoéci poréwnywania liczb
(wskazywanie wigkszej z dwoch wys$wietlanych liczb) w formacie symbolicznym (cyfry arabskie)
i niesymbolicznym (zestawy kropek) oraz okre$lania miejsca liczb na osi liczbowej bez podziatki,
prezentowanych w formacie zaréwno symbolicznym jak i niesymbolicznym (rys. 1). Program oblicza
mediang czasu reakcji i $redni procent poprawnych odpowiedzi w zadaniach polegajacych na
porownywaniu liczb, a takze wielko$¢ bledu szacowania miejsca liczb na osi, obliczany jako
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odlegto$¢ (w pikselach) migdzy miejscem wiasciwym dla liczby a tym wskazanym przez dziecko,
dzielong przez dtugos$¢ osi i pomnozong przez 100%. W zadaniach z pomiarem czasu i poprawnosci
reakcji badani odpowiadali poprzez naciskanie jednego z dwoch klawiszy na klawiaturze komputera,
natomiast w zadaniach z osig odpowiedzi udzielano za pomocg myszy komputerowe;j.

poréwnywanie liczb prezentowanych w tym samym lub
w réznym formacie

8
L 2

szacowanie miejsca liczby na osi liczbowej

Rys. 1. Przyktadowe bodzce z zadan w tescie Prokalkulia 6-9

2.3 Aparatura badawcza

Do przeprowadzenia testu uzyto komputera DELL Insprion 2000 z systemem operacyjnym
Windows 10 Home, procesorem Intel Core i3-5005U, monitorem o przekatnej 17,37
i z podéwietleniem LED o rozdzielczosci 1600 x 900 oraz komputera DELL Inspiron 17R,
z procesorem Intel Core i5-430M, monitorem o przekatnej 17,3” z podswietleniem LED
o rozdzielczosci 1600 x 900. Badania zostaty przeprowadzone W szkole, do ktorej uczgszczaty dzieci,
w pomieszczeniu o powierzchni kilku m?. Dzieci wykonywaty test indywidualnie, siedzac na krzesle
przy stoliku w odlegtosci okoto 50 cm od ekranu laptopa. W pomieszczeniu obecny byt badacz, ktory
przedstawial instrukcje do zadan a takze wymagania dotyczace sposobu udzielania odpowiedzi.
Mierzony byt czas reakcji i poprawno$¢ w zadaniach z pordwnywaniem liczb oraz precyzja
odpowiedzi w zadaniach z okreslaniem miejsca liczby na osi.

2.4 Kwestionariusze

Procedura badawcza obejmowata takze badania kwestionariuszowe. Jeden byt wypetniany
przez rodzica (zob. 2.4.1.) oraz jeden byl wypelniany z dzieckiem (zob. 2.4.2). Po wypetnieniu obu
kwestionariuszy jak i zgody na udzial w badaniu dziecko przystgpowato do badania przy uzyciu testu
Prokalkulia 6-9. Po zakonczeniu calej procedury, poproszono takze wychowawcow przebadanych
dzieci o wypekienie kwestionariusza dotyczacego podstawowych kompetencji matematycznych
dziecka (zob. 2.4.3.).

2.4.1. Kwestionariusz dla rodzica

Przed przystapieniem dziecka do testu okreslajacego poziom zdolnosci matematycznych
proszono rodzicéw o wypelnienie kwestionariusza. Byt on wypetniany tuz po otrzymaniu wszystkich
informacji dotyczacych badania i po podpisaniu $wiadomej zgody na udziat w badaniu. Pozwolit on
na zebranie podstawowych informacji na temat dziecka tj. wiek, pte¢, rgcznos¢, a takze na temat stanu
psychofizycznego dziecka (czy wystepuja u niego jakie$ deficyty lub czy jest pod stala opieka lekarza
specjalisty/psychoterapeuty). Rodzic byt takze pytany o aktywnos$¢ dziecka w zakresie grania w gry
komputerowe i ogladanie telewizji.

2.4.2. Kwestionariusz dla dziecka

Kwestionariusz dla dziecka obejmowat pytania na temat jego preferencji spedzania czasu
jak 1 zainteresowan szkolnych. Dziecko z pomocg badacza udzielalo odpowiedzi zaznaczajac jedna
z pigciu ,,buziek” (emotikon) odzwierciedlajacych odpowiedz na pytanie: najbardziej uSmiechnigta
,»buzka” oznaczata odpowiedz ,uwielbiam”, za$ najsmutniejsza — ,,nie cierpi¢”. Numerom pytan
w kwestionariuszu (zob. Tab. 4) odpowiadaty kolejno: 1- ,,Czy lubisz uczy¢ si¢ czytac?”, 2- ,,Czy
lubisz uczy¢ si¢ liczy¢?”, 3-,,Czy lubisz uczy¢ si¢ rysowac?”, 4- ,,Czy lubisz poznawac¢ $wiat ro§lin
i zwierzat?”, 5-,,Czy lubisz gra¢ w gry komputerowe?”.
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2.4.3. Kwestionariusz dla nauczyciela
Pozwolil on na zebranie informacji dotyczacych ewentualnych probleméw w matematyce
obserwowanych u dziecka lub jego szczegdlnych zdolnoéci w tym obszarze. Kwestionariusz sktadat
si¢ z indywidualnych ocen dzieci w zakresie rozumienia materiatu zwigzanego z naukg matematyki,
samodzielnosci i systematyczno$ci w wykonywaniu zadan matematycznych, umiejetnosci
przeliczania, szacowania, poréwnywania liczb oraz wykonywania podstawowych zadan
arytmetycznych (dodawanie, odejmowanie, zapisy arytmetyczne). Numerom pytan (zob. Tab. 5)
odpowiadaja kolejno nast¢pujace aspekty umiejetnosci w zakresie matematyki: 1 - ,, Rozumienie
materialu zwigzanego z nauka matematyki”, 2 - ,Samodzielnos¢ w wykonywaniu zadan
matematycznych”, 3 - ,,Systematyczno$¢ pracy ucznia”’, 4 - ,,Umiej¢tno$¢ przeliczania”, 5 -
L,Umiejetnos¢ poréwnywania liczb (relacje wigcej- mniej)”, 6 - ,,Szacowanie liczebnosci”, 7 -
,,Dodawanie, odejmowanie, zapis dziatan arytmetycznych”, 8 - ,,Rozpoznawanie (znajomos¢) liczb”.
Nauczyciel ocenial umiejetnosci dziecka za pomoca skali 1-7. W przypadku pozycji kwestionariusza
1-3 odpowiedz ,,1”” oznaczata ,,Bardzo duze problemy”, a odpowiedz ,,7” oznaczata ,,Nie obserwuje
zadnych problemow”, natomiast w pozycjach 4-8 odpowiedz ,,1”” oznaczata ,,Bardzo niski poziom”,

a odpowiedz ,,7”- ,,Bardzo wysoki poziom”.

2.5 Test inteligenciji

Po zakonczeniu badan przeprowadzono réwniez badanie ilorazu inteligencji dzieci przy
uzyciu Skali Inteligencji Wechslera dla Dzieci, czyli WISC-R (Wechsler 1991).

3. Wyniki

W opisie wynikow skoncentrowano si¢ na porownaniach dzieci bedacych rodzenstwem,
zestawiajac wyniki z poszczegdlnych zadan testu Prokalkulia 6-9 oraz kwestionariuszy i testu WISC-
R (zob. Tab. 1-5) wewnatrz par blizniat. Innymi stowy, por6wnano ze soba wylacznie dzieci bedace
rodzenstwem (np. brata z siostrg), za$ nie porownywano dzieci z jednej pary blizniat z dzie¢mi
z innych par blizniat (nie skupiano si¢ na poréwnaniach mi¢edzy parami). Tab. 1 przedstawia mediany
czasu reakcji uzyskane przez dzieci w zadaniach na poréwnywanie liczb (wskazywanie wickszej
liczby z dwoch prezentowanych na ekranie). Zamieszczono tu wytacznie wyniki dla czasu reakeji,
poniewaz rdznice w procencie poprawnych odpowiedzi roznity sie w parach bardzo nieznacznie
(poprawnos¢ byta wysoka w przypadku wszystkich dzieci, ze wzgledu na fakt, ze zadania byty dla
dzieci stosunkowo proste i dlatego czas reakcji byt w tym przypadku jedynym wskaznikiem r6znic
w poziomie badanych umiejetnosci).

Tab. 1. Mediana czasu reakcji (RT) mierzonego w milisekundach w zadaniach polegajacych na
poréownywaniu wielkos$ci liczb przedstawionych w réznych formatach (CC - poréwnywanie cyfry
z cyfra, KK - poréwnywanie liczby dwodch zbiorow kropek, CK - poréwnywanie cyfry z liczba
kropek)

Para blizniat RT CC RT KK RT CK
o A 899,66 776,11 1328,15
jednojajowe, chlopcy
K.J. 702,71 418,11 780,91
oo, driewcrynk AF. 969,41 769,01 1337,97
Jednojajowe, 4 LF. 124544 1169,52 110253
Ciaione ZG. 624,99 47655 890,61
19 F.G. 584.2 631,96 1036,06
Ciaione 1B. 875,07 809,62 1166,31
19 AB. 591,671 680,141 1053,041
N O.W. 1147,77 809,94 1366,43
dwujajowe
LW. 74941 665,33 103371

Wyniki wskazuja na wyrazne rdznice pomigdzy rodzenstwem we wszystkich parach blizniat.
W przypadku blizniat jednojajowych zard6wno w przypadku chlopcow jak i dziewczynek, jedno
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z rodzenstwa (kolejno A.J. i L.F) wypadto gorzej od swojego rodzefstwa we wszystkich trzech
zadaniach.

W 3-ciej parze blizniat (bliznigta dwujajowe) dziewczynka ma krétszy czas reakcji
w zadaniach na poréwnywanie liczb przedstawionych jako zestawy kropek, a takze w formacie
mieszanym, natomiast chlopiec wypadt lepiej w zadaniu na poréwnywanie liczb przedstawionych
jako cyfry. W kolejnych 2 parach bliznigt dwujajowych, we wszystkich 3 zadaniach jedno z nich
(odpowiednio: A.B. oraz .W.), mieli krotszy czas reakcji w poréwnaniu do drugiego z rodzenstwa
(swojej siostry).

W Tab. 2 zestawiono wyniki dzieci uzyskane w zadaniach z szacowaniem miejsca liczby na
osi. Zaprezentowano tu zarowno wielkos¢ btedu szacowania miejsca liczby (dla obu formatoéw), jak
rowniez wielko$¢ przeszacowania (przesuni¢cia w prawo w stosunku do wlasciwej pozycji liczby)
i niedoszacowania (przesuni¢cia w lewo). Jak widaé, znaczace rdznice zaobserwowano w pierwszej
parze blizniat jednojajowych, gdzie jeden z chtopcoéw miat o wiele mniejsza doktadno$¢ lokalizacji
miejsca liczby na osi. Rdznice te sg szczegélnie widoczne w wielkosci bledu szacowania jak
i niedoszacowania (zarowno dla cyfr, kropek jak i ogétem dla obu formatow). Wyniki dziewczynek
jednojajowych znaczaco rdznity si¢ tylko w wielko$ci btedu szacowania i niedoszacowania dla
kropek oraz niedoszacowania ogétem dla obu zadan. W przypadku kolejnych dwdch par blizniat,
réznice pomiedzy rodzenstwem w tym zadaniu nie byly az tak duze. Ostatnia para bliznigt r6zni si¢
doktadnoscia w niedoszacowaniu miejsca liczby zaréwno w przypadku kropek jak i ogétem dla obu

formatow.

Tab. 2. Wyniki z zadania na szacowanie miejsca liczby na osi (C — liczba prezentowana
w formacie symbolicznym, K — w formacie niesymbolicznym, ogétem — $redni wynik dla obu
formatow razem)

[ © = ' © = ‘| o 2
a4 = 3 o = 3 o = E| 3
2 98 S 2 § 8 g w § 82| 8
Para blizniat §=§§Q g0 __$=§§x gx é:%gg” -
T2 8. |82 |E28 8, 82 |228 8. Bes
EENaAc| Z8 | 2ENAE| 28 | 25N aE| =288
jednojajowe, | AJ. | 1255 | 665 | 154 | 17,24 | 492 | 2306 | 1568 | 554 | 20,51
chtopcy KJ. | 495 |28 |773 |72 47 | 9,55 6,45 39 | 905

jednojajowe, | AF. | 1378 | 243 | 1842 | 614 1,62 | 7,85 8,68 1,87 | 11,33
dziewczynki LF. | 1385 |565 | 18,72 | 16,69 | 571 | 21,33 | 1575 | 569 | 20,52
ZG. | 435 |384 |515 |4,37 3,48 | 535 436 362 |53

dwujajowe
F.G. | 317 1,35 | 4,34 3,36 1,03 | 4,56 33 1,16 | 4,49
. J.B. 2,43 2,12 | 2,79 1,81 2,7 33 2,69 25 3,12
dwujajowe
AB. | 3,97 2,71 | 481 5,64 1,98 | 7,97 5,08 2,18 | 6,87
. O.W. | 832 4,77 | 11,01 | 6,09 3,92 | 8,26 7,2 4,26 | 9,77
dwujajowe
IL.W. | 10,76 | 533 | 151 13,34 | 33 16,33 | 12,05 | 4,71 | 15,82

Poréwnano takze wyniki dzieci uzyskane w teScie Wechslera w poszczegélnych parach
bliznigt. Tab. 3 prezentuje zestawienie wartosci ilorazu inteligencji dla skali werbalnej, niewerbalnej
i pelnej. Szczegb6lnie wyrazne roéznice mozna zauwazy¢ w parze blizniat J.B. i A.B.. Z kolei
w przypadku blizniaczek jednojajowych wida¢ niemal brak réznic w uzyskanych wynikach (warto$ci
ilorazu inteligencji w skali werbalnej i niewerbalnej sg identyczne).

Dzieci w obregbie par blizniagt poréwnano takze pod wzgledem odpowiedzi udzielanych
w kwestionariuszu (Tab. 4.). W tym kwestionariuszu dzieci odpowiadaly zaznaczajac jedng z pieciu
,ouziek” gdzie najbardziej usmiechnigta (w Tab. 4 oznaczona numerem 1) oznaczata ,,Uwielbiam”,
a najbardziej smutna (w Tab. 4 oznaczona numerem 5) oznaczata ,\Nie cierpi¢”. Wyniki z tego
kwestionariusza w parach blizniat sa do siebie bardzo podobne.
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Tab. 3. Wyniki testu inteligencji Wechslera (WISC-R).

Para blizniat Skala pelna | Skala stowna | Skala bezslowna
dnoiai ot AJ. 109 99 118
Jecnojmowe. eropey K.J. 117 110 121
. .. . . AF. 123 117 125
jednojajowe, dziewczynki
L.F. 123 117 127
. Z.G. 105 92 118
dwujajowe
F.G. 95 74 118
. J.B. 112 100 82
dwujajowe
A.B. 82 82 86
. o.w. 112 93 130
dwujajowe
L.W. 106 100 111
Tab. 4. Wyniki z kwestionariusza og6lnego dla dziecka.
. Numer pytania w kwestionariuszu
Para blizniat
1 2 3 4 5
jednojajowe, Al 3 1 1 3 1
chtopcy K.J. 2 1 1 2 1
jednojajowe, AF. 2 1 1 1 2
dziewczynki L.E. 3 1 1 2 1
. Z.G. 2 2 1 2 1
dwujajowe
F.G. 2 3 2 4 1
. J.B. 3 2 1 1 1
dwujajowe
A.B. 3 3 1 2 3
. o.w 2 2 1 1 3
dwujajowe
LW 3 3 1 1 1

Kwestionariusz dla nauczyciela pozwolit na zebranie opinii wychowawcy na temat
poszczegolnych zdolnosci lub probleméw w matematyce, ktore zaobserwowatl w trakcie lekcji. Kazde
rodzenstwo uczgszczato do tej samej klasy, a wigc miato tego samego nauczyciela. Zgodnie z opinig
nauczyciela danej pary rodzenstwa, nie ma wyraznych rdéznic w poziomie umiej¢tnosci

matematycznych czy obserwowanych probleméw pomiedzy rodzenstwem w kazdej z par.

Tab. 5. Wyniki z kwestionariusza dla nauczyciela.

Numer pytania w kwestionariuszu
Para blizniat
1 2 3 4 5 6 7 8
jednojajowel Al 7 6 5 6 6 5 6 6
chiopcy K.J. 6 5 5 5 4 5 5 5
jednojajowel A.F. 6 6 6 6 7 7 6 7
dziewczynki L.F. 7 7 7 7 7 7 7 7
. Z.G. 5 5 5 5 5 5 5 6
dwujajowe
F.G. 4 4 4 5 5 4 4 6
dwuiai J.B. Brak danych (kwestionariusz dla nauczyciela nie zostat dostarczony
wujajowe
AB. badaczom).
. ow 5 6
dwujajowe
LW 6 6
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4. Dyskusja i wnioski

Jak wczeéniej wspomniano bliZnigta jednojajowe maja ten sam genotyp, a wiec wszystkie
réznice w ich zdolno$ciach poznawczych nie sa uwarunkowane genami, lecz innymi czynnikami
zewnetrznymi (np. specyficznym $rodowiskiem). Uzyskane w tym badaniu wyniki chlopcow
(bedacych bliznigtami MZ) znacznie ro6znig si¢ od siebie. K.J. wypadt lepiej w zadaniach na
poréwnywanie liczb przedstawionych w r6znych formatach - jego czas reakcji byt krotszy od tego
uzyskanego przez brata. Tak samo, w zadaniach dotyczacych lokalizacji miejsca liczby na osi -
wicksza precyzja rowniez wykazal si¢ A.J. Indywidualne réznice w poziomie zdolnosci
matematycznych w tej parze bliznigt moga wigc wynikac¢ z wptywu specyficznego srodowiska, np.
innej relacji z nauczycielem lub znajomymi w szkole, a nawet z powodu mniejszej ilosci czasu, ktory
bracia po$wigcaja zadaniom matematycznym zaréwno w szkole jak i w domu. Istnieje jednak
mozliwo$¢, ze wyniki jednego z chlopcow sa gorsze ze wzgledu na obnizong motywacje podczas
wykonywania testu (duza liczba zadan moze powodowal stabsze skupienie) lub nawet nude
spowodowang zbyt latwymi zadaniami. To moze sugerowaé rdéznice miedzy tymi bliznigtami
w profilu osobowosci. Kontynuujac badania z udziatem tych dzieci warto przesledzi¢ t¢ kwestie
wykonujac odpowiednie testy psychologiczne. W przypadku dziewczynek (blizniaczek MZ), czesé
wynikow byta do siebie podobna, jednak w niektorych przypadkach rdznity si¢ one czasem reakcji
lub doktadnos$cig okreslania miejsca liczby na osi liczbowej. Analogicznie jak w przypadku chlopcow
MZ - na indywidualne réznice w tej parze moga wplywaé czynniki zewngtrzne lub obnizona
motywacja podczas wykonywania testu u jednej z siostr. Warto podkresli¢, ze dziewczynki maja
z kolei prawie identyczny poziom ilorazu inteligencji. Z rozmowy z mamg dziewczynek wynikato,
ze sg one (W jej ocenie) bardzo do siebie podobne pod wzglgdem zachowania, zainteresowan, sposobu
spedzania czasu. Ich mama podkreslata, Ze siostry ,,wszystko robig razem i wszystko robig tak samo”.
Jak si¢ wydaje, znajduje to swoje odzwierciedlenie w wynikach testu WISC-R, cho¢ nie wida¢ tego
z kolei w ocenie nauczycielki dziewczynek — jedna z blizniaczek jest oceniana nieco nizej niz siostra.

W przypadku bliznigt dwujajowych, mozna zaobserwowaé znaczace rdznice miedzy
rodzenstwem w kazdej badanej parze. Roéznice te dotycza zardwno pomiardw czasu reakcji
w poréwnywaniu liczb przestawionych w roznych formatach jak i precyzji okreslania miejsca liczby
na osl.

Dodatkowo, w wynikach wszystkich par bliznigt mozna zauwazy¢, ze wigkszy problem
w szacowaniu miejsca liczby na osi wynika gtéwnie z niedoszacowania niz przeszacowania (dzieci
raczej maja tendencje do lokalizowania liczb za bardzo na lewo od ich wlasciwych pozycji niz do
przesuwania miejsca tej lokalizacji za bardzo na prawo).

Kwestionariusz dla dzieci pozwolil nam na zebranie informacji na temat ich zainteresowan.
Wart podkreslenia jest fakt, ze najwigksze rdznice zauwazamy w przypadku par bliznigt
dwujajowych. Roznice te dotycza stopnia zainteresowania grami lub $wiatem ro$lin i zwierzat.
Deklaracje zainteresowan w przypadku blizniat jednojajowych byly czesto takie same, a ewentualne
réznice byly bardzo mate.

Wynikiem, na ktory réwniez warto zwroci¢ uwage jest bardzo podobny (poza nielicznymi
wyjatkami) dla obojga rodzenistwa w kazdej parze profil oceny umiejetnosci matematycznych
dokonywany przez nauczyciela. Jak si¢ zdaje, nauczyciel ocenia rodzenstwo troche tak jakby ,,patrzyt
na dwie kopie tego samego ucznia” i traktowat ich umiejetnosci w sposob tozsamy (nie rozrdznial ich
umiejetnosci matematycznych), mimo, ze — jak widzimy w wynikach z testu Prokalkulia 6-9 dzieci
pod wieloma wzgledami czesto bardzo si¢ r6znia, jak rdwniez wida¢ pewne rdznice w poziomie
inteligencji. W tym kontekscie duzym mankamentem jest brak kwestionariuszy od nauczyciela
bliznigt J.B i A.B. ktore roznig si¢ od siebie wyraznie pod wzgledem ilorazu inteligencji, cho¢
w wynikach z testu oceny umiej¢tnosci matematycznych nie wida¢ bardzo duzych réznic migedzy
nimi.

Podsumowujac, indywidualne réznice w poziomie wykonywania zadan matematycznych
w poszczegdlnych parach sugeruja, ze w ksztaltowaniu umiejetnosci matematycznych poza
determinantg genetyczng i neuronalng istotne znaczenie maja takze czynniki inne niz biologiczne. Na
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ksztattowanie si¢ tych zdolnosci moze mie¢ wiec wptyw kazda styczno$¢ z materiatem liczbowym,
sumienno$¢ w nauce, a nawet odmienne oddziatywanie nauczyciela na kazde z rodzenstwa.
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Abstract

The possibility to separate signals caused by 511 keV photons created in annihilation of
electron-positron pairs and the so-called prompt photons from nuclei de-excitation is investigated. It
could potentially be used to improve the quality of reconstructed images in the J-PET scanner in 2+1
photon tomography.

Firstly, a research is conducted for several radioisotopes that decay via B+ decay followed
by de-excitation of an excited nucleus. Efficiency, purity and false positive rate are calculated for
each isotope as a function of energy deposited threshold, with a hypothesis that signals caused by 511
keV photons deposit smaller values of energy than the selected threshold, while prompt photons
deposit larger energy than the threshold. Analysis of the results accompanied with physical properties
of radioisotopes suggests using “*Sc, which is the most promising candidate for medical applications.

With the use of GATE and J-POS simulation software, in-phantom scattering was introduced
and the best energy deposited threshold value was estimated to be approximately 375 keV. It
corresponds to almost 100% efficiency for 511 keV signals, 75% purity for 511 keV photons, and
approximately 70% efficiency and purity for prompt photons.

1. Introduction

1.1 Positron Emission Tomography (PET)

Positron Emission Tomography (PET) is a well-established method of medical imaging, used
mainly for cancer and many kinds of brain diseases diagnosis. A patient is given a pharmaceutical
with selected radioactive isotopes attached. Compounds travel through patient’s circulatory system
and accumulate in organs, especially in kidneys and bladder. Due to the high metabolism of cancer
cells, tracer often accumulates there, providing doctors with a tool for detecting diseases. Radioactive
isotopes decay via the B+ process with the emission of positrons — electron’s antiparticles. The
positron annihilates with an electron from patient’s body and their masses are transformed into two
back-to-back emitted photons with 511 keV energy each.
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Photons leave patient’s body and are registered by the PET scanner. Positions and times of
registered photons form the input set to reconstruct the map of the tracer activity, which is then used
in the diagnosis. Radiologists seek for regions of abnormal emission, which are suspected to contain
cancer cells or other malicious processes.

In the first stage of the data reconstruction, the registered signals are filtered according to
several criteria to select the events coming from the two 511 keV photons e.g. by selecting pairs of
signals within some time period. In the next step, the reconstructed positions of interaction with
scintillators are established, and a line of response (LOR) is obtained — it is a straight line in space
that connects points of interaction. The point of emission is located somewhere on a line of response.
The modern PET scanners register not only the position and energy of photons, but also the time of
detection in the scintillator. The position of the emission point can be determined more accurately by
using the Time-of-Flight method, by measuring the difference in time of registering each of the two
signals selected. In principle, if the emission point was located closer to one of the scintillator
detectors, then one of the signals will be registered earlier. The closer the source was, the greater is
the time interval between registration of two signals.

The registered data set will be contaminated with the events coming from other processes,
most notably multiple scattering. There is a high probability that photons created in annihilation
process will be scattered inside patient’s body before reaching the detector. It may also happen that a
photon after scattering in one of scintillator crystals will rescatter in another one. It leads to several
misidentification cases:

1. At least one of the photons will lose a vast amount of energy, so the algorithm will reject it, as
originating from other process than electron-positron pair annihilation.

2. At least one of the photons will change its direction, so the line of response will not contain the
emission point — in extreme cases the LOR can be located totally outside patient’s body.

3. One of the photons will not be registered by the detector.

4, One of the photons will not be registered by the detector, but another photon (e.g. background

originated) will fit into the time window, so an artificial event will be registered.

One photon will scatter twice in different scintillators, and will be treated as two different signals.

6. One of the photons will be correctly registered, however, the second one will scatter twice in
scintillator crystals, but only the second scattering will be registered. One of the endpoints of the
LOR will be wrong.

Besides of the situations listed above, there many other factors that need to be included when
reconstructing an image out of a PET scan. New algorithms are still being developed to decrease the
number of fake signals without loosing too much statistics.

bl

1.2 J-PET experiment

The J-PET project aims at constructing a novel PET scanner based on plastic scintillators
and the dedicated ultra-fast electronics (Moskal et al. 2014; Raczynski et al. 2017; Moskal et al. 2016).
Plastic scintillators are much cheaper compared to crystals used in commercial PET scanners. In
addition, plastic can be produced in larger blocks, which effectively allows to cover a large part of
the patient’s body during single measurement. The excellent timing accuracy of about 100 ps
(http://koza.if.uj.edu.pl/pet/) permits to use the J-PET scanner also for fundamental studies e.g.
discrete symmetries and quantum entanglement (Hiesmayr & Moskal 2017).

In addition to the above mentioned advantages, the J-PET scanner contains many novel
improvements when compared to ordinary PET scanners. In typical PET scanners, scintillation
crystals are located radially, creating rings that increase the size of the device and allow to measure
only small area at once. Plastic scintillation strips of the J-PET scanner are located alongside patient’s
body. Not only it enables to scan a large body part at once, but also decreases the overall size of the
scanner, which opens the possibility to put the J-PET scanner inside other imaging device, such as
Magnetic Resonance Imaging scanner or Computer Tomography scanner. Due to the modular
construction of the scanner, J-PET can be adjusted to fit into different types of external imaging
devices, as well as be adapted for different purposes, for example performing PET scans of large
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animals. The excellent timing resolution of the J-PET scanner will be further improved by using the
silicon multipliers (SIMP).

The current prototype built at the Jagiellonian University laboratory consists of three cylindrical
layers of plastic scintillation strips, each with size 7x19x500 mm”3. The inner layer has radius of
425 mm and contains 48 strips, the second one has radius of 467.5 mm and 48 strips, and the outer
layer has radius 575 mm and 96 strips. The photo of the prototype is visualized in (Fig.1.). The
group at the Jagiellonian University is currently working on constructing a new version of
prototype, which would be more compact and have faster electronics.

‘\‘.A'.':t&‘“!’l

L . : = : . .
Fig. 1. The first full scale prototype of the J-PET scanner. Platic scintillation strips (black) are
visible, as well as photomultiplier tubes (grey) (Niedzwiecki et al. 2017).

1.3 2+1 photon tomography
In this study we evaluate the possibility and usefulness of using radioactive isotopes for
which positron emission is accompanied by the emission of an additional photon from nucleus de-
excitation, the so called prompt photon. For such radioisotopes B+ decay can be represented in the
following way:

A * A
Z_1Y —+7_1 Y + Yprompt s

where * superscript denotes excited nucleus. Positron created in a B+ decay annihilates with electron,
and two back-to-back photons are emitted. The excited nucleus de-excites:

and a prompt photon is emitted. The energy of the prompt photon is specific for a given
isotope. Some radioisotopes can emit prompt photons with one of a few energies, however, in this
study only isotopes that emit only one type of prompt photons are taken into account.

In typical PET scanners the events with the registered prompt photons are discarded as
unwanted background. In case of the J-PET scanner, the class of three-photon events with the
registered prompt photon can be used to improve the image quality. It is based on a critical
assumption: the emission of a prompt photons takes place in a short time after the electron-positron
annihilation, and nearby. This allows us to treat both processes as a single event consisting of emission
of two 511 keV back-to-back photons and a single prompt photon, with the given de-excitation
energy, and an isotropic momentum distribution. The registration of three gamma quanta would allow
to further reduce the uncertainty of the emission point location, and leads to the drastic improvement
in the image accuracy with respect to the two-photon tomography.

2. Methods

2.1 Simulation framework

All results presented in this study are obtained using a dedicated Monte Carlo simulation framework
based on Cern Root 6, called J-POS (https://github.com/JPETTomography/j-pet-ortho-simulations).
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It is optimized for fast simulations of photon production and Compton scattering. The latest version
is capable of simulating:

Single photon emission, with a specific energy, in one of isotropically distributed directions,

2-photon emission from positron-electron annihilations,

3-photon decays of 0-Ps (ortho-positronium) systems,

2+1 photon events from beta decays accompanied by nucleus de-excitation. Simulations of
radioisotopes, which emit prompt photons with different energies, are possible, however, in this study
only those that emit prompt photons with single specific energy are considered.

Smearing of the deposited energy in scintillators, due to finite detectors’ efficiency, is
implemented using experimentally derived formula:

where E is the energy deposited by incident photon prior to scattering. The energy of the

p(E) = Gauss(u = E, ¢ = 0.044VE),
scattered photon is randomly generated using the above probability density function. The main source
of the background in the PET examination comes from the events in which at least one of the photon
is scattered already in the patient’s body.

For the purpose of this study, we simulate a simple spherical phantom filled with water.
Although, the J-POS simulation framework does not implement full phantom simulation, the change
of energy of photons due to initial scattering was considered, assuming that a certain (constant)
fraction of all detected photons undergo the scattering in the phantom. The fraction of scattering
events is established using GATE simulation software package

Tab. 1. Radioisotopes taken into account

Isotope Tz Energy of prompt photon [keV] Prompt photon emission probability [%]
140 71.0s 2312 994
2Na 2.60y 1275 99.9
43¢ 3.97h 1157 100
8Ga 67.8 m 1077 1.35

2.1 Aim of the study

The study is conducted to check how efficiently the prompt de-excitation photon can be
distinguished from 511 keV photons based only on the spectra of energy deposited in scintillation
strips. Also, the influence of the background coming from the photons scattered in the human body is
estimated. Four promising isotopes (Hernandez et al. 2014; Lang et al. 2014) listed in (Tab. 1.) are
considered.

If we propose the hypothesis that photons from both processes can be separated by using a
single threshold on the deposited energy, then prompt photons are selected by having deposited an
energy greater than the threshold, whereas 511 keV lower than the threshold. This suggests using a
binary classification for both types of photons.

Tab. 2. Definition of True/False positive/negative terms using a binary classification.

REAL CONDITION

POSITIVE NEGATIVE
PREDICTED POSITIVE True positive (TP) False positive (FP)
CONDITION NEGATIVE False negative (FN) True negative (TN)
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For this purpose we define the following quantities:

M True positive rate (TPR/sensitivity/efficiency) — probability of detection:

TP

TPR= ———
TP+ FN

@ Positive predictive value (PPV/purity) — precision rate:

TP

PPV = —————
TP+ FP

@ False positive rate (FPR) — false alarm rate:

FP
FPR= ————
TN+ FP
We show in the following sections how these quantities allow the separation between different
processes.

3. Results and discussion

3.1 Studies of deposited energy spectra of different radioisotopes

The first step of analysis is to compare the deposited energy spectra for selected radioisotopes
and to check the possibility to separate signals coming from 511 keV photons from those caused by
prompt photons. The process of scattering inside patient’s body was not considered. It can be clearly
seen from (Fig. 2.) that providing a single threshold on the deposited energy can separate photons in
such a way that almost all signals from 511 keV photons would have smaller values than the threshold
energy, while the majority of signals from prompt photons would deposit energy greater than the
threshold value.

Simulated spectrum of the deposited energy in plastic scintillator
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Fig. 2. Spectra of the deposited energy of different radioisotopes. The spectrum of 511 keV is added
as a reference. All spectra were smeared according to experimental derived formula and normalized
such that the sum of all entries from 511 keV photons add up to one. Spectra for other isotopes were
scaled to match the probabilities of prompt photon emission, listed in (Tab. 1.).

To find the optimal value of threshold and to compare different isotopes, two types of plots

were plotted in (Fig. 3-6.): purity and efficiency for both types of photons as a function of the energy
of threshold, and the so-called ROC (Receiver Operating Characteristics) curve, defined as efficiency
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vs fall-out value. ROC curves are useful in statistical data analyses. The points that are close to upper
left corner of the ROC plot correspond to the best classification (high efficiency and small fall-out).
It can be seen from the ROC plots in (Fig. 3.) that the best separation can be obtained for 14O
radioisotope. For %8Ga one can obtain, by taking the value of threshold around 425 keV, very good
purity for both prompt and 511 keV photons, with almost 100% efficiency for 511 keV photons and
an acceptable loss of efficiency for prompts. Results for 4Sc and ?Na are similar, but not as good as
for 140 and %8Ga.
Unfortunately, the probability of prompt photon emission for 8Ga is very small (c.a. 1%), which
makes it non-applicable for 2+1 photon tomography. Similarly, short half-life time for 14O (71s)
discards it. Out of the two isotopes left, “*Sc is more suitable for medical use due to half-life time of
approximately 4h, compared to over 2 years for ?Na.

Efficiency and purity for 511 keV and prompt photons,*0 ROC curves for 511 keV and prompt photons, 0
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60,00 60,00
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Fig. 3. Efficiency and purity as a function of deposited energy threshold value (left) and ROC
curves (right) for 0.
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Fig. 4. Efficiency and purity as a function of deposited energy threshold value (left) and ROC
curves (right) for 2Na.
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Efficiency and purity for 511 keV and prompt photons, *Sc ROC curves for 511 keV and prompt photons, “Sc
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Fig. 5. Efficiency and purity as a function of deposited energy threshold value (left) and ROC curves
for #4Sc.

Among the four radioisotopes, the performed studies show that 44Sc is the most promising
candidate for the medical 2+1 photon tomography. The research presented in the following sections
of this article is conducted only for 4Sc radioisotope.

Efficiency and purity for 511 keV and prompt photons, “Ga ROC curves for 511 keV and prompt photons, *Ga
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Fig. 6. Efficiency and purity as a function of deposited energy threshold value (left) and ROC curves
(right) for 68Ga. The efficiency for 511 keV signals is almost 100%, because of the very low emission
probability of prompt photon for 68Ga, resulting in low number of prompt photons compared to the
number of photons created in annihilation processes.

3.2 Determination of the fraction of scattered events in the body phantom for 44Sc

In a realistic medical examination some fraction of photons, produced in electron-positron
annihilation and nucleus de-excitation processes, is scattered inside patient’s body. These photons
cannot be used to reconstruct the location of the emission point, and create an unwanted background.
In this study a rough approximation of such background is made, by adding to signal spectra of 511
keV and prompt photons after a single Compton scattering process. These spectra are weighted using
ratios of numbers of in-phantom scattered photons to all registered. Ratios were obtained using Gate
simulation software (http://www.opengatecollaboration.org) for ball-shaped water-based phantom,
for four different radii. The results are presented in (Fig. 7.) together with theoretical formula for
linear absorption, given by:
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One can see from (Fig. 7. left part) that ratios obtained using GATE simulations have greater values

- - - Tatéo = l _ e_pz - - - - - - -
than theoretical predictions, however, the general characteristic of both distributions seems similar.
Indeed, one can easily find, that results of the simulation follow the same formula, but with
absorption factors scaled according to:

Hirm = 1.21. Htheory

Baim = L2 keory

One can see in (Fig. 7. Right part) that after scaling the theoretical absorption coefficient,
simulated data match theoretical prediction perfectly.

3.3 Deposited energy spectrum for #4Sc with in-phantom scattering

The spectrum of energy deposited for #4Sc is presented in (Fig.8.)
A background resulting from 511 keV is included, in addition to prompt photons that were initially
scattered inside phantom with radius equal to 100 mm.

Simulated deposited energy spectra for phantoms with radius of 50 mm, 150 mm and 200
mm look very similar. One can see from (Fig. 8.) that the background from scattered 511 keV can
be removed by applying a single selection and disregarding signals with deposited energy lower
than 200 keV. In contrary, the contribution from in-phantom scattered prompt photons cannot be
removed in such way. However, one can safely assume that above approximately 750 keV all
signals come from non-scattered prompt photons. Therefore, threshold should be located
somewhere between 200 keV and 750 keV as it is presented in (Fig. 9.).

Ratios of in-phantom scattered to all registered  Ratios of in-phantom scattered to all registered
100 100
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80 80 /
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g —
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& 10 e § 20 511keV
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30 == theory 1157 30 == theory 1157
keV keV
20 ) _ scattered/all 20 scattered/all
MC simulation 1157 keV MC simulation 1157 kel
10 10
0 0
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 40 B0 80 100 120 140 160 180 200 220

Radius [mm] Radius [mm]

Fig. 7. Ratios of numbers of in-phantom scattered photons to all registered for 511 keV and
prompt photons for #4Sc. Theoretical estimations for linear absorption process are also included.
The right image presents curves for which absorption coefficients are scaled according to
formula psim = 1.21vtneory.
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Simulated deposited energy for ‘Sc with phantom, r=100mm

10035 P— —— 511 keV

0.03 —— prompt

' +— scattered 511 keV
—— scattered prompt
0.02 Ny total

Avrbitrary units

0.8 e
Deposited energy [MeV]

Fig. 8. Energy deposited spectrum for 44Sc with phantom, with radius 100 mm. Constributions from
511 keV and 1157 keV photons are presented, both in-phantom scattered and unscattered signals. The
total (summed) spectrum is also provided.

3.4 Optimal threshold value
To estimate the optimal deposited energy value for threshold, plots of efficiency, purity and

ROC curves are plotted, similarly to section 3.1. They are presented in (Fig. 10.) and (Fig. 11.). The
plots presented in (Fig. 10.) and (Fig. 11.) differ from plots presented in section 3.1 for “Sc,

because they include background from prompt photons scattered in the phantom
(background from in-phantom scattered 511 keV photons is removed by selecting only
signals with deposited energy value greater than 200 keV). One of the possible criteria for
electing the best classification is to choose the threshold value corresponding to the cross-
section of ROC curves for prompt and 511 keV photons. The value of deposited energy
threshold for that point is about 325 keV and corresponds to the intersection of efficiency
curves in (Fig. 10.).

Simulated deposited energy for *“*Sc with phantom, r=100mm

MC simulation —— 511 keV
—— prompt
—— scattered 511 keV

Arbitrary units

—— scattered prompt

total

0.8 i 12
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Fig. 9. Energy deposited spectrum for 44Sc with phantom, with radius 100 mm.
Example value of threshold energy is denoted by the vertical line. The interesting region
for threshold optimization is 200-750 keV.
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Efficiency and purity as a function of threshold energy
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Fig. 10. Efficiency and purity for 44Sc with a water phantom with radius of 100 mm.
ROC curve for 511 keV and 1157 keV photons
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Fig. 11. ROC curve plot for 44Sc with a water phantom with radius of 200 mm used.

Other criteria, is to treat signals from 511 keV photons as the main source of the information,
while signals caused by prompt photons as an additional one. It corresponds to maximizing efficiency
for 511 keV photons, and thus choosing for instance the threshold value around 375 keV, for which
purity and efficiency curves of 1157 keV photons intersect.

4. Conclusions

Results of the study confirm that #‘Sc isotope is a good candidate for the 2+1 photon tomography. It
is possible to efficiently distinguish between 511 keV and high-energetic 1157 keV photons based
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only on the spectrum of deposited energy in plastic scintillation strips, with deposited energy
threshold set to ca. 375 keV. It enables to achieve almost 100% efficiency and 75% purity for 511
keV photons, while obtaining approximately 70% efficiency and purity for prompt photons. The half-
life time for “*Sc is approximately 4 hours, which is enough to transport radioisotopic materials to
hospitals and health centers and to conduct medical examination. The contribution to energy deposited
spectra from phantom-scattered 511 keV photons can be removed by simply selecting only signals
with deposited energy larger than 0.2 MeV. The contribution from in-phantom scattered prompt
photons cannot be removed in a similar manner. They form a linear background contributing by a
factor of 13% to the overall statistics.

Due to the excellent J-PET angular resolution (~ 1 degree), the reconstructed information
about the photon detection position can be used to construct statistically independent method based
on the angular dependence of detected photons, that can be used to further reduce the background
coming from the scattering prompt photons. The
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Nauki techniczne i inzynieryjne - Czg¢$¢ V (online: ISBN 978-83-66139-16-9; druk: ISBN 978-83-66139-17-6)
Nauki humanistyczne i spoteczne - Czgs¢ I (online: ISBN 978-83-65917-83-6; druk: ISBN 978-83-65917-82-9)
Nauki humanistyczne i spoteczne - Czg$¢ 11 — Ekonomia, dziatalno$¢ gospodarcza i bankowos¢

(online: ISBN 978-83-65917-84-3; druk: ISBN 978-83-65917-85-0)

Nauki humanistyczne i spoteczne - Czg$¢ III (online: ISBN 978-83-65917-86-7; druk: ISBN 978-83-65917-87-4)
Nauki humanistyczne i spoteczne - Czg¢$¢ IV — Pedagogika, edukacja, rodzina

(online: ISBN 978-83-65917-89-8; druk: ISBN 978-83-65917-88-1)

Nauki humanistyczne i spofeczne - Czg$¢ V — Prawo i administracja

(online: ISBN 978-83-65917-90-4; druk: ISBN 978-83-65917-91-1)
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