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Przedmowa

Szanowni Panstwo, wydawnictwo ,Mtodzi Naukowcy” oddaje do rak czytelnika kolekcje
monografii naukowych dotyczacych szerokiego spektrum nauk. Znajduja si¢ tutaj pozycje dotyczace
nauk medycznych i nauk o zdrowiu, nauk przyrodniczych, nauk technicznych i inzynieryjnych oraz
szeroko pojetych nauk humanistycznych i spotecznych.

W prezentowanych monografiach poruszany jest bardzo szeroki przekroj zagadnien, jednak
kazda z osobna sklada si¢ z kilkunastu rozdzialow, spdjnych tematycznie, dajacych jednoczesnie bardzo
dobry przeglad tematyki naukowej jaka zajmuja si¢ studenci studiow doktoranckich lub ich najmtodsi
absolwenci, ktorzy uzyskali juz stopien doktora.

Czytelnikom zyczymy wielu przemyslen zwigzanych ztematyka zaprezentowanych prac.
Uwazamy, ze doktoranci i mtodzi badacze z pasja i bardzo profesjonalnie podchodza do swojej pracy,
a doswiadczenie jakie nabierajg publikujac prace w monografiach wydawnictwa , Mtodzi Naukowcy”,
pozwoli im udoskonala¢ swoj warsztat pracy. Dzieki temu, z pewnoS$cia wielu autoréw niniejszych prac,
z czasem zacznie publikowaé prace naukowe w prestizowych czasopismach. Przyczyni si¢ to zar6wno
do rozwoju nauki, jak i kazdego autora, budujac jego potencjat naukowy i 0sobisty.

Redakcja
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1. Dabigatran - lek przeciwzakrzepowy nowej generacji
Dabigatran - a new generation anticoagulant

Balawejder-Bisto Anna®, Homa Katarzyna®, Cisto Paulina®, Bzdzion Damian®, Bulanda Anna®),
Parys Wioletta®

(K oto Naukowe przy Zaktadzie Chemii Analitycznej, Katedra Chemii Ogolnej i Analityczne;j,
Wydziat Nauk Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach
(@Zaktad Chemii Analitycznej, Katedra Chemii Ogdlnej i Analitycznej, Wydziat Nauk
Farmaceutycznych w Sosnowcu, Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach

Balawejder-Bisto Anna: anulabalawejder@gmail.com
Stowa kluczowe: NOAC, Pradaxa, Trombina, Zakrzep, Udar

Streszczenie

Doustne leki przeciwzakrzepowe nowej generacji okreslane jako NOAC (non-vitamin K oral
anticoagulants), czyli doustne antykoagulanty niebedace antagonistami witaminy K sa
reprezentowane przez cztery substancje, tj. dabigatran, riwaroksaban, apiksaban i edoksaban.

Dabigatran jest syntetycznym, odwracalnym 1 bezposrednim inhibitorem aktywnosci
trombiny. W lecznictwie stosuje si¢ eteksylan dabigatranu, ktory jest nieaktywnym prolekiem,
ulegajacym w watrobie przemianie do aktywnego dabigatranu. W Polsce wystgpuje w preparacie
Pradaxa w postaci kapsutek twardych. Pradaxa jest lekiem stosowanym do zapobiegania tworzeniu
si¢ zakrzepdw krwi w zytach u 0séb dorostych, u ktorych przeprowadzono operacj¢ wymiany stawu
biodrowego lub kolanowego, zapobiegania udarowi i zatorowo$ci systemowej u 0sob dorostych,
u ktorych wystepuje nieprawidlowe bicie serca zwane "niezastawkowym migotaniem przedsionkéw"
oraz w leczeniu zakrzepicy zyl glebokich i zatorowo$ci plucnej. Dabigatran jest w tej chwili
popularnym lekiem przeciwzakrzepowym. Prowadzone sg juz badania nad nowszymi lekami jednak
ich skuteczno$¢ musi by¢ jeszcze potwierdzona w kolejnych fazach badan klinicznych.

1. Wstep

Dabigatran to lek przeciwzakrzepowy, ktory jest syntetycznym, odwracalnym
i bezpo$rednim inhibitorem aktywnoS$ci trombiny. Jego nazwa chemiczna zgodna z IUPAC to: N-
{[2-((p-amidynoanilino)metylo)-1-metylo-5-benzimidazolilo]lkarbonylo}-N-2-pirydoloalanina.

Lek ten w postaci eteksylan dabigatranu, zostal wpisany do rejestru przez FDA, czyli
Amerykanska Agencje ds. Zywnoéci i Lekow w 2010 roku. Dabigatran jest pierwszym
zarejestrowanym lekiem zaliczanym do doustnych antykoagulantow niebedacych antagonistami
witaminy K (non-vitamin K oral anticoagulants, NOAC). Badania, ktore doprowadzity do
wprowadzenia do leczenia nadmiernej krzepliwos$ci, skupialy si¢ na tym by wytworzy¢ syntetyczny
zwiazek o malej masie czasteczkowej, ktory bytby w stanie w selektywny sposob zahamowac swoiste
inhibitory czynnikow krzepnigcia. Leczenie za pomocg NOAC przynosi duzo korzysci w porownaniu
z lekami starszej generacji, takimi jak heparyna, ktore wigzato si¢ z podaniami podskérnymi. Doustne
antykoagulanty wykazuja szybszy poczatek i koniec dziatania. Dodatkowo, ich stosowanie nie wigze
si¢ z koniecznos$cig regularnej kontroli uktadu krzepnigcia krwi (Witkowski i in. 2016).

2. Przeglad literatury

2.1 Mechanizm dzialania

Istotny postep w zakresie leczenia powiktan zakrzepowych stworzyty nowe leki dziatajace
na kluczowe etapy kaskady krzepnigcia. Oczekiwania sa wysokie, poniewaz ich wlasciwo$ci moga
pozwoli¢ na skuteczne, bezpieczne i tatwe kontrolowanie aktywnos$ci czynnikow krzepnigcia. Jednym
z krytycznych etapéw wykrzepiania jest dzialanie trombiny, ktéora powoduje przejscie fibrynogenu
w fibryng. Ponadto trombina aktywuje czynnik XIIl stabilizujacy skrzep, dzigki ktoremu
rozpuszczalna fibryna staje si¢ forma stabilizowana. Eteksylan dabigatranu jest
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drobnoczasteczkowym prolekiem pozbawionym dziatania farmakologicznego. Dopiero po podaniu
doustnym substancja ta szybko si¢ wchtania i ulega przemianie do aktywnej formy w reakcji
katalizowanej przez esterazy osoczowe. Dabigatran reprezentujagcy nowg generacje lekow
przeciwzakrzepowych charakteryzuje si¢ bardziej wybidrczym mechanizmem dziatania
W poréwnaniu do antagonistoéw witaminy K. Opiera si¢ on na bezposrednim hamowaniu jednego
z czynnikéw kaskady krzepnigcia. W przypadku dabigatranu jest to czynnik Ila, czyli trombina.
Dziata przez konkurencyjne i odwracalne wigzanie si¢ z miejscem aktywnym trombiny ludzkiej
W sposob zalezny od dawki i stgzenia. Tym sposobem zapobiega przeksztatceniu fibrynogenu przez
trombing w jego aktywna forme czyli fibryne. Skutkiem tego dziatania jest hamowanie rozwoju
zakrzepu. Wiazac si¢ w bezposredni sposob z czasteczka trombiny powoduje inaktywacje nie tylko
wolnej frakcji trombiny, ale takze trombiny zwigzanej z zakrzepem, zabezpieczonej przed wplywem
heparyny i odpowiedzialnej za powigkszanie si¢ zakrzepow (Nagarakanti i Ellis 2012; Kapil et al.
2017).

Obecnie stosowane antykoagulanty mimo zadowalajacych efektow  terapeutycznych
stwarzaja ryzyko krwawien. W zwiazku z tym nadal istnieje zapotrzebowanie na leki
przeciwzakrzepowe o zmniejszonej czgsto$ci wystepowania powiklan krwotocznych, z matym
klirensem nerkowym lub z jego brakiem oraz z mozliwoscig thumienia krzepnigcia wywotanego przez
urzadzenia medyczne, takie jak mechaniczne zastawki serca lub centralne cewniki zylne. Aby
osiggnaé ten cel, uwaga zostata przesunigta dalej w gore szlaku krzepnigcia. Wyniki badan fazy 2
z IONIS-FXIRx i osocimabem stanowiag dowdd na stusznos¢ koncepcji dla FXI (czynnika XI) jako
nowego celu badan nad lekami przeciwzakrzepowymi. Czynnik ten jest prawdopodobnie gtownym
czynnikiem powodujacym zakrzepicg pooperacyjng. Skuteczno$¢ hamowania FXI w tym ustawieniu
sugeruje, ze aktywacja zwrotna FXI przez trombing jest wazna dla wzrostu i stabilizacji zakrzepu.
Pozostaje do ustalenia czy profile korzysci do ryzyka inhibitoréw FXI przewyzszaja profile DOAC
(doustnych bezposrednich antykoagulantéw). Bezposrednie badania pordwnujace inhibitory FXI
z DOAC beda wymagaly duzej liczby pacjentdw w celu ustalenia czy inhibitory FXI s3 co najmniej
tak samo skuteczne jak DOAC, ale wiaza si¢ z mniejszym krwawieniem (Fredenburgh et al.. 2021).

2.2 Wilasciwosci farmakokinetyczne
Wchtanianie

Eteksylan dabigatranu jest stosowany w postaci kapsulek zawierajacych peletki, co
poprawia jego wchlanianie z przewodu pokarmowego. Po podaniu doustnym prolek ulega
rozszczepieniu w osoczu 1 watrobie na drodze hydrolizy enzymatycznej. Konwersja jest catkowita,
na co wskazuje fakt, ze prolek i jego produkty posrednie sa prawie niewykrywalne w osoczu
zdrowych uczestnikow. Enzymy Cyp450 i oksydoreduktazy nie sg zaangazowane w ten proces, co
zmniejsza ryzyko wystapienia interakcji z innymi lekami. Bezwzgledna dostgpnos$¢ biologiczna
eteksylanu dabigatranu po podaniu doustnym wynosi od 3 do 7% i jest niezalezna od dawki. Czas
potrzebny do osiggnigcia stezenia maksymalnego u zdrowych ochotnikéw wynosi od 0,5h do 2h.
Pokarm nie wptywa na dostgpnos¢ biologiczng leku, ale wydtuza czas niezbgdny do osiggniecia Cmax
0 2h. Jednocze$nie podawane inhibitory pompy protonowej zmniejszaja catkowity wptyw na
organizm 0 20-25%. U pacjentow po przebytej artroplastyce stawu biodrowego szybkos¢ wchtaniania
dabigatranu jest zmniejszona (Cmax jest osiagane po 6h), za co odpowiada porazenie mig$niowki
przewodu pokarmowego i zmiany pH. Zjawisko to pozwala zredukowaé ryzyko krwawien po
wczesnym pooperacyjnym podawaniu eteksylanu dabigatranu. W kolejnych dniach po zabiegu
dabigatran ulega wchtanianiu z szybkoscia charakterystycznag dla zdrowych ochotnikow (Stangier
2008; http://leki.urpl.gov.pl/files/25_PRADAXA_kap_tw.pdf).

Dystrybucja

Stezenie dabigatranu w osoczu zmniejsza si¢ dwuwyktadniczo. Po 4-6 h od podania spada
do wartosci ponizej 30% stgzenia maksymalnego. U zdrowych ochotnikoéw w podesztym wieku
utrzymuje si¢ na tym poziomie przez 12-14h po podaniu. Po tym nastgpuje faza eliminacji, w ktorej
$redni okres pottrwania wynosi 11h i nie zalezy od dawki. Dabigatran wigze si¢ z biatkami osocza

w 35%, a warto$¢ ta nie zalezy od stezenia. Lek ulega umiarkowanej dystrybucji tkankowej, na co
wskazuje objetos¢ dystrybucji, ktora wynosi od 60 do 70 L i przekracza objetos¢ catkowitej ilosci
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wody zawartej w organizmie. U pacjentdw ortopedycznych na pozorng objetos¢ dystrybucji nie
wpltywa masa ciala, pte¢, lub parametry kliniczne (Stangier 2008;
http://leki.urpl.gov.pl/files/25_PRADAXA kap_tw.pdf).

Biotransformacja i eliminacja

Dominujaca drogg eliminacji niezmienionego dabigatranu jest wydalanie z moczem, czego
dowiedziono podajac zdrowym mezczyznom produkt znakowany radioaktywnie. W ten sposob
eliminowane jest okolo 80% dawki dozylnej. Pozostata czg$¢ ulega sprzgganiu z kwasem
glukuronowym i w postaci acyloglukuronidow jest wydalana z zolcia. Koniugaty te w postaci
czterech izomerdw pozycyjnych wykazuja aktywno§¢ farmakologiczng zblizona do wolnego
dabigatranu (Stangier2008;http://leki.urpl.gov.pl/files/25_PRADAXA_kap_tw.pdf).

Specjalne grupy pacjentow:

Pacjenci w podeszlym wieku

U zdrowych pacjentow catkowity wplyw leku na organizm jest 40-60% wigkszy, a Crmax
0 ponad 25% u 0s6b starszych niz mlodszych, co odzwierciedla zwigzane z wiekiem zmniejszenie
klirensu kreatyniny.

Pacjenci z niewydolno$cig nerek

Catkowity wptyw dabigatranu na organizm ochotnikéw z umiarkowang niewydolnoscia
nerek jest okoto 2,7 razy wigkszy niz u zdrowych ochotnikdw, a u pacjentéw z cigzka niewydolnoscia
nerek ok. 6 razy wigkszy, przy dwukrotnie wydluzonym okresie poltrwania.

Pacjenci z niewydolnoscig watroby

Nie zaobserwowano istotnych zmian we wplywie dabigatranu na pacjentow
z niewydolnoscia watroby.

Masa ciata

Minimalne st¢zenia dabigatranu sa o ok. 20% nizsze u pacjentow o masie ciala wigkszej niz
100 kg, niz u osoéb, ktéorych waga miesci si¢ w zakresie 50-100 kg. Ograniczone doswiadczenie
kliniczne u pacjentow ponizej 50 kg, lub powyzej 110 wskazuje, ze nie ma potrzeby dostosowywania
dawki.

Pleé

Nie zaleca si¢ modyfikowania dawki w zalezno$ci od pici, ze wzgledu na zwigkszony 0 40-
50% prewencyjny wplyw leku na powiktania zakrzepowo-zatorowe u kobiet.

Pochodzenie etniczne

Wiasciwosci farmakokinetyczne dabigatranu nie rdéznig si¢ u pacjentdw o roéznym
pochodzeniu etnicznym (Stangier 2008; http://leki.urpl.gov.pl/files/25_PRADAXA_kap_tw.pdf).

2.3 Postacie dostgpne w Polsce

Dabigatran jest lekiem stosowanym doustnie. W Polsce wystepuje w preparacie Pradaxa
w postaci kapsulek twardych w dawce 75 mg, 110 mg lub 150 mg przeznaczonych dla dorostych
i dzieci powyzej 12 roku zycia. Natomiast dzieci ponizej 12 roku zycia przyjmuja go w postaci
granulatu powlekanego. Ponadto dla dzieci ponizej 1 roku zycia dostgpny jest proszek
i rozpuszczalnik do sporzadzania roztworu doustnego. Jest lekiem dostepnym na recepte
(https://www.ema.europa.eu/en/documents/overview/pradaxa-epar-medicine-overview_pl.pdf).

2.4 Wskazania do stosowania

Lek Pradaxa zawierajacy dabigatran jest stosowany do:

— zapobiegania tworzeniu si¢ zakrzepow krwi w zylach u o0s6b dorostych, u ktérych
przeprowadzono operacj¢ wymiany stawu biodrowego lub kolanowego;

— zapobiegania udarowi (spowodowanemu przez zakrzep krwi w mozgu) i zatorowosci
systemowej (zakrzep krwi w innym narzadzie) u oséb dorostych, u ktérych wystepuje
nieprawidlowe bicie serca zwane "niezastawkowym migotaniem przedsionkéw" i u ktérych
uwaza sig, ze istnieje ryzyko wystgpienia udaru;
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— leczenia zakrzepicy zyt glebokich (DVT, zakrzep krwi w zyle glgbokiej, zwykle w nodze) i
zatorowosci plucnej (PE, zakrzep w naczyniu krwiono$nym zaopatrujacym ptuca) u osob
dorostych oraz zapobiegania ponownemu wystapieniu tych stanow;

— leczenia zakrzepow krwi w zylach i zapobiegania ich ponownemu wystapieniu u dzieci
(https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/pradaxa#authorisation-details-
section).

2.5 Dziatania niepozadane

Krwawienie jest najcze$ciej wystgpujacym dziataniem niepozadanym po stosowaniu
eteksylanu dabigatranu. Dotyczy ono gtéwnie 0s6b po 75 roku zycia. Wynika to prawdopodobne ze
specyfiki metabolizmu tego zwiagzku. Substancja ta jest szybko wchlaniana i hydrolizowana do
aktywnej czasteczki dabigatranu przez esterazy nienalezace do uktadu mikrosomalnego P450.
Eteksylan dabigatranu jest substratem dla glikoproteiny P. Jest on w 80% wydalany przez nerki
w postaci niezmienionej. W jego przemianie w dabigatran prawdopodobnie uczestniczy glikoproteina
P oraz kaseta wigzaca ATP, podrodzina B, cztonek 1 (ABCBI), oraz enzym metabolizujacy,
karboksyloesteraza 1 (CES1).

Wraz z objawami krwawienia, poza zmianami parametréw hematologicznych, mogg takze
wystgpowac takie dolegliwosci jak: ogdlne ostabienie, zawroty i bole glowy, blado$¢, niewyjasniony
obrzek, duszno$ci oraz wstrzas. Ponadto czgsto wystepujacymi dziataniami niepozadanymi sg np.
zmniejszenie st¢zenia hemoglobiny czy zaburzenia czynno$ci watroby, pojawiajace si¢ gtownie
u chorych stosujacych dabigatran celem zapobiegania zylnym powiklaniom zakrzepowo-zatorowym
u dorostych po aloplastyce stawu kolanowego lub biodrowego.

Natomiast u pacjentdow stosujacych ten zwigzek w profilaktyce udaru mozgu i zatorowosci
systemowej z migotaniem przedsionkéw, oprocz réznego rodzaju krwawien, mozna spotkaé si¢
z niedokrwisto$cig, matoptytkowoscig, biegunka i nudnosciami, a takze wysypka i $wigdem. Z kolei
podczas leczenia zakrzepicy zyt glebokich i zatorowosci plucnej oraz podczas zapobiegania
nawrotom zakrzepicy zyt glebokich i zatorowos$ci plucnej u dorostych, ujawni¢ moga si¢ rowniez
wszelkiego rodzaju krwawienia oraz biegunka, nudnosci, niestrawno$¢, bol brzucha czy owrzodzenie
catego uktadu pokarmowego (http:/leki.urpl.gov.pl/files/25_PRADAXA_kap_tw.pdf).

Wady zastawki serca

Z uwagi na brak badan, nie zaleca si¢ stosowania dabigatranu w profilaktyce zdarzen
zakrzepowo-zatorowych u 0s6b z migotaniem przedsionkow i innych wad zastawkowych serca,
W tym u 0s6b z bioproteza zastawki serca.

Choroba wrzodowa, aktywne krwawienie

Przeciwwskazane jest stosowanie dabigatranu w przypadku powaznego, aktywnego
krwawienia. W chorobie wrzodowe] nalezy ostroznie stosowaé ten lek, z uwagi na mozliwo$¢
wystapienia krwawienia.

Zaburzona czynnos$¢ nerek

Nalezy stosowa¢ lek ostroznie u pacjentow z zaburzong czynnoscia nerek oraz
dializowanych, z uwagi na mozliwe zwigkszenie aktywnosci przeciwzakrzepowej i okresu poitrwania
dabigatranu. Zaleca si¢ zmniejszy¢ dawke leku u pacjentow z cigzka niewydolno$cia nerek (CrCl 15-
30 mLmin) (https://www.drugs.com/drug-interactions/dabigatran.html).

2.6 Interakcje
Interakcje z lekami

Dabigatran wykazuje prawie 300 interakcji z innymi lekami, w tym 96 bardzo powaznych.
Diltiazem, dronedaron, czy inne leki stosowane w zaburzeniach rytmu serca, moga zwickszac
dziatanie dabigatranu i jego stgzenie we krwi. Polaczenie tych lekéw moze zwigkszy¢ ryzyko
wystgpienia anemii i powiktan krwotocznych. Z kolei stosowanie escitalopramu razem
z dabigatranem moze zwicksza¢ ryzyko krwawienia. Interakcja jest bardziej prawdopodobna
w przypadku oséb w podesztym wieku lub z chorobami nerek lub watroby. Cyklosporyna, a takze
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leki przeciwgrzybicze, jak itrakonazol czy ketokonazol, moga znaczaco zwigkszaé ste¢zenie
dabigatranu we krwi. Moze to zwigkszy¢ ryzyko powaznych dzialan niepozadanych, takich jak
anemia i powiktania krwotoczne. Stosowanie dabigatranu razem z ibuprofenem, a takze innymi
niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (NLPZ) moze zwigksza¢ ryzyko krwawienia, w tym
ciezkiego, a takze $miertelnego krwotoku. Natomiast stosowanie mifepristonu razem z dabigatranem
moze zwigksza¢ ryzyko i/lub nasilenie krwawienia z pochwy u kobiet. Diugotrwate, obfite
krwawienie moze wymaga¢ natychmiastowego leczenia  (https://www.drugs.com/drug-
interactions/dabigatran.html).

Interakcje z pozywieniem, suplementami

Stosujac dabigatran nalezy unika¢ zidt i suplementow o dzialaniu przeciwzakrzepowym,
takich jak: czosnek, imbir, borowka, mitorzab dwuklapowy. Nie nalezy stosowac ziela dziurawca,
ktére moze obnizaé stgzenie dabigaranu w surowicy.

2.7 Zastosowanie riwaroksabanu, edoksabanu oraz apiksabanu

Oprocz dabigatranu nowymi doustnymi lekami przeciwzakrzepowymi sg ksabany. Sg one
wybidrczymi, bezposrednimi inhibitorami czynnika Xa. Dzigki swojemu mechanizmowi dziatania
hamuja kaskade krzepnigcia krwi, ale w porownaniu do antagonistow witaminy K, nie wywotuja
zakrzepOw w poczatkowej fazie stosowania (https://journals.viamedica.pl/polski_przeglad
_neurologiczny/article/view/47207/36507). U pacjentéw z migotaniem przedsionkdéw, w profilaktyce
przeciwzakrzepowej, najczeéciej stosowanym lekiem jest warfaryna, ktora jest lekiem starszej
generacji. Jednak w ostatnich latach zintensyfikowane zostaty prace nad wykorzystaniem ksabanoéw
tj. riwaroksabanu, apiksabanu i edoksabanu, ktore posiadaja szereg zalet (Lii et al. 2018).

Riwaroksaban jest lekiem z wyboru w zapobieganiu udarom moézgu w niezastawkowym
migotaniu przedsionkéw. Lek ten posiada unikalny sposob eliminacji, dwie trzecie wchtanianej dawki
ulega metabolizmowi z udziatem CYP4A4/2J2, a pozostata czgs¢ za posrednictwem glikoproteiny P
ulega wydalaniu w postaci niezmienionej z moczem. Wigze si¢ to z ryzykiem krwawienia, poniewaz
klirens riwaroksabanu jest podatny na zmienno$¢ patofizjologiczng i zwigzang z podawaniem innych
lekow (Cheong et al. 2019).

Edoksaban posiada podobne zastosowanie. Wykazuje wzgledng skuteczno$é
i bezpieczenstwo w porownaniu z warfaryng, co moze uczyni¢ go mniej kosztowng alternatywg dla
tego leku. Jego dziatanie rozpoczyna si¢ szybko po podaniu. Podobnie jak riwaroksaban i apiksaban
jest substratem dla glikoproteiny P, ale w przeciwienstwie do nich jest w minimalnym stopniu
metabolizowany z udziatem cytochromu CYP3A4, co zdecydowanie zmniejsza jego podatno$¢ na
interakcje (Cervantes 2019).

Apiksaban jako jedyny z doustnych Ilekow przeciwzakrzepowych niebedacych
antagonistami witaminy K zmniejsza ryzyko zaréwno udaru moézgu, jak i powaznych krwawien
U pacjentow z migotaniem przedsionkow (Li et al. 2018). Ponadto w badaniach wykazano, ze
apiksaban nasila endogenng fibrynolizg, szczegélnie u pacjentdéw z uposledzeniem tego procesu
przed rozpoczgciem terapii. W porOwnaniu z grupa pacjentdw przyjmujacych warfaryne,
zdecydowanie lepsze efekty uzyskano po zastosowaniu apiksabanu (Spinthakisi in. 2019).

2.8 Metody  chromatograficzne  oznaczania  dabigatranu  oraz  innych  lekow
przeciwzakrzepowych (riwaroksabanu, edoksabanu, apiksabanu) w probkach biologicznych

Ostatnio opublikowane artykuty wskazuja, ze chromatografia cieczowa jest czgsto
stosowana technikg do oznaczania dabigatranu w polaczeniu z innymi lekami przeciwzakrzepowymi,
takimi jak: apiksaban, edoksaban oraz riwaroksaban, a takze jego niefarmakologicznie aktywnego
proleku (eteksylanu dabigatranu) w probkach biologicznych, co zostalo przedstawione w Tab. 1.

Do oznaczania dabigatranu zastosowano wysokosprawng chromatografi¢ cieczowg (HPLC)
oraz ultra wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa (UHPLC) w potaczeniu z r6znymi detektorami,
takimi jak: detektor UV-VIS, detektor z matryca diodowa (DAD) oraz tandemowy spektrometr mas
(MS/MS).
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Najczesciej stosowang fazg stacjonarng w oznaczeniach dabigatranu byly kolumny C18.
Natomiast faza ruchoma ztozona byta z wody z dodatkiem 0,1% kwasu mréwkowego (eluent A) oraz
metanolu lub acetonitrylu z dodatkiem 0,1% kwasu mrowkowego (eluent B).

Zakres liniowosci dabigatranu analizowanego przy uzyciu metod chromatograficznych
(wyrazony W ng mL?) zapewnit dobrg liniowg zaleznoéé migdzy polem powierzchni a stezeniem na
krzywej kalibracyjnej. Najnizsza warto$¢ granicy wykrywalnosci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ)
dabigatranu wynosita odpowiednio 0,05 ng mL? i 0,1 ng mL?™ Natomiast dla precyzji
wewnatrzdniowej 1 migdzydniowej wspolczynniki zmiennosci (CV%) byly odpowiednio < 8,52%
oraz <9,47% (Zhang et al. 2021).

Na podstawie uzyskanych wynikoéw zamieszczonych w Tabeli 1 mozna stwierdzi¢, ze niskie
warto$ci granic wykrywalnosci (LOD) i granic oznaczalno$ci (LOQ) oraz precyzji wewnatrz-
i migdzydniowej wskazuja na wysoka czulo$¢ i precyzje proponowanych metod oznaczania
dabigatranu. Dodatkowg zaleta jest krotki czas analizy (3-8 minut), co umozliwia szybkie oznaczanie
ilosciowe wielu probek w rutynowej analizie.

Pomyslne potaczenie wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) i ultra
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (UHPLC) ze spektrometrig mas (MS) dato tym technikom
niezwyciezong przewage jako ,,doskonale narzedzie analityczne” — laczac doskonata zdolnos¢
separacji z niezroOwnang czutoscia i specyficznoscig MS. Techniki HPLC-MS i UHPLC-MS szybko
staja si¢ standardowa platforma technologiczng m.in. do testow bioanalitycznych (leki w ptynach
biologicznych). Ponadto, doskonata precyzja i niezawodnosé metod HPLC i UHPLC z detekcjag UV
sprawia, ze jest to niezastgpione narzgdzie do kontroli jakosci (QC).

Tab. 1.Metody chromatograficzne oznaczania dabigatranu oraz innych lekéw przeciwzakrzepowych
w probkach biologicznych.

Matryca/Zwiazek Warunki chromatograficzne Inne parametry Refs.
surowica ludzka | UHPLC-UV Liniowos¢: (Boehr et
20300 ng mL* al. 2017)
dabigatran (D), =294 nm dla (D), A~=340 nm dla | LOD (ng mL™):
eteksylan (DE), 4dlaD, A, R;
dabigatranu (DE) | A=280 nm dla (A), A=249 nm dla | 5dla DE
apiksaban (A), (R) LOQ (ng mL™Y):
riwaroksaban(R) 15dla D, R;
kolumna Agilent Poroshell 120 16 dla A;
EC-C18-RP 19 dla DE
(3.0x50 mm, 2.7 um) Czas analizy: 7 min
Eluent A: woda+0.1% kwas
mrowkowy
Eluent B: metanol+0.1% kwas
mrowkowy
predko$¢ przeptywu: 0.7 mL min™
Surowica ludzka | UHPLC-MS/MS Liniowo$¢: 5+800 nmol | (Lindahl
L? etal.
apiksaban (A), Kolumna Acquity UPLC HSS T3 LOD (nmol L): 2018)
dabigatran (D), (2.1x100 mm, 1.8 pm) 0.25dla A;
edoksaban (E), Eluent A: woda+0.1% kwas 0.5dlaD,R;
riwaroksaban (R) | mrowkowy 20dlaE
Eluent B: acetonitryl LOQ (nmol L):
predko$é przeptywu: 0.6 mL min? | 2.5dla A, D, R;
5.0dlaE
Precyzja
wewnatrzdniowa:
2.9-9.1%
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Matryca/Zwiazek Warunki chromatograficzne Inne parametry Refs.
Precyzja migdzydniowa:
3.3+10.0%
Czas analizy: 3 min
osocze ludzkie HPLC-MS/MS Liniowo$¢: (Lagoutte-
5+1000 ng mL! Renosi et
apiksaban (A), Kolumna Agilent Polaris LOQ( ng mL™Y): al. 2018)
dabigatran (D), C18-A 5dlaR,25dlaA, D
riwaroksaban (R) | (2.0x100 mm, 3 pm) Precyzja
Eluent A: woda+0.1% kwas wewnatrzdniowa:
mrowkowy 3.0+14.1%
Eluent B: metanol+0.1% kwas Precyzja miedzydniowa:
mrowkowy 6.0+17.5%
predkos¢ przeptywu: Czas analizy: 5 min
350 uL min?
osocze ludzkie UHPLC-MS/MS Liniowo$¢: 0.25+900 ng | (Kuhn et
mL*! al. 2018)
apiksaban (A), Kolumna Acquity UPLC BEH LOD (ng mL™Y):
dabigatran (D), C18 0.10dlaR;0.11dlaE;
edoksaban (E), (2.1x50 mm, 1.7 pm) 0.12dla A; 0.18dlaD
riwaroksaban (R) | Eluent A: woda+0.1% kwas LOQ (ng mL™Y):
mrowkowy 0.21dla A; 0.43 dla R;
Eluent B: metanol+0.1% kwas 0.45dlaD; 0.54 dlaE
mrowkowy Precyzja
predko$¢ przeptywu: 0.1 mL min? | wewnatrzdniowa:
1.0-3.2%
Precyzja migdzydniowa:
1.9+5.8%
Czas analizy: 4 min
osocze ludzkie HPLC-MS/MS Liniowos$¢: 1.0-1000 ng | (Zhang et
mL! al. 2020)
dabigatran (D), kolumna Phenomenex Luna LOQ (ng mL™Y):
riwaroksaban (R) | C18(2) ldlaD,R, A
apiksaban (A) (2.0x50 mm, 5 pm) Precyzja
Eluent A: 0.05% kwas mrowkowy | wewnatrzdniowa:
Eluent B: metanol 1.4-9.8%
predko$¢ przeptywu: 0.3 mL min? | Precyzja migdzydniowa:
3.1-9.3%
Czas analizy: 6 min
osocze ludzkie HPLC-DAD Liniowo$¢: 175280 ng | (Gouveia
mL? etal.
apiksaban (A), Kolumna Purospher Star C18 LOQ (ng mL™Y): 2020)
dabigatran (D), (4.0x55 mm, 3 um) 17dla A, R; 33 dla E;
edoksaban (E), Eluent A: woda+0.1% kwas 66 dla D
riwaroksaban (R) | mrowkowy Precyzja
Eluent B: acetonitryl wewnatrzdniowa:
predko$é przeptywu: 1.0 mL min? | 14.55+16.43%
Precyzja miedzydniowa:
9.03+16.27%
Czas analizy: 6 min
osocze ludzkie UHPLC-MS/MS Liniowo$¢: 0.1+500 ng (Zhang et
mL! al. 2021)
LOD (ng mL™Y):
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Matryca/Zwiazek Warunki chromatograficzne Inne parametry Refs.
eteksylan kolumna Agilent ZORBAX 0.05dlaD, A;0.1dlaE,
dabigatranu Eclipse XDB-C18 (2.1x100 mm, R; 0.5 dla DE
(DE), 3.5 um) LOQ (ng mL™Y):
dabigatran (D), Eluent A: woda+0.1% kwas 0.1dlaD;0.5dlaE; 1
riwaroksaban (R) | mrowkowy dla DE
edoksaban (E), Eluent B: acetonitryl+0.1% kwas Precyzja
apiksaban (A) mroéwkowy wewngtrzdniowa:
predkosc¢ przeptywu: 0.30 mL min~ | 1.48+8.52%
! Precyzja miedzydniowa:
0.91+9.47%
Czas analizy: 8 min

3. Podsumowanie

Dabigatran reprezentujacy nowa generacje lekow przeciwzakrzepowych charakteryzuje si¢
bardziej wybidrczym mechanizmem dziatania w poréwnaniu do antagonistow witaminy K. Opiera
si¢ on na bezposrednim hamowaniu jednego z czynnikoéw kaskady krzepnigcia. W przypadku
dabigatranu jest to czynnik lla, czyli trombina. Dziata przez konkurencyjne i odwracalne wigzanie si¢
z miejscem aktywnym trombiny ludzkiej w sposob zalezny od dawki i stezenia. Tym sposobem
zapobiega przeksztatlceniu fibrynogenu przez trombing w jego aktywna forme¢ czyli fibryng.
Dabigatran jest w tej chwili popularnym lekiem przeciwzakrzepowym, prowadzone sa juz badania
nad nowszymi lekami jednak ich skuteczno$¢ musi by¢ jeszcze potwierdzona w kolejnych fazach
badan klinicznych.
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Abstract

Autoimmune diseases are complex disorders of the immune system induced inter alia by
genetic, immunologic, and environmental factors. Unfortunately, despite years of research, these
conditions are still not fully understood, especially in the context of their pathomechanism. Thus, to
date, completely effective drugs have not been developed. Bacteriophages are promising new
opportunities for innovative therapeutics. Phage therapy is still underestimated due to the fact that
bacteriophage's activity is predominantly linked to “digestion of bacteria.” Here, we conducted
a comprehensive summary of the latest data available in context of various bacteriophages properties.
Our review provides current insight into direct and indirect applications of bacteriophages as a novel
potential therapeutic approach in autoimmune disorders. Recent studies indicate phages are direct
participants in the immunomodulatory processes, and possess the ability to interact with immune
cells. These data highlight the potential of bacteriophages for development of novel immunotherapy
methods.

1. Introduction

Frederick Twort and Felix d’Herelle independently discovered “an invisible, antagonistic
microbe of the dysentery bacillus “, in 1915 and 1917, respectively. d’Herelle was the first who called
them bacteriophages, which means “bacteria eaters.” Bacteriophages, also known as phages, are a
type of viruses that infect and replicate within bacteria and archaea. Most important part of a phage
is their DNA or RNA genome, which can contain between as little as four and up to hundreds of
genes. Those genes encode proteins responsible for genetic material encapsulation, and constituting
structures essential for infecting bacteria. (Barr 2017) (Fig. 1.) In-depth studies of these viruses,
including mechanisms of their replication and adaptation, allowed to draw a hypothesis for use of
bacteriophages in antibacterial therapies.

In addition, shortly after these discoveries d’Herelle demonstrated mutual interactions
occurring between bacteriophages and immune cells. (d’Herelle and Smith 1922) For the next
decades, numerous studies have been conducted on the topic of phage and immunology. Research
centers such as Phage Therapy Center of Hirszfeld Institute of Immunology and Experimental
Therapy, Polish Academy of Sciences are of immense value, constantly working on developing new
therapeutic approaches implementing use of phages. Those include not only conventional use to fight
multiresistant bacteria, but also as novel applications in allergology, immunology and
transplantology. Established in 2005 in Wroclaw, Poland, was the first such unit operating in
accordance with EMA and helped pave the way for phage therapy research in Europe. Nowadays
there are still aspects requiring investigation if we want to implement bacteriophages more commonly
in novel therapeutic approaches.

2. Content

Our review was aimed at revealing the most recent data on immunomodulatory properties of
bacteriophages, and current approaches to implement these results in development of novel therapies.
The paper has been divided into two mutually linked parts for the most concise presentation of the
topic of phages in autoimmunity. First, we will overview the recent literature on phage's potential for
immunomodulation - influence on different cell types and immune-related proteins, and even
interaction with microbiome. Subsequently, phage display technology will be discussed to reveal its
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potential in diagnosis of allergic and autoimmune diseases. Moreover, promising ways of
bacteriophages implementation in development of biopharmaceuticals will be demonstrated.
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Fig. 1. Schematic structure of typical bacteriophage.

3. Literature review

The condition of the human gut microbiome is considered as one of the most essential
elements to maintain general health. Therefore, in case of any disturbances, it also possesses a
profound influence on pathophysiology of autoimmune diseases. Interestingly, besides more than ten
trillion bacteria in our microbiome, the guts are the site of residence for an estimated number of two
trillion phages. Thus, constituting together with residual bacteria ‘intra-body phagosome’. (Barr 2017)
Commensal bacteria are subjected to the process defined briefly as ‘population control’. Phages are
constantly transforming selected bacterial hosts into virocells, switching their function towards
production of phage particles that ends with cellular lysis and release of newly formed viruses.
Noteworthy, dysregulation in the balance of that phenomenon can result in autoimmune conditions,
such as Parkinson’s disease and type 2 diabetes (Tetz et al. 2018; Ma et al. 2018).

Our knowledge on the process of other than guts organs infiltration by phages is scarce.
Those limitations correspond also to interactions of those microbes with host cells, and results from
the fact that phages cannot infect eukaryotic cells using the same mechanism as the one implemented
against bacteria. Fundamental differences in cell-surface receptors and intracellular machinery
between the prokaryotic and eukaryotic cells might be the main cause of that phenomenon. However,
despite these dissimilarities, phages have been known for years to completely penetrate the bodies of
humans and other vertebrate organisms. Current knowledge explains that fact by phage ability to
adhere to mucus as a result of hundreds of weak binding interactions between the multimeric capsid
proteins (such as T4 phage Hoc proteins demonstrating four Ig-like folds) and the highly diverse
glycans covering the mucin glycoproteins. (Barr 2017) (Fig. 2.)

Phages are exogenous and immunogenic protein particles, capable of stimulating humoral
immunity and inducing anti-phage antibodies, even though experimental evidence derived from
numerous observational studies indicates the safety of their use. Mammalian defensive immune
response towards phages is mild, to the point that only a few reports of anaphylactic reactions have
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been published to date. Furthermore, in a recent study researchers found that A3R phages do not
induce degranulation of human granulocytes, thus supporting the hypothesis for the safety of phages
used in therapy. (Borysowski et al. 2017) Moreover, we observe a growing number of evidence
suggesting immunomodulatory and tolerogenic properties these microbes possess. (Fig. 2.)

Phages exhibit the ability to indirectly inhibit helper type 1 T cells (Th1), macrophages and
NK cells proliferation (Gorski et al. 2018), interact with regulatory T cells, Th2 cells, macrophages,
monocytes, and B cells inducing up- and down-regulation of various anti-inflammatory (IL-10,
SOCS3, IL-1RA, IL-4, TGF-B, IL-19, IL-20, IL-24) and pro-inflammatory (IL-1a, IL-1b, IL-6, TNF-
a) cytokines and chemokines. In addition, they also promote antigen presentation by dendritic cells
(DC) to B cells. (Gorski et al. 2017; Van Belleghem et al. 2017; Van Belleghem et al. 2018)

Lately, theory on the nature of these direct and indirect interactions has been created.
Following migrating from the gut, most importantly to regional lymph nodes and other tissues, intra-
body phages interact predominantly with regulatory T cells, Th2 cells mediating immunomodulatory
and immunosuppressive functions. (Barr 2017) Acquired knowledge about the nature of direct
interactions with immune cells suggest key role of phage capsid proteins, including: Lys-Gly-Asp
(KGD) sequence present in certain capsid protein of T4 phage (potential ligand for integrin receptors
on cells). (Gorski et al. 2017) Human T cells exhibit adhesive interactions with immobilized T4 and
HAP1 phages; such interactions can be mediated by at least some phage capsid proteins. For example,
it has been demonstrated that T cells adhere to gp24 (but not Hoc) protein. This interaction seems to
be mediated by integrins of the B-1 and -3 families as they can be blocked by respective monoclonal
antibodies and the B-3 function inhibitor, eptifibatide. (Gorski et al. 2017) Phages were also
documented to enter the inside of eukaryotic cells through a Trojan Horse mechanism, whereby
phages infect or integrate into a bacterial host, which is in turn engulfed by, or enters a eukaryotic cell
and subsequently releases the phage particles. Dendritic cells, which are known to sample intestinal
luminal contents, can actively phagocytize phage particles in culture. Phage engulfment renders
dendritic cells incapable of further phagocytosis, suggesting that phage sampling by dendritic cells
could negatively impact their proinflammatory functions. (Gorski et al. 2006) However, it is important
to note that the mechanisms behind phage uptake by eukaryotic cells are just beginning to be explored.
Importantly, different capsid proteins vary in immunogenicity and the influence of selected phages
on the immune system depends on the route of administration. (Fig.2.)

Study from 2017 on Peripheral Mononuclear Blood Cells (PBMCs) responses to phages
showed enhanced up-regulation of IL-10 after PNM (Podoviridae) and P. aeruginosa phage
(Myoviridae) stimulation. (Van Belleghem et al. 2017) Same study showed bacteriophage's ability to
induce production of IL-1RA - the antagonist of IL-1 (one of the main inflammatory cytokines),
thereby attenuating the inflammation process. That favorable potential was shown to be significant in
the context of preclinical research on therapy of allergic rhinitis. (Wang et al. 2014) Such beneficial
effects could presumably be attributed to other autoimmune diseases due the fact that most of our
current anti-inflammatory therapeutic methods implement up-regulation of 1L-10 and inhibition of
pro-inflammatory cytokines and chemokines. (Fig. 2.)

LPS belongs to the group of pathogen-associated molecular patterns (PAMP), detected by
Toll-like receptors and triggering a non-specific activation of the immune response. Short tail fibers
of bacteriophage T4 consist of a gp12 protein that functions as the LPS-binding site, allowing them
to adhere to the Escherichia coli surface. Interestingly, Miernikiewicz et al. investigated what exact
effects that T4 phage protein has on immunity. They found that gp12 from T4 phage through binding
to LPS in a murine model would decrease the ability of LPS to induce inflammation in vivo
(Miernikiewicz et al. 2016). Study showed that infiltration of leukocytes to lungs, liver and spleen
was markedly increased in mice treated with LPS when compared to control (PBS treated) mice,
which indicated an inflammatory reaction of the immune system. However, in mice treated with
recombinant gp12 immediately after LPS injection, leukocyte infiltration in the investigated tissues
was minor, Gp12 also significantly decreased inflammatory infiltrate induced by LPS in liver and
spleen. (Miernikiewicz et al. 2016) Observed anti-inflammatory effects of T4 gp12 protein mentioned
above, are in accordance with data from 2017 study of the influence of bacteriophage preparations on
the autoimmune inflammatory process. Conducted on the murine collagen-induced arthritis (CIA),
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commonly used as an animal model of rheumatoid arthritis, this study did not suggest that
bacteriophages may aggravate the symptoms of rheumatoid arthritis. In contrast, the results showed
that T4 phage may even exert an immunosuppressive effect in its mouse model. (Migdzybrodzki et
al. 2017) (Fig. 2.)

Furthermore, T4 phages were also found to exert effects on innate immunity actions
including production of reactive oxygen species by activated neutrophils. It was shown that phages
present the ability to diminish phagocyte ROS production (Migdzybrodzki et al. 2007). The reactive
oxygen species (such as peroxides, superoxide, singlet oxygen, and alpha-oxygen) alongside reactive
nitrogen species are highly reactive chemicals. Phagocytic cells of the immune system (like
neutrophils, eosinophils, monocytes) produce ROS when stimulated. Application of phages in
therapies in the form of unorthodox antioxidants is as of this day purely hypothetical though such
adjunctive therapies might prove beneficial in future clinical immunology and allergology. Reduction
of phagocyte ROS excretion was linked to reduction in onset and severity of several autoimmune
diseases, including: rheumatoid arthritis, asthma, atopic dermatitis. (Bowler and Crapo 2002) (Fig.
2)
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Fig. 2. Bacteriophage’s effects on the immune system.

Phage display is a laboratory technique for the study of protein—protein, protein—peptide, and
protein—DNA interactions. This technology is based on a direct linkage between phage phenotype and
its encapsulated genotype, which leads to presentation of molecule libraries on the phage surface.
Phage display is utilized in studying protein-ligand interactions, receptor binding sites and in
improving or modifying the affinity of proteins for their binding partners. (Bazan et al. 2012) Various
bacteriophage systems can be utilized for phage display, including T4, lambda, and filamentous M13
phage. Phage display techniques have proven a terrific value in diagnostics, for example in identifying
interactions of IgE antibodies with specific epitopes (Chen and Dreskin 2017). It provides researchers
with unparalleled perspectives, because it enables them to establish a link between genetic
information and protein. The phage display technique gives the opportunity to create libraries which
contain up to 10 billion different variants and could be used for affinity screening of combinatorial
peptide libraries to study protein-ligand interactions and to characterize these ligands, receptor and
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antibody-binding sites define epitopes for monoclonal antibodies, select enzyme substrates and screen
cloned antibody repertoires. (Bazan et al. 2012) The phage display technique is performed as follows:

(Fig. 3.)
1. Insertion of foreign DNA to phage genome.

2. Amplification of phages displaying various kinds of protein.

3. Binding phages with specific receptors.

4. Washing of non-specific binding phages.

5. Elution of phages displaying the biggest affinity to the receptor.

6. Amplification of those phages by letting them infect bacteria specific for them.
7. Analysis of collected data.
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Fig. 3. Schematic procedure of phage display. (Ledsgaard et al. 2018)

Most importantly, phage display proved itself to be a reliable and robust tool for developing
biopharmaceuticals. As an example, Humira® generated with phage display, was the first FDA-
approved therapy based on human monoclonal antibody (tumor necrosis factor-a blocker). The drug
is used, inter alia, in therapy for psoriatic arthritis, ankylosing spondylitis, and Crohn's disease.

We would like to summarize future possibilities of new direct phage therapy of autoimmune
diseases both currently only hypothetical and in preclinical and clinical trials. Examples of such
applications of direct use of phage therapy with enlisted main mechanism of action include: allergic
rhinitis (up-regulation of 1L-10) asthma (induction of IL-1RN), autoimmune liver disease (up-
regulation of IL-10 and IL-1RN, down-regulation of ROS, NF-kB and TLR4 receptors) (Gorski et al.
2018), rheumatoid arthritis (LPS binding), rheumatoid arthritis, asthma, atopic dermatitis (inhibition
of ROS production). Examples of phage display-derived therapeutics, currently in development as
combinatorial drug to standard therapy include: Belimumab (systemic lupus), MOR103(rheumatoid
arthritis), Tralokinumab (asthma) and Mavrilimumab (ulcerative colitis), CNTO 1959 (plaque
psoriasis). (Frenzel et al. 2016)

4. Conclusions

Bacteriophages, despite their discovery more than 100 years ago, started to gain an enormous
amount of attention in recent decades. This fact may be associated with growing antibiotic resistance
and increasing number of multi-resistant pathogens; therefore, novel therapeutic approaches are
required. Considering huge knowledge gaps in the phage-related field, especially in context of their
effects on immune response, there are numerous aspects that could provide a basis for novel drug
development. Thanks to the huge amount of work done already by scientists worldwide, promising
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data are obtained on phage use in diagnosis and therapy of various autoimmune and allergic diseases,
and treatment of bacterial infections. Phage display technology is one of the most significant tools
nowadays that might be crucial for developing novel reliable therapeutic models and pharmaceuticals.
Further research is highly required to precisely establish the role of bacteriophages in our immune
system. Moreover, our knowledge about phage display technology needs to be expanded for its active
implementation in everyday work on novel drugs.
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Streszczenie

Cukrzyca jest choroba przewlekla, ktora rozwija si¢, gdy trzustka nie produkuje
wystarczajacej ilosci insuliny lub gdy zaburzone jest jej efektywne wykorzystanie przez organizm.
Hiperglikemia jako skutek niekontrolowanej cukrzycy z czasem prowadzi do powaznych uszkodzen
wielonarzadowych. Uszkodzeniu ulegaja m.in. ptuca i dochodzi do rozwoju mikroangiopatii ptucnej
potwierdzonej w badaniach histopatologicznych oraz czynno$ciowych uktadu oddechowego.
Dostepne badania donosza o pogorszeniu parametrow mierzonych w spirometrii takich jak FEV1
(natezona objeto$¢ wydechowa pierwszosekundowa) i FVC (natezona pojemno$¢ zyciowa) oraz
DLCO (badanie zdolno$ci dyfuzji gazow w ptucach) w cukrzycy typu 1 i 2. W niniejszym artykule
przedstawiono przeglad wiedzy na temat mikroangiopatii ptucnej w przebiegu cukrzycy oraz jej
wplywu na czynno$¢ uktadu oddechowego.

1. Wstep

Cukrzyca (Diabetes Mellitus, DM), powszechnie uwazana za chorobe ,,cywilizacyjng” jest
zaburzeniem metabolicznym. Charakteryzuje ja zaburzony metabolizm weglowodandéw, biatek
i thuszczow, a takze przewlekta hiperglikemia, ktora wynika z uposledzenia wydzielania insuliny,
insulinoopornosci lub wspotistnienia tych mechanizmow. Cukrzyca jest powaznym problemem.
W 2019 szacowana liczba chorych dotknigtych DM wynosita 463 miliony oséb, co stanowito okoto
10% $wiatowej populacji dorostych (Saeedi i in. 2019). Wowczas byta to 9 najczestsza przyczyna
zgonow, az okoto 1,5 miliona zgondéw bylo spowodowanych bezposrednio cukrzyca. Istniejg dwa
glowne typy cukrzycy - typ 1 oraz typ 2. Cukrzyca typu 2 jest najczgsciej wystepujaca postacig
stanowigc okoto 90% przypadkow choroby. Zaburzenia metabolizmu weglowodanow to takze
nieprawidlowa tolerancja glukozy oraz nieprawidlowej glikemii na czczo (tzw. stan
przedcukrzycowy). Kazdy z tych stanéw charakteryzuje hiperglikemia, ktora wptywa destrukcyjnie
na $ciany naczyn krwionosnych, prowadzac do mikroangiopatii. Rozpoczyna si¢ proces niszczenia
naczyn przedwtosniczkowych, podkapilarnych oraz sieci naczyn wlosowatych. Mikroangiopatia
cukrzycowa obejmuje retinopatig, nefropati¢, neuropatie. Te powiktania czesto prowadzg do utraty
wzroku, czy przewleklej niewydolnosci nerek, a takze zwiekszaja ryzyko wystgpienia udaru mézgu
(Resnick i Howard 2002).

2. Epidemiologia

Cukrzyca stanowi powazne zagrozenie. Statystycznie kazdego roku liczba chorych wzrasta
0 300 tys. W 2018 roku w Polsce zdiagnozowanych na cukrzyce byto 2.9 mln dorostych, z czego 1,3
mln mezczyzn i 1,6 min kobiet. Cukrzyca i jej liczne powiktania sg przyczyng skrocenia zycia chorych
o $rednio 15 lat w stosunku do oséb zdrowych w tym samym wieku. Kolejne zatrwazajace dane
dotyczg pacjentow, ktorym w 2018 udzielano pomocy z powodu choroby niedokrwiennej serca czy
udaru. Co trzeci pacjent miat rozpoznang cukrzycg.
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3. Opis zagadnienia

Cukrzyca jako zaburzenie ogolnoustrojowe charakteryzuje si¢ przewlekla hiperglikemia
zwigzang ze stresem oksydacyjnym i stanem zapalnym Do powiklan ostrych zaliczamy kwasice
ketonows, kwasice mleczanowsa, nieketonowa hiperglikemi¢ hiperosmolarng oraz hipoglikemie
(Szadkowska 2012). Zmiany zachodzace w naczyniach krwiono$nych prowadza do rozwoju p6znych
(przewlektych) powiklan cukrzycy okresla si¢ jako mikroangiopatic i makroangiopatig.
Makroangiopatie obejmuja zmiany miazdzycowe duzych naczyn i przyczyniajg si¢ do wystapienia
zawalu serca czy udaru moézgu. W powiktaniach mikroangiopatycznych dotyczacych drobnych t¢tnic,
zyt i naczyn wilosowatych dochodzi do uszkodzenia ukladu sercowo-naczyniowego, nerek oraz
siatkowki, jednak uszkodzenie naczyn moze dotyczy¢ rowniez innych narzadow takich jak phluca
(Kashihara i in. 2010). Niewiele jest jednak badan, ktore ukazuja wptyw DM na funkcje ptuc,
a molekularne podstawy zwiazku cukrzyca—ptuca nie zostaly w peini zbadane i zrozumiane
(Matsubara i Hara 1991). Dotychczas niektore artykuty po§wiecone mikroangiopatii ptucnej skupiaty
si¢ glownie na pacjentach dorostych, lecz nalezy pamigtaé, ze podobnych zmian mozna spodziewac
si¢ rowniez u pacjentéw pediatrycznych. Wynika to z faktu, ze wczes$niejsze wystapienie cukrzycy
i dluzszy czas jej trwania zwigksza ryzyko wystgpienia powiktan w okresie dziecigcym (Vojtkova i
in. 2012). W ponizszej pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat wplywu dlugotrwatej
hiperglikemii na funkcj¢ ptuc.

4. Powiklania plucne u chorych na cukrzyce

Jak donoszg Manglano i Samper (Diez-Manglano i Samper 2021) na czynnos$¢ pluc wptyw
ma wiele czynnikow m.in wiek, masa ciala, pte¢ czy pochodzenie etniczne. Badania ptuc otytych
szczurdw z cukrzyca wykazaty zgrubienie blaszki btony podstawnej kapilar ptucnych, podobnie
sytuacja wygladata podczas autopsji 0s6b z cukrzyca, gdzie zaobserwowano pogrubienie naczyn
wlosowatych oraz nabtonka. Pogrubienie to wynika ze zmian zapalnych oraz zwtoknien
powodujacych pogorszenie objetosci ptuc w przebiegu cukrzycy typu 2. Przedstawionych zostato
dotychczas kilka koncepcji wyjasniajacych uszkodzenie ptuc w przebiegu cukrzycy. Utrzymujaca si¢
hiperglikemia nasila stres oksydacyjny, ktory nastgpnie pobudza nieenzymatyczng, prowadzac do
wioknienia pluc. Obserwuje si¢ rowniez nieprawidtowosci w wielu szlakach m.in kinazy biatkowe;j
B (PKB), poliolowym, jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF kappa B (NF-kB) oraz
transformujacego czynnika wzrostu (TGF-B). Nieprawidtowosci te prowadza do rozwoju zaburzen
naczynh wlosowatych ptuc. Zaobserwowano takze pogrubienie btony podstawnej oraz zmiany
W kolagenie, co wplywa na uszkodzenie ukladu oddechowego. Znaczenie moga mie¢ tez inne
czynniki takie jak zmiany w surfaktancie, uposledzenie ruchomosci klatki piersiowej czy tez zmiany
reaktywnosci oskrzeli (Vojtkova i in. 2012). Dzigki duzym rezerwom naczyniowym ptuc pojawienie
si¢ objawow 1 uposledzenie funkcji rozwija si¢ pdzniej niz w mniejszych naczyniach krwiono$nych,
takich jak naczynia nerek czy siatkéwki, pomimo poréwnywalnego nasilenia anatomicznych zmian.
W zwiazku z tym uposledzenie czynnos$ci ptuc w cukrzycy jest niedostatecznie rozpoznane (Khateeb
2019). Uszkodzeniu ulega bariera pecherzykowa, powodujgc obnizenie pojemno$ci i przeptywow
ptucnych, co przy obecnosci innych powiklan znacznie pogarsza funkcjonowanie organizmu.
Uposledzenie czynnosci ptuc w zwiazku z cukrzyca, cho¢ niewielkie, moze mie¢ szkodliwy wptyw
na pacjentow z przewlektymi chorobami ptuc, takimi jak przewlekta obturacyjna choroba ptuc lub
mukowiscydoza (Kessler i in. 2012).

5. Metodyka badan funkcji ptuc

Relacja migdzy pogorszeniem funkcji pluc a cukrzyca jest przedmiotem dyskusji od wielu
lat. Dotychczasowe badania wykazuja ograniczenie rezerw wentylacyjnych uktadu oddechowego
oraz uposledzenie pojemnosci dyfuzyjnej ptuc dla tlenku wegla zaré6wno u chorych na cukrzyce typu
1, jak i 2. Do najczgs$ciej wykonywanych nieinwazyjnych badan naleza: spirometria statyczna,
dynamiczna oraz badanie zdolnosci dyfuzyjnej ptuc (DLCO). W literaturze mozna takze znalezé
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informacje o zastosowaniu tomografii komputerowej, pletyzmografii oraz testow wysitkowych
(Matsubara i Hara 1991).

Aby otrzymac¢ wiarygodne i miarodajne pomiary, zaleca si¢ wykonanie spirometrii, jednak
nie jednorazowo, lecz kilkakrotnie w odstgpach czasowych na przestrzeni lat. Parametrem branym
pod uwage w dlugotrwalej obserwacji pacjentow z cukrzyca jest FEV1 oraz FVC (Kaminsky 2004).

Najwicksze dotychczas badanie prospektywne na podstawie bazy danych populacji Australii
zostato wykonane przez Davisa i wsp. Do badania zostato wiaczonych 125 pacjentow z cukrzyca typu
2 bez uprzednich chordb ptuc, ktéorym spirometria byta wykonana przy wlaczeniu do eksperymentu
oraz po 7 latach. Dowiedziono, ze w tej grupie S$rednie tempo pogarszania si¢ czynnos$ci phuc,
mierzone na podstawie FEV1 wynosito 71ml/rok, natomiast oczekiwana warto$¢ §rednia w populacji
zdrowych zaktada pogorszenie o 25-30 ml/rok. W badaniu regresji liniowej jedynym predyktorem
czynnosci ptuc byta kontrola glikemii oceniana na poziomie HbA1c. Rezultatem badan byto ukazanie,
ze wzrost HbAlc o 1% byt zwigzany ze spadkiem FVC o 4%, co moze §wiadczy¢ o powigzaniu
cukrzycy z pogorszeniem funkcji ptuc (Davis i in. 2004). Wniosek, ktory wyciagnigto w tym badaniu,
potwierdzit si¢ w innych, niezaleznych publikacjach. W badaniach przeprowadzonych przez van den
Borsta i in. cukrzyca byla zwigzana ze znacznie zmniejszonym przewidywanym odsetkiem natezonej
objetosci wydechowej pierwszosekundowej (FEV1%) i odsetkiem natgzonej pojemnosci zyciowej
(FVC%), chociaz stosunek FEV1/FVC zostat zachowany (Borst i in. 2010). Kolejnym wskazanym
W pi$miennictwie parametrem $wiadczacym o uszkodzeniu bariery pecherzykowo—phucnej jest
pomiar zdolnosci dyfuzyjnej ptuc DLCO. Zmiana struktury mikrokrazenia ptucnego powoduje
zmiang stosunku wentylacji do perfuzji, co prowadzi do jej uposledzenia oraz zmniejszenia zdolnosci
dyfuzyjnej ptuc. Miarg objgtosci dyfuzyjnej phluc jest objetos¢ gazu dyfundujacego przez blong
pecherzykowo—wtosniczkows. Gazem wskaznikowym jest tlenek wegla, dodatkowo do oznaczenia
objetosci pecherzykowej stosuje si¢ znikomg ilos¢ helu. Obnizenie DLCO moze wynikaé z obturacji,
zaburzenia krazenia plucnego lub struktury bariery pecherzykowo—wtosniczkowej. Parametr ten
powinien by¢ interpretowany razem z wynikami innych badan czynnosciowych ptuc (Kuziemski i in.
2009).

W badaniu funkcji ptuc u pacjentéw z DM1 Strojek i wsp. potwierdzili obnizenie DLCO
w grupie 31 niepalacych chorych. Spadek tego parametru dotyczyt zaré6wno pacjentow
z powiktaniami systemowymi cukrzycy, jak i bez nich. Brak takich zmian stwierdzono w grupie
kontrolnej 18 zdrowych i niepalacych ochotnikow (Strojek i in. 1992).

Zhang 1 wsp. podjeli si¢ podsumowania 93 publikacji naukowych dotyczacych zmian
w plucach u pacjentéw z cukrzyca, szukali takze dowodow na dwukierunkowy zwigzek pomigdzy
DM a funkcjami tego narzadu. Jak podajg autorzy, taczna $rednia wazona r6znic (WMD) miedzy
pacjentami z cukrzycg i bez wynosita dla parametrow takich jak natezona pojemnos¢ zyciowa (FVC)
i natezona objetos¢ wydechowa pierwszosekundowa (FEV1) odpowiednio -5,91% i -5,65% dla
warto$ci przewidywanych. Stwierdzono rowniez, ze kazde zmniejszenie przewidywanej warto$ci
parametru FVC o 10% wiazato si¢ z 13% wzrostem ryzyka wystapienia cukrzycy. Wykazano, ze
osoby bez cukrzycy z obnizong czynnoscia ptuc byty bardziej narazone na rozw¢j insulinoopornosci
i hiperinsulinemii. Jednym z wyjasnien moze by¢ to, ze markery stanu zapalnego takie jak fibrynogen,
ktore wigzano z obnizong czynnoscia pluc u zdrowych osob, byly rowniez zwiagzane z rozwojem
cukrzycy. Konieczna jest jednak kontynuacja badan i potwierdzenie, czy podwyzszony poziom
glikemii przed wystapieniem cukrzycy i wkrétce po jej rozpoznaniu posrednicza w szkodliwym
wptywie na czynno$¢ ptuc oraz czy uposledzona funkcja ptuc jest czynnikiem ryzyka wystapienia
cukrzycy. Metaanaliza przeprowadzona przez autorOw potwierdza istotny statystycznie spadek
FEV1, FVC oraz DLCO u pacjentow zarowno z DM 1, jak i 2 oraz stabg kontrolg glikemii, co
wskazuje, ze zaburzenia funkcji ptuc zalezg nie tylko od wystepowania insulinooporno$ci (Zhang i in.
2021). W badaniu Sweet Breath Study przez 3 miesigce 60 os6éb poddano intensywnemu leczeniu
cukrzycy. Krotkoterminowa korzysé z kontroli glikemii na czynno$¢ pluc byla znamienna u oséb
z dobrymi odpowiedziami (definiowanymi jako spadek HbAlc po leczeniu > 0,5%). U pacjentow
wykazano znaczacag popraw¢ wartosci spirometrycznych migdzy poczatkiem a koncem badania.
Potwierdza to poniekad wzajemna korelacj¢ pomigdzy DM a pogorszeniem parametrow
czynno$ciowych w badaniu spirometrycznym (Borst i in. 2010).
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W 2021 roku na podstawie 66 artykutéw sporzadzono i opublikowano wyczerpujaca
metaanalize, w ktorej okreslano wptyw DM2 na wybrane parametry czynnosciowe pluc: FEV1, FVC,
PEF oraz DLCO (Manglano i Smaper). Wykazano, ze u 0s6b z cukrzyca typu 2 wszystkie powyzsze
parametry ulegaja istotnemu spadkowi w poréwnaniu do grupy zdrowych i sg niezalezne od pici.
Czynnikiem zakldcajacym analiz¢ mogta by¢ nadwaga i otytos¢, ktdre czesto wystepuja u pacjentow
z cukrzyca i wigza si¢ z uposledzeniem czynno$ci pluc ze wzgledu na zmiang ruchu klatki piersiowe;,
przepony oraz uposledzeniem podatnosci ptuc. Mimo to zaobserwowano spadek FEV1, FVC oraz
DLCO u pacjentdéw z nadwaga, otylo$cig oraz prawidlowa masa ciata (Diez-Manglano i Samper
2021). Autorzy metaanalizy podkreslaja, iz mimo niezaprzeczalnego zwiazku pogorszenia funkcji
ptuc w przebiegu DM, konieczne jest wykonanie dalszych badan z uwzglgednieniem duzej liczby
pacjentow z réznych obszarow geograficznych, poniewaz pacjenci zamieszkujacy ten sam kontynent,
ale rdzne regiony geograficzne, moga znaczaco si¢ od siebie roznié.

Vojtkova i wsp. opisuja, ze w przypadku pacjentéw pediatrycznych uposledzenie czynnosci
phuc zaobserwowano u 51,2% dzieci z DM1 trwajaca Srednio 3 lata (Vojtkova i in. 2012). U 45,6% z
tych pacjentow stwierdzono restrykcje w badaniu spirometrycznym, a u 7,7 % obturacje. Zmiany
spadkowe zaobserwowano réwniez w wartosciach parametréw takich jak natezona pojemno$é
zyciowa (FVC) i szczytowym przeptywie wydechowym u dzieci z $rednim czasem trwania DM1
wynoszacym 5,2 roku. Wykazano, ze dzieci z DM1 o $rednim czasie trwania 5,6 roku osiggaty nizsze
wartosci FVC i FEV1 w poréwnaniu z dzie¢mi zdrowymi w zblizonym wieku. Chorzy z cukrzyca
typu 2 réwniez wykazywali zmniejszone warto$ci parametrow FVC i FEV1, a czas trwania cukrzycy
i wysokie wartoéci glikemii negatywnie wplywaly na funkcje pluc. Uwaza si¢, ze pomocnym
badaniem dla pacjentéw z DM1 moze by¢ przesiewowe DLCO, poniewaz moze ono wykazaé
pierwsze symptomy mikroangiopatii. U pacjentow z DM1 o czasie trwania $rednio 8,3 roku
stwierdzono nizsze warto$ci DLCO niz u zdrowych osob. W $wietle powyzszych informacji nalezy
rozwazy¢ stosowanie badan spirometrycznych u chorych na cukrzycg, co moze by¢ dobrym
narzgdziem przesiewowym. Poznanie wptywu cukrzycy na czynnos$¢ ukladu oddechowego jest
istotne dla wyodrebnienia odpowiedniej grupy chorych, dla ktorych powinno si¢ dobra¢ odpowiednie
leczenie np. z zastosowaniem insuliny wziewnej.

6. Terapia Insuling wziewna

Chociaz od odkrycia insuliny w roku 1921 ming¢to juz 100 lat, to nadal pozostaje ona
podstawowym lekiem w leczeniu cukrzycy. Lek ten podawany jest podskornie lub dozylnie, ale jego
stosowanie powinno by¢ poprzedzone skrupulatng edukacja pacjenta, a takze weryfikacja, czy
wszystkie informacje sa dla chorego zrozumiale. Niestety, u wielu o0séb, pomimo spelnienia
wczesniej wymienionych warunkow, nie udaje si¢ uzyska¢ wyréwnania metabolicznego choroby. Do
przyczyny takiego stanu, oprocz bledow w insulinoterapii, zaliczy¢é mozna niechgé do czgstego
nakluwania skory przy podawaniu insuliny. Ograniczenia te przyczynity si¢ do poszukiwania innych
drog podania insuliny, ktore moglyby konkurowa¢ z tradycyjnym sposobem. Atrakcyjnym pomystem
wydaje si¢ by¢ podanie insuliny drogg wziewng, co mogtoby wptyna¢ zard6wno na poprawe jakosci
zycia pacjentow, jak i zacheci¢ do leczenia osoby dotychczas uprzedzone do iniekcji (Cunningham
i Tanner 2020). Preparat insuliny wziewnej Exubera opracowany zostat w porozumieniu firm Nektar
Therapeutics, Pfizer Inc. i Aventis S.A do terapii cukrzycy 1 i 2 typu. Pomimo doniesien o podobnym
czasie osiagnigcia maksymalnego st¢zenia insuliny w porownaniu do klasycznej drogi podania,
Exubera zostata wycofana z produkcji, a wiele firm farmaceutycznych zawiesito badania nad insulina
wziewng (Rave i in. 2007). Obecnie ciekawym rozwigzaniem jest insulina wziewna Afrezza (insulina
ludzka) w formie proszku stosowana przy pomocy porgcznego inhalatora. Jest to jedyna insulina
wziewna rekomendowana do leczenia cukrzycy typu 1 i 2 w Stanach Zjednoczonych. Do najczgsciej
pojawiajacych si¢ dziatan niepozadanych zalicza si¢ przewlekty kaszel, podraznienie gardla, a takze
infekcje gornych drog oddechowych (Kim i Plosker 2015). Pomimo tych ograniczen jest ona dobrze
tolerowanym lekiem i moze stanowi¢ alternatywe do klasycznego podania insuliny.
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7. Prewencja

Powiktania wspomniane w powyzszym tekscie ttumacza chorobowo$¢ i $miertelno$¢, do
ktérych prowadzi cukrzyca. Celem prewencji cukrzycy jest wyrownanie glikemii, z czym wiaze si¢
redukcja dolegliwosci zwigzanych z DM, zmniejszenie kosztow zwiagzanych z jej leczeniem, a takze
zmniejszenie $miertelnosci i umieralnosci z powodu powiktan sercowo-naczyniowych. Badania
kliniczne jednoznacznie wskazuja na zmiang stylu zycia jako najskuteczniejsza metod¢ w redukcji
rozwoju cukrzycy typu 2. Podstawowym rodzajem prewencji w DM jest zmiana diety, aktywnos¢
fizyczna oraz edukacja pacjentow, takze w kwestii palenia tytoniu. Nawet 5% utrata masy ciata
w przypadku pacjentow otytych moze istotnie zmniejszy¢ ryzyko zachorowania na cukrzyce.
Rodzajem prewencji wtdrnej, ktorej dziatania mogg zwolni¢ przebieg choroby lub cigzkosci jej
powiktan, jest interwencja farmakologiczna. Skuteczno$¢ wykazalo stosowanie metforminy,
W szczeg6lnosci u 0s6b miodych i otylych (Knowler 2002). W randomizowanym badaniu DPP
(Diabetes Prevention Program) udowodniono, ze zmiana stylu zycia redukuje czgsto$¢ zapadania na
cukrzyce o 58%, a przyjmowanie metforminy o 31% w poréwnaniu do grupy placebo. Jednak jednym
z najistotniejszych klinicznie zagadnien jest profilaktyka naczyniowa (mikro- i makronaczyniowa),
bowiem przewlekte powiktania cukrzycy stanowig najwicksze obciazenie zarowno finansowe, jak
i zdrowotne pacjentdéw. Badanie STOP-NIDDM z 2003 roku dowiodlo zmniejszenie liczby
incydentow sercowo-naczyniowych o 49% u grupy chorych stosujacych akarboze (Chiasson 2003).
Poniewaz przeprowadzone badania trwaty krotko (ok. 3 lat), wyniki nalezaloby potwierdzié
w dlugotrwatej obserwacji pacjentdw. Prewencja rozwoju mikroangiopatii plucnej w przebiegu
cukrzycy opiera si¢ na ww. dziataniach, poniewaz dotychczas nie opisano skutecznej metody
celowanej zapobiegajacej jej rozwojowi.

8. Podsumowanie

Uposledzenie czynnos$ci ptuc w przebiegu cukrzycy jest potwierdzone badaniami zarbwno
histopatologicznymi migzszu plucnego, jak i testami czynno$ciowymi. Jak dotad nie udalo si¢
wprowadzi¢ metod wczesnego wykrywania oraz monitorowania mikroangiopatii ptucnej, czego
przyczyna moze by¢ duza rezerwa naczyniowa phuc, ktora kompensuje czgdciowa utrate migzszu, nie
dajac znaczacych objawdw klinicznych. Zdajac sobie sprawe z wptywu DM na phuca, wszystkim
chorym nalezy zaleci¢ regularne wykonywanie podstawowych badan czynnosciowych uktadu
oddechowego (np. spirometria) w celu wezesnej diagnostyki cukrzycowej mikroangiopatii plucnej,
tym samym przyczyniajac si¢ do usprawnienia opieki nad pacjentem z cukrzyca typu 11 2.
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4. Bioinformatyczna analiza miejsc wigzania enzymu LSD1 w réznych typach
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Streszczenie

Specyficzna dla lizyny demetylaza histonow 1A (LSD1 Iub KDMS5A) jest enzymem
uczestniczacym w regulowaniu transkrypcji, poniewaz usuwa reszty metylowe z histonow.
Najnowsze doniesienia przypisuja temu enzymowi role réwniez w modyfikowaniu substratow
niehistonowych. Pro- i antytranskrypcyjna aktywno$¢ demetylazy waunkowana jest obecnos$cia
innych komponentéw represorowcyh kompleksow CoREST i NuRD oraz ulegajaca demetylacji
reszta aminokwasowa histonu H3. Poza stosunkowo dobrze poznanym schematem wystepowania
LSD1 na chromatynie ulegajacej transkrypcyjnej inaktywacji, bedacym wynikiem oddziatywania
enzymu z wymienionymi wyzej kompleksami, brakuje informacji na temat zaleznosci pomiedzy
oddziatywaniem enzymu z DNA w miejscu wigzania poszczegodlnych czynnikoéw transkrypcyjnych.
Dysponujac danymi z eksperymentéow ChIP-Seq zdeponowanymi w bazie NCBI wytonione zostaty
fragmenty genomu charakteryzujace si¢ obecnoscia LSD1 w dwoch liniach nowotworu piersi MCF7
(estrogenozaleznego) oraz MDA-MB-231 (estrogenoniezaleznego), a nastgpnie zidentyfikowano
motywy bogate w LSDI1, ktore odniesiono do znanych juz motywow dla czynnikéw
transkrypcyjnych. W oparciu o analizowane dane wygenerowano liste czynnikow wspolnych
i swoistych dla danej linii nowotworu piersi, wsrod ktorych pojawity si¢ m.in. czynniki kontrolowane
przez podzialy mitotyczne z rodziny E2F i zwigzane z estrogenem receptory z grupy ERRI1-3.
Uzyskane wyniki moga wskazywaé¢ na funkcjonalng zalezno$¢ pomiedzy LSD1 i wyltonionymi
czynnikami transkrypcyjnymi, ktoérych pojawienie si¢ w okreslonej lokalizacji genomu moze
pociagaé za soba wigzanie LSD1 i modyfikacje struktury chromatyny.

1. Wstep

Aktywnos¢ transkrypcyjna genu, ktéra w duzej mierze odpowiada za poziom kodowanego
przez niego biatka, jest Scisle kontrolowana przez szereg mechanizmow. Zaliczy¢ do nich mozna
m.in. sygnalizacj¢ wewnatrzkomorkowa, oddzialywanie czynnikow transkrypcyjnych z sekwencjami
regulatorowymi genéw (promotorami, Wwzmacniaczami, insulatorami) oraz modyfikacje
epigenetyczne w szczeg6élnosci nukleosomoéw, ktore determinujg site oddziatywania histonow
z DNA. Kowalencyjne modyfikacje histonow wplywaja na sile interakcji migdzy tymi dwoma
komponentami chromatyny, co z kolei przeklada si¢ na dostgpnos¢ DNA dla maszynerii
transkrypcyjnej (Hughesi Lambert 2017; Cramer 2019).

Jedng ze sktadowych kodow epigenetycznego jest metylacja, ktora dotyczy reszt lizyny.
Stopien metylacji (mono-, di- i trzymetylacja) i jej lokalizacja moge pelni¢ zarowno funkcje nasilajaca
jak 1 hamujaca transkrypcj¢. Dla przyktadu, trojmetylowana lizyna 4 histonu H3 jest obecna
w sekwencjach promotorowych aktywnych transkrypcyjnie gendéw, podczas gdy trojmetylacja lizyny
9 histonu H3 jest wigzana z wyciszeniem transkrypcji. Za usuwanie reszt metylowych z dwoch
wymienionych wyzej reszt lizyny histonu H3 odpowiada swoista dla lizyny demetylaza histonu 1A
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(z ang. Lysin-specific demethylase 1A — LSD1, znana takze jako KDMS5A). Enzym ten demetylujac
lizyne czwarta histonu H3 hamuje transkrypcje gendéw, podczas gdy przeprowadzana przez nig
demetylacja lizyny dziewiatej wywotuje efekt doktadnie odwrotny. Stad enzym ten pelni funkcje
zardwno aktywatora jak i represora genow. Stosunkowo nowe doniesienia literaturowe wskazuja na
udziat niehistonowych substratéw w LSD1-zaleznym regulowanie procesu transkrypcji (Perillo i in.
2020).

Pojawienie si¢ LSD1 na chromatynie jest najczesciej opisywanie w kontek$cie formowania
kompleksow represorowych CoREST i NuRD (Wang i in. 2009; Song i in. 2020). W obydwu
przypadkach aktywnosci demetylazy towarzyszy aktywno$¢ jednej lub dwoch deacetylaz histonow —
HDACL i/lub HDAC2. Usuwanie reszt metylowych z lizyny 4 histonu H3 oraz acetylowych z wielu
pozycji aminokwasowych nukleosoméw sprzyja zamykaniu struktury chromatyny, co negatywnie
wplywa na proces syntezy mRNA. LSDI1 oddziatuje rowniez fizycznie i funkcjonalnie z rodzina
biatek SNAG, charakteryzujaca si¢ obecno$cia palca cynkowego i udzialem w wyciszeniu ekspres;ji
gendéw. Molekularnym przelacznikiem zmieniajacym swoistos¢ substratowa demetylazy, a tym
samym kierunek zmian wydajnosci transkrypcji, jest kinaza biatkowa CB (PKCP) (Metzger i in.
2010). Fosforyluje ona treoning szosta histonu H3 umozliwiajac interakcje pomiedzy domena
katalityczng LSD1 oraz mono- i dwumetylowana lizyna 9 histonu H3, co w konsekwencji pozytywnie
wptywa na ekspresj¢ gendw. Ponadto, enzym ten aktywuje transkrypcje genéw kontrolowanych przez
jadrowe receptory hormonozalezne, m.in. receptor estrogenowy, retinoidowy czy androgenowy,
z wyjatkiem receptora progesteronowego, ktory jest wigzany przez enzym pod nicobecno$é
progesteronu na sekwencjach promotorowych gendéw zaleznych od progesteronu i tak powstaly
wielopodjednostkowy kompleks COREST wraz z receptorami progesteronowymi hamuje
transkrypcje (Razin i in. 2011; Perillo, Tramontano et al. 2020).

Poza opisanymi wyzej receptorami jadrowymi dla hormonow brakuje doniesien
literaturowych o innych czynnikach transkrypcyjnych, ktére funkcjonalnie wspotpracuja w LSD1.
Czy moga one odpowiada¢ za wigzanie LSD1 i kompleksow, w sktad ktorych wchodzi ten enzym,
z sekwencjami promotorowymi genéw? Czy tez sytuacja jest dokladnie odwrotna: LSD1-zalezny
remodeling reszt aminokwasowych histonow determinuje pojawienie si¢ okreslonych czynnikow
transkrypcyjnych? Aby stworzy¢ podstawy do dalszych badan majacych na celu rozwiklanie
wymienionych wyzej kwestii podjety§my probg wylonienia matematycznie mozliwych interakcji
LSD1 z czynnikami transkrypcyjnymi. Badanie opiera si¢ na zatozeniu, ze oddziatywanie pomiedzy
enzymem oraz czynnikiem transkrypcyjnym moze zachodzi¢, gdy oddziatuja one z taka samg lub
istotnie podobng sekwencjg DNA. Analize przeprowadzono w dwodch liniach komorkowych
ludzkiego nowotworu piersi — MCF7 (estrogenozalezny) i MDA-MB-231 (pozbawiony receptoréw
dla estrogenu, progesteronu oraz HER2) przez wzglad na przytoczone wyzej doniesienia literaturowe
opisujace interakcje pomigdzy LSDI1 i m.in. receptorem estrogenowym. Do wylonienia motywow
DNA, z ktéorymi w badanych liniach nowotworowych oddziatuje demetylaza, wykorzystano ogdlnie
dostgpne dane z eksperymentu ChIP-Seq, po czym uzyskane motywy zestawiono z dobrze juz
znanymi motywami dla czynnikéw transkrypcyjnych.

2. Materialy i Metody

Do wyznaczenia miejsc wigzania LSD1 w dwoch liniach nowotworu piersi wybrano
nastgpujace dane zdeponowane w bazie NCBI: MCF7 — BioSample SAMNO07765434 (SRR6153311-
SRR6153318) i MDA-MB-231 — BioSample SAMNO07765802 (SRR6153327 — SRR6153334)
(Boulding i in. 2018). Wyniki uzyskane zostaly za pomoca sekwencjonowania nowej generacji
fragmentow DNA wyizolowanych z immunoprecypitowanej chromatyny, ktora otrzymano przy
uzyciu przeciwcial anty-LSD1.

Analize bioinformatyczna polegajaca na identyfikacji regionéw w genomie wzbogaconych
w LSD1 przeprowadzono na platformie internetowej UseGalaxy.org (Afgan i in. 2018). Surowe dane
pozbawione adapterow zostaty przyréwnane do ludzkiego genomu hgl9 za pomoca algorytmu
Bowtie2. Dane dla poszczeg6lnych linii zostaly polaczone ze soba narzedziem Merge BAM files.
Powstale pliki BAM (po jednym dla kazdej linii) postuzyly do identyfikacji regionéw o zwigkszonej
obecnosci LSD1. Do tego celu wykorzystano narzedzie MACS2 callpeak (z ang. Model-based
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Analysis of ChlIP-seq), a uzyskane regiony w formacie BED zostaly porownane z lista sekwencji
zachodzacych na miejsca inicjacji transkrypcji gendéw (+ 2 kbp). Miato to na celu wylonienie
regionéw wzbogaconych w LSD1 bedacych jednoczesnie sekwencjami promotorowymi. Sekwencje
FASTA miejsc wigzania LSD1 wytoniono za pomoca narzedzia bedtools GetFastaBed. Zostaly one
nastgpnie wykorzystane do zidentyfikowania 10 motywow internetowym narzedziem MEME-ChIP
dostepnym na platformie MEME Suite (Bailey i in. 2009; Machanicki Bailey 2011). Motywy zostaly
nastgpnie porownane do znanych sekwencji, z ktorymi wigza si¢ czynniki transkrypcyjne
(HOMOCOMO Human — v11 CORE). Spodziewana czesto$¢ wystepowania motywow w obrebie
jednej sekwencji ustalona zostata na 0 lub 1.

3. Wyniki

Przeprowadzona analiza bioinformatyczna miejsc wigzania LSD1 z DNA w komoérkach
dwoch linii raka piersi wylonita az 26565 regiony bogate w demetylaze w linii MCF7 (p < 0.001)
oraz 1265 regiony w linii MDA-MB-231 (p < 0.05). Wérod zidentyfikowanych fragmentow tylko 124
pokrywaty sie z sekwencjami promotorowymi genéw w linii MCF7, podczas gdy w linii MDA-MB-
231 LSDI1 znaleziono w 253 promotorach. Za sekwencj¢ promotorowe przyjeto fragmenty
przylegajace do miejsca inicjacji transkrypcji (TSS) i siggajace powyzej 1 ponizej niego na odlegtos¢
2 000 nukleotydow.

Wsrdd 10 motywow, z ktorymi oddziatywata demetylaza w linit MDA-MB-231, wytoniono
4 niepasujqce do zadnej znanej sekwencji DNA wigzanej przez czynniki transkrypcyjne (Rys. 1).

‘ATCWACqTCACTgc

..............
...............
..............
...............
...............
...............

..............

Rys. 1. Zidentyfikowane motywy DNA wzbogacone w LSD1 w linii MDA-MB-231 oraz lista
czynnikoéw transkrypcyjnych o podobnej rozpoznawanej sekwencji.

Lista 10 sekwencji DNA wytypowanych przez program MEME w oparciu o dane uzyskanych
zmetody ChIP-Seq, w ktorej sekwencjonowano fragmenty DNA uzyskane w trakcie
immunoprecypitacji chromatyny przeciwciatem przeciwko LSD1 w komérkach MDA-MB-231.

Pozostalym 6 motywom przypasowano od jednego do siedemnastu biatek. Nalezy zauwazyc¢,
ze motywy odpowiadajace najwigkszej liczbie czynnikdw transkrypcyjnych charakteryzowaly sie
stosunkowo wysokg powtarzalno$cig tych samych nukleotydow, co w znacznym stopniu ogranicza
mozliwo$¢ wnioskowania o swoistosci oddzialywania enzymu z typowymi dla tych sekwencji
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regulatorami transkrypcji. W wytonionej grupie czynnikéw transkrypcyjnych stosunkowo duzg czes$¢
stanowity czynniki z rodziny GATA (1-4 i 6), FOX i MEF2A-D. Wszystkie wymienione grupy
czynnikow transkrypcyjnych reguluja podziaty, réznicowanie i $mier¢ komorek, przy czym biatka
MEF?2 robig to w odpowiedzi na zmiany poziomu jonéw wapnia. Czynniki z grupy IRF (1, 2, 3),
kontrolujace geny wrazliwe na interferon, odpowiedzialne sg za odporno$¢ wrodzona i nabyta,
podczas gdy mate biatka MAFF, MAFG i MAZ chronig komorki przed stresem m.in. oksydacyjnym
poprzez funkcjonalng interakcje z czynnikiem NRF2 (Jefferies 2019).

W linii MCF7 motywom dla LSD1 przypisano az 75 czynnikéw transkrypcyjnych i tylko
jeden z motywow nie zostat przypisany do zadnego znanego regulatora ekspresji genéw (Rys. 2).
W wytlonionej liscie czynnikow znaczng jej liczbe stanowity biatka z rodziny E2F (4, 6 1 7), ktore
wigza ekspresje gendw z przebiegiem cyklu komdrkowego oraz stopniem réznicowania komorek
(Dimovai Dyson 2005). Podobnie jak w linii MDA-MB-231, zaobserwowano czynniki z grupy IRF
(1,3,418),ELF (2,315)iKLF (1, 5, 6 i 15) regulujacych wiele aspektow zwigzanych z podziatami
mitotycznymi, réznicowaniem i §miercig komorek.

Co ciekawe, wsréd czynnikoéw potencjalnie oddziatujacych z motywami dla LSDI1
w estrogenozaleznej linii MCF7 zaobserwowano receptory retinoidowe RXRA 1 RXRB, co zgadza
si¢ z opisanymi w literaturze przyktadami oddzialywania demetylaz z tymi wlasnie biatkami. Tym
samym zwigksza to wiarygodno$¢ przeprowadzonej w niniejszej pracy analizy bioinformatycznej
oraz prawdopodobienstwo zachodzenia identyfikowanych interakcji pomigdzy LSD1 i czynnikami
transkrypcyjnymi rowniez w uktadach in vivo. Ponadto, w przypadku MCF7 zaobserwowano
zgodno$¢ motywow LSDI i receptorow dla hormonéw steroidowych z rodziny ERR (1-3), ktore
nazywane sg inaczej receptorami zwigzanymi z estrogenem. Sugeruje to, ze demetylaza w linii
estrogenozaleznej moze razem z receptorami ERR nasila¢ transkrypcje estrogeno-zaleznych gendw.
Przemawia za tym réwniez brak obecnosci LSD1 na motywach dla jadrowego receptora ERR w linii
MDA-MB-231 (Rys. 3).

st A

m@x@pcwc

...............

Rys. 2. Zidentyfikowane motywy DNA wzbogacone w LSD1 w linii MCF7 oraz lista czynnikow
transkrypcyjnych o podobnej rozpoznawanej sekwencji.

Lista 10 sekwencji DNA wytypowanych przez program MEME w oparciu o dane
uzyskanych z metody ChlIP-Seq, w ktorej sekwencjonowano fragmenty DNA uzyskane w trakcie
immunoprecypitacji chromatyny przeciwciatem przeciwko LSD1 w komorkach MDA -MB-231.
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W toku dalszej analizy wyltonionych zostalo 25 czynnikow transkrypcyjnych wspélnych dla
obydwu linii komérkowych. W grupie tej na uwage zwracal receptor androgenowy (ANDR)
aktywowany przez testosteron (Rys. 3), ktory jest obecny zaréwno w linii MCF7 jak i MDA-MB-
231. Wspdlny okazat si¢ by¢ roéwniez receptor retinoidowy alfa, ktéry moze tworzy¢ homodimery lub
heteordimery z receptorem retinoidowym beta i innymi biatkami. W oparciu 0 uzyskane wyniki
mozna zalozy¢, ze LSD1 pojawia si¢ w miejscach wigzania receptoréw jadrowych, ktore sa aktywne
w badanych liniach komoérkowych.

Jak wspomniano wczesniej, czynniki z grupy E2F oraz ERR zaobserwowano wylacznie
W estrogenozaleznych komorkach linit MCF7, podczas gdy motywy wspolne dla LSD1 i czynnikow
GATA oraz LSD1 i MEF2 cechowaty linic MDA-MB-231.

ANDR. BC11A, COT1, EGR2, ETS2, FOXJ2, FOXJ3, HNFE, IRF1, IRF3,
MAZ, PATZ1, PRDMG, RXRA, SP2, SPI1. SPIB. TAF1. VEZF1, WT1,
ZFP28, ZN263, ZM341, ZN7T70, Z5C22

MCF7 MDA-MB-231

AP2C, ASCL1, BHA15, E2F4, E2F6. E2FT,

ELF2, ELF3. ELF5, ERG. ERR1, ERRZ, ATF4, BRAC. CTCFL, EGR1,
ERR3. ETS1. ETV2, ETVE, FLI1, GABPA, FOXK1, FOXO4, FOXQ1, GATA1,
HNF1A, IRF4, IRFE. KLF1. KLF15, KLF5, GATAZ, GATAI. GATA4, GATAS,

KLF6, LHX3, NFAC1, NR4A1, NR4AZ, HNF4A, IRF2, MAFF, MAFG,
NREAZ, DSR2, OTXZ, PRD14, PRDM1, MEF2A, MEF2B, MEF2C. MEF2D,
RARA, RFX1, RXRB, SP3, SP4, STATZ, PTF1A, SOX8, SRY

STF1, TFDPA, ZBT17, ZFP82, ZN329,

ZN394, ZN418, ZN449, ZN46T, ZNF18
Rys. 3. Wspdlne i swoiste dla badanych linii komorkowych czynniki transkrypcyjne rozpoznane
W miejscach wigzania LSD1.
Venn diagram przedstawia czynniki transkrypcyjne o motywach podobnych lub identycznych do
sekwencji, na ktorych zidentyfikowano obecno§¢ LSD1. Dwie listy czynnikdw zestawiono ze soba
w celu wytonienia wspolnych dla obydwu linii oraz swoistych modulatorow transkrypcji.

4. Dyskusja

Poszukiwanie nowych funkcjonalnych powiazan pomigdzy aktywnoscig LSD1 i czynnikami
transkrypcyjnymi, a przez to i wydajnoscig ekspresji genow, podyktowana jest w duzej mierze
dostgpnoscig licznych inhibitorow tego enzymu. Czg¢$¢ z nich hamuje aktywno$¢ demetylazy,
podczas gdy inne negatywnie wpltywaja na interakcje pomiedzy enzymem i podjednostkami
kompleksu CoREST, co ogranicza aktywno$¢ demetylazy. Zwigzki takie jak TCP, ORY-1001, GSK-
2879552, IMG-7289, INCB059872, CC-90011 i ORY-2001 sa obecnie testowane w badaniach
klinicznych, ktérych celem jest okreslenie skutecznosci wymienionych inhibitoréw w leczeniu
drobnokomoérkowego nowotworu pluc i ostrej biataczki szpikowej (Fang i in. 2019). Uzyskane
informacje na temat ich farmakokinetyki, biodostgpnosci, toksycznosci czy wywotywanych efektach
ubocznych umozliwiag szybka adaptacj¢ terapii z ich wykorzystaniem do leczenia innych choroéb,
u podtoza ktorych leze¢ beda zaburzenia ekspresji genéw zachodzace na poziomie transkrypcji. Stad
informacje pochodzace nawet z modeli probabilistycznych, matematycznych i statystycznych
przyblizaja nas do wylonienia nowych, praktycznych mozliwosci zastosowania inhibitoréw LSDI.
Ponadto, stosunkowo dobrze poznany mechanizm regulowania transkrypcji genéw przez
poszczeg6lne czynniki transkrypcyjne pozwala na dos¢ szybkie i stosunkowo trafne wnioskowanie
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0 roli LSD1 w kontrolowaniu ekspresji danego genu lub ich okreslonej puli. Dla przyktadu, obecnosé
demetylazy na motywach charakterystycznych dla czynnikow E2F4, E2F6 i E2F7 sugeruje udziat
tego enzymu w represji genu, poniewaz wymienione biatka spotykane sa w sekwencjach
promotorowych nieaktywnych transkrypcyjnie genéow. W takim przypadku inhibitory LSD1 moga
zosta¢ wykorzystane do odblokowania lub zwigkszenia ekspresji gendéw. Poniewaz znaczny odsetek
dostepnego w komorce enzymu wystepuje w formie zwigzanej z kompleksami represorowymi,
w sktad ktorych wchodza ponadto enzymy takie jak HDACI1 i/lub HDAC2, do przywrdcenia
transkrypcji genow wyciszonych przez promotory bogate w E2F4, E2F6 czy E2F7 konieczna moze
by¢ jednoczesna inhibicja demetylazy i deactylazy. I odwrotnie, wykazanie obecnosci LSDI1 na
motywach typowych dla receptora estrogenowego w komorkach estrogenozaleznych wskazywac
moze na supresje gendw kontrolowanych przez receptor estrogenowy po zaaplikowaniu inhibitorow
demetylaze.

Zaktadajac duza wiarygodno$¢ informacji o mozliwym oddziatywaniu LSD1 z czynnikami
transkrypcyjnymi w dalszym ciggu nierozstrzygnieta pozostaje kwestia molekularnych podstaw takiej
interakcji. Jak wymieniono wyzej, LSD1 jest dobrze poznanym komponentem wigkszych
kompleksow wyciszajacych transkrypcje gendw, za czym przemawiaja takze informacje wynikajace
z budowy domenowej tego enzymu. Otwarte pozostaja zatem kwestie dotyczace fizycznego
oddzialywania demetylazy z czynnikami transkrypcyjnymi czy mechanizméw odpowiedzialnych za
pojawienie si¢ enzymu w danym miejscu w genomie (w szczegblnosci gdyby odbywato si¢ to
niezaleznie od komplekséw NuRD czy CoREST).

5. Whnioski

Przeprowadzona analiza wykazala obecno$¢ LSD1 na fragmentach DNA, ktore sg
rozpoznawane i wigzane przez szereg czynnikow transkrypcyjnych. Sugeruje ona zatem mozliwa
funkcjonalng interakcje enzymu z innymi biatkami niz te, ktore opisane zostaly juz w literaturze.
Prawdopodobienstwo zachodzenia interakcji w warunkach in vivo zwigksza rowniez fakt, Zze motywy
dla LSDI1 pokrywaja si¢ z motywami dla receptoréw retinoidowych czy receptorow zwigzanymi
z estrogenem w linii MCF7, ktorej tempo podziatdéw mitotycznych determinowane jest dostgpnoscia
m.in. estradiolu, a tego rodzaju wspoétpraca pomiedzy LSD1 a wymienionymi wyzej receptorami
zostata wczesniej dowiedziona.

Tego rodzaju analizy moga sta¢ si¢ podwaling do dalszych, ukierunkowanych juz badan
0 charakterze empirycznym, majacych na celu poznanie nowych jednostek regulatorowych.
Wykazanie wspolpracy pomigdzy czynnikami transkrypcyjnymi i LSD1 daje szans¢ na intencjonalne
modulowanie ekspresja gendéw zaleznych od danego czynnika transkrypcyjnego przy uzyciu
zwigzkéw wplywajacych na aktywnos¢ demetylazy. Przez wzglad na roznorodno$¢ czynnikow
transkrypcyjnych 1 kontrolowanych przez nie proceséw inhibitory LSD1 moga postuzy¢ do
wplywania na proliferacje¢, réznicowanie czy $mier¢ komorek.
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Abstract

E2F transcription factors regulate the expression of genes that are crucial for cell
proliferation, especially those involved in progression through the G1 and S phase of the cell cycle.
The activity of E2F factors is regulated by association with the retinoblastoma tumor suppressor
proteins (Rb). Although mutations in E2F1 itself are very rare, the E2F/Rb pathway is frequently
dysregulated in tumors. The aim of this review is to describe the mechanisms that controls RB/E2F-
dependent gene regulation and indicate the role of RB and E2F in tumor formation and progression,
as well as in the emergence of resistance to therapy.

1. Introduction

Tumors arise as a result of various damaging factors acting on cells. These factors include
replication errors, exposure to chemical and physical carcinogens or oncogenic viruses, which lead to
transformational changes (both genetic and epigenetic) and finally to tumor progression.
Transformational changes primarily involve oncogenes and tumor suppressor genes. Protooncogenes
that promote cell growth or differentiation under physiological conditions become oncogenes. Point
mutations, chromosomal mutations, change in gene copy number, or increased their gene expression
can lead to oncogene activation. Protein products of tumor suppressor genes act to inhibit proliferation
or participate in processes to maintain the genetic stability of the cell. During carcinogenesis,
suppressors lose their function through deletions, point mutations or epigenetically reduced
expression.

Mutations that confer some advantage in growth are considered as causal factors in the
transformation process. They are also accompanied by additional changes that contribute to more
genetic and epigenetic alterations and increased tumor resistance and survival.

2. Description of issue

E2F transcription factors regulate the expression of a number of genes that are essential for
cell proliferation, particularly these involved in progression through G1 and S phase of the cell cycle.
The activity of E2F factors is regulated by their binding to tumor suppressor proteins, which belong
to the retinoblastoma (RB) protein family. The E2F1 transcription factor functions as both an
oncogene and a tumor suppressor depending on its transcriptional targets. The E2F binding motifs
occur also in a wide range of promoters, which are functionally linked to other intracellular processes
than proliferation. These include cell migration, DNA damage response, apoptosis, and autophagy.
Furthermore, RBs create complexes not only with E2Fs, but also with other transcription factors and
proteins, which are capable of chromatin remodeling and, hence, modulate gene transcription.
Although the E2F pathway is frequently deregulated in cancer, the contributions of E2F to
tumorigenesis, as well as tumor progression, are not fully uncovered. The aim of this review is to
describe the mechanisms that regulate the RB/E2F pathway and indicate the role of RB and E2F in
tumor formation and progression, as well as in the emergence of resistance to therapy.
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3. Review

The mechanism of gene expression regulation by E2F and RB

The family of E2Fs comprises eight members, which are divided into two subfamilies based
on their impact on the gene transcription. Transcription activators are represented by E2Fs 1-3,
whereas repressors by E2Fs 4-8 (Morgunova et al. 2015). Members from 1 to 5 are evolutionarily
conserved and regulated by the binding of corresponding pocket proteins (Figl). This five E2Fs
contain a DNA-binding domain (DBD), transactivation domain, marked-box domain (CM) and
coiled-coil domain. The DBD directly interacts with DNA sequences and cooperates with CMD in
heterodimerization with DP (pocket) proteins, which can be functionally divided into p105 and
p107/p130 groups. The latter domain allows E2Fs to act jointly with other transcription factors.
Pocket protein binding requires two binding areas in E2Fs: TD and CMD/DP. These binding sites
determine the affinity of retinoblastoma (RB) proteins to E2F. Pocket proteins phosphorylation by
cyclin dependent kinases (CDKSs) on distinct residues regulates the affinity of these proteins for the
E2Fs transactivation domain (Liban et al. 2017). The “classical’ transcription factors numbered from
1 to 6 bind to DNA preferentially as heterodimers with the corresponding DPs (DP1, DP2, DP3), the
two members of the family, E2F7 and E2F8, which are ‘atypical’ due to the presence of two distinct
DNA-binding subdomains. They also lack the transactivation domain that is found in all other E2Fs.
Therefore, these two transcription factors are not regulated by the canonical cyclin-dependent kinase-
retinoblastoma pathway. E2F7 and E2F8 form homodimers or heterodimers to target DNA
(Morgunova et al. 2015, Emanuele et al. 2020). Interactions of E2Fs with DNA were analyzed using
molecular dynamics simulations, biochemical affinity —measurements, and chromatin
immunoprecipitation. Analysis of E2F amino acid-nucleotide contacts and their molecular dynamics
led to conclusion on the binding to the same core sequence 5’-GGCGGG-3’ in vitro and in vivo by
both ‘typical’ and ‘atypical’ transcription factors. This explains the mechanism by which E2F8 is
capable of regulating the cell cycle by directly repressing target genes, which are activated by E2F1-
3/DP heterodimers (Morgunova et al. 2015).

v v
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Fig 1. E2F family members and their interacting partners. Transcription activators are represented by
E2Fs 1-3, whereas repressors by E2Fs 4-8. Members from 1 to 6 are regulated by the binding of
corresponding pocket proteins. E2F7 and E2F8 form homodimers or heterodimers to target DNA.

Retinoblastoma pocket protein family is represented by p105 (RB1 gene), p107 (RBL1
gene), and p130 (RBL2 gene). RB members contain a pocket domain that empowers their interaction
with E2F transactivation domain, whereas C-terminal domain (CTD) of RBs is required for the growth
suppression via E2F inhibition and regulate RBs stability (Liban et al 2017). The C-terminal end of
Rb inhibits its degradation by physically blocking access to the proteasomal initiation region (Tomita,
Huibregtse and Matouschek 2020). The “pocket” is characterized by the LXCXE binding cleft, which
mediates interaction of RBs with cellular proteins that function as chromatin remodelers. In growth
inhibited cells (senescent, during checkpoint-mediated cell cycle arrest, exit to G1/G0) RBs occur in
an active, hypophosphorylated form on chromatin, where it restricts the ability of a cell to progress
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from G1/GO to S phase, primarily by inhibiting transcription activity of E2F transcription factors
(Delou, Biasoli and Borges 2016, Dyson 2016). Hyperphosphorylation of RB in G1/G0 by the cyclin
D-CDKA4/6 complexes result in the disassembly of gene repressive complexes, displacement of the
components from the suppressed promoters, release of E2F transcription activity and cell cycle
progression to the S phase due to unlocking expression of genes, which are required for cell
proliferation. Upon a stressful stimulus or differentiation protein phosphatase 1 (PP1) removes
phosphate groups from RBs, whereas inhibitors of cyclin D-CDK4 and CDK6 such as pl6
simultaneously prevent its phosphorylation thereby arresting cells before their enter the S phase.
Furthermore, RBs create complexes not only with E2Fs, but also with other transcription factors and
proteins, which are capable of chromatin remodeling and, hence, modulate gene transcription (Delou,
Biasoli and Borges 2016). Once recruited to the chromatin, RBs anchor other proteins and create RB-
based predominantly repressive complexes, which change the chromatin and DNA structure by
covalently modifying histones and DNA. The repressors and protein factors that cooperate with RBs
include these which recognize LXCxXE motif: DNA methyltransferases, histone deacetylases,
heterochromatin protein HP1, ATPase subunits of the SWI/SNF complexes - BRM (Brahma) and
BRGL1 (Brm-related gene 1), and other, which do not require LXCXE cleft for interaction with RBs:
histone methyl transferase Suv39hl and histone demethylases (LSD1, RBP2). Through the physical
interaction with these proteins, RBs are involved not only in local gene promoter inactivation but also
global epigenetic control of cellular senescence and differentiation (Uchida 2016). According to
interaction databases such as STRING, EBI-IntAct, 12D, and MINT, there are more than 300 proteins
that may cooperate with RBs (Dyson 2016).

E2F1 is the most thoroughly studied member of the E2F family. Furthermore,
hyperproliferative effects in cancer have been directly attributed to E2F1 dysregulation. This factor
preferentially interacts with RB1 to blocks S phase entry. RB1-E2F1 complexes represent the classical
mechanism of RB action (Fig 2). The interaction of E2F1 with pRB (p105) leads to the suppression
of the E2F1. Phosphorylation of pRB allows the release of active E2F1, which is required to drive the
cell cycle from the G1 to S phase. Active pRB is observed in quiescent cells, during G1 phase of the
cell cycle, and during checkpoint- mediated cell cycle arrest (Dyson 2016).

P E2F1

CDK1

€ cox2 coka
CDK6

E2F1l-mediated gene promoter

Fig 2. Mechanisms that control RB/E2F1-dependent gene regulation. Hyperphosphorylation of pRB
by cyclin-dependent kinases (CDKSs) result in the disassembly of gene repressive complexes, and
release of E2F transcription activity.

One of the well-documented hallmarks of cancer is deregulation of the cell cycle progression.

Cancer cells often undergo mutations that disrupt the control of the transcriptional program
responsible for cell cycle entry. These mutations allow cancer cells to make their divisions
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independent of external signals and gain unlimited replicative potential. Since numerous of E2F1-
regulated genes are implicated in promoting cell cycle progression, this transcription factor is
considered a tumor promoter. However, mutations in E2F1 itself are very rare. Loss-of-function
mutations of RB1 are much more commonly described. In addition to loss-of-function mutations, the
RB1 gene undergoes chromosomal deletion in some cancers. Additionally, some viruses such as
human papillomavirus (HPV) encode proteins, which contain an LXCXE motif that binds pRB. Such
an interaction in virus-infected cells results in displacement of E2F1 from pRB and deregulation of
E2F1, which may promote cell cycle entrance. Moreover, overexpression or gain-of-function
mutations of CDK4/6 are frequently observed in cancers. These disorders may also lead to activation
of the E2F1 pathway, as increased phosphorylation of pRB by CDKs promotes E2F1transcription
activity (Poppy Roworth, Ghari and La Thangue 2015).

Cancers are characterized by the coexistence of phenotypically and functionally distinct
cells. Among them, cancer stem cells (CSCs) are distinguished. CSCs derive from normal stem cells
or differentiated tumor cells. They have the ability to self-renew (so they are progenitors of tumor
cells and can maintain their own population), the ability to initiate tumor formation from a limited
number of cells, and the ability to differentiate into different cell types present in the tumor. Literature
data suggest that E2Fs are involved in acquiring stemness by cancer cells and maintaining the ability
to self-renew by CSCs. It has been shown that E2F1 can directly transcriptionally activate stem cell
transcription factors such as KLF4, NANOG, SOX2 and SCF. Since CSCs can initiate tumors and
have a high metastatic ability, they are believed to be the cells responsible for the formation of
metastatic foci. Moreover, E2F1 is directly involved in the process of metastasis formation. Loss of
E2F1 has been shown to result in decreased VEGFA expression and defects in angiogenesis (Xie et
al. 2021). Another feature of cancer cells is altered energy metabolism. A phenomenon associated
with cancer cell metabolism is known as Warburg effect, which involves the shift from glucose
oxidation to aerobic glycolysis, that results in high rates of glucose utilization and lactate production.
Several hypotheses have been proposed regarding the benefits of the Warburg effect on cancer cells.
These include higher rates of ATP synthesis, generation of glycolytic intermediates for biosynthetic
reactions, and remodeling of the tumor microenvironment. It has been shown that E2F1 can promote
this metabolic switch both by enhancing glycolysis and by repressing glucose oxidation in
mitochondria (Denechaud, Fajas and Giralt 2017). Furthermore, CSCs are resistant to chemotherapy
and radiotherapy. E2F1 through activation of ABCG2 expression has been shown to drive
chemotherapeutic drug resistance in lung and breast cancer cells. Under hypoxia, E2F1 can
transactivate the RAD51 promoter to facilitate DNA repair in prostate cancer cells (Xie et al. 2021).

On the other hand, E2F1 acts as a tumor suppressor through regulation of DNA repair and
propagation of programmed cell death. Exposure of cells to genotoxic agents results commonly in
either growth arrest and DNA repair or programmed cell death. These mechanisms are considered to
prevent the propagation of mutations and represents a key mechanism for averting malignancy. E2F1,
can induce apoptosis through a number of p53-dependent and p53-independent mechanisms. E2F1-
induced apoptosis is attributed mainly to E2F-mediated upregulation of various pro-apoptotic genes
such as Apafl, caspases, BH3-only proteins, the p53 family member p73 and p53 pro-apoptotic
cofactors such as ASPP1 and ASPP2 (Korotayev and Ginsberg 2008). It was shown that activation of
E2F1 upregulates the expression of four autophagy related genes: microtubule-associated protein-1
light chain-3 (LC3), autophagy-related gene-1 (ATG1), ATG5 and damage-regulated autophagy
modulator (DRAM) (Polager, Ofir and Ginsberg 2008). RB1 and E2F1 together form a part of DNA
repair complex. Upon DNA damage, E2F1 is phosphorylated at Ser31 by the ATM and ATR Kinases.
In response to agents that cause DSBs, E2F1 is phosphorylated by ATM, in response to ultraviolet
(UV) radiation, E2F1 is phosphorylated by ATR. When E2F1 is phosphorylated at this site, the 14-3-
3t protein binds to and stabilizes E2F1 by inhibiting its ubiquitination and degradation. Then, a
complex containing TopBP1 is formed. TopBP1 recruits E2F1 to sites of DNA damage through this
phosphospecific interaction independently of the DNA-binding or transcriptional activation domains
of E2F1. Other TopBP1 domains bind to phosphorylated motifs on other DNA damage response
factors, including RAD9, 53BP1 and MDC1, which facilitate the recruitment of TopBP1 to damaged
DNA. RB stabilizes phosphorylated E2F1 and the E2F1-TopBP1 interaction. Moreover, RB is
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necessary for the recruitment of the BRG1 ATPase to DSBs, which stimulates DNA end resection
and homologous recombination (HR). Animal model study showed that the lack of site-specific
phosphorylation or RB dysfunction display the same DNA repair defect (Vélez-Cruz et al. 2016,
Manickavinayaham et al. 2020). It was shown that E2F1 depletion affects HR also by affecting the
expression of RAD51 (one of HR proteins), and, hence, reducing RAD51 foci formation. It was
suggested that a reduction in the number of foci containing RAD51 causes irregular strand pairing
and sequence homology searching, which results in the accumulation of ssSDNA gaps (Choi and Kim
2019). In addition to phosphorylation, E2F1 is also acetylated in response to DNA damage, on three
lysine residues K117, K120, and K125. E2F1 acetylation creates binding motif for the bromodomains
of the p300/KAT3B and CBP/KAT3A acetyltransferases. Such an interaction is required for the
recruitment of p300 and CBP to DSBs and the induction of histone acetylation at sites of damage. In
nucleosomes surrounding DSBs, p300 and CBP mediate the acetylation of multiple lysine residues
on histone H3, including H3K56 and H3K18. Mutation preventing E2F1 acetylation preclude the
recruitment of p300 and CBP to DSBs and other chromatin modifying and DNA repair factors,
including BRG1, NBS1 and Tip60. It was proposed that p300/CBP-mediated histone acetylation in
nucleosomes flanking DSB cooperates with nucleosome-remodeling complexes, such as SWI/SNF,
to relax chromatin structure at the sites of DNA damage and to allow efficient access to the DNA
repair machinery (Manickavinayaham i in. 2019). RB is required for stabilizing the TopBP1-E2F1
complex at DSBs, but also for the recruitment of p300 and CBP to DSBs. E2F1 also stimulates the
repair of UV photoproducts through the recruitment of the GCN5 HAT to sites of damage, which then
increases histone H3 lysine 9 acetylation (H3K9ac) and enhances the recruitment of the nucleotide
excision repair (NER) factors (Vélez-Cruz and Johnson 2017). RB takes also part in Non-
Homologous End-Joining (NHEJ). It was shown that cells with loss of RB family function were
characterized by reduced levels of NHEJ. Bioinformatic analysis indicated that Ku80, Ku70 and
DNA-PK, required for DSB repair by NHEJ, may interact with RB1 (Cook et al. 2015).

4. Conclusions

RB acts as a tumor suppressor factor. This factor preferentially interacts with E2F to block
entry into S phase. Interaction of E2F with RB leads to suppression of E2F. Phosphorylation of RB
allows the release of active E2F, which is required to drive the cell cycle from G1 to S phase. E2Fs
act in a tightly coordinated manner to enable cell cycle-dependent gene expression and prevent the
spread of mutations by inducing DNA repair or programmed cell death. Deregulation of the RB/E2F
pathway leads to neoplastic transformation by allowing uncontrolled cell proliferation. In turn,
overactivation of E2F1 leads to tumor progression by promoting the stemness of cancer cells,
changing the metabolic profile of the cells, allowing metastasis and increasing resistance to therapy.
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treszczenie

Aktywnos¢ komorek glejowych w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) §ci$le zwigzana
jest z przebiegiem i postepem choroby Parkinsona (chP). Zarowno astrocyty, jak i mikroglej
przyjmowaé mogg rdzne fenotypy, zwiazane z aktywnoscia pro- badz przeciwzapalng. Prowadzi to
Zjednej strony do rozwoju czy poglebiania si¢ wystepujacego w obrgbie OUN neurozapalenia
niszczacego komoérki nerwowe, z drugiej za$, przyczyniajg si¢ do usuniecia patologicznych
czynnikdw oraz ochrony neuronéw i innych komorek mézgowia przez dziatanie neuroprotekcyjne
i regeneracyjne. Komorki glejowe pozostaja w statlym kontakcie ze sobg i z okolicznymi neuronami,
tym samym wplywajac wzajemnie na swoje funkcjonowanie. Komoérki obwodowego uktadu
odpornosciowego sa w stanie przedosta¢ si¢ przez uszkodzong barier¢ krew-médzg do OUN
wspierajac komorki glejowe w ich prozapalnej aktywnosci, jednocze$nie wspomagajac zachowanie
prawidtowego stosunku miedzy pro- i przeciwzapalnymi fenotypami mikrogleju. Celem pracy jest
przedstawienie najwazniejszych aspektow profilu pro- i przeciwzapalnego komorek glejowych, ich
roli w przebiegu choroby Parkinsona oraz wzajemnego oddziatywania na siebie obwodowego uktadu
odpornosciowego z osrodkowym uktadem nerwowym.

1. Wstep

Choroba Parkinsona (chP) jest postepujacym schorzeniem neurodegeneracyjnym
charakteryzujacym si¢ obumieraniem neuronéw dopaminergicznych (DA), obserwowanym gtownie
w obregbie czgéci zbitej istoty czarnej (SNpe, substantia nigra pars compacta). W obrazie
histopatologicznym w neuronach mozna zaobserwowac liczne ciatka Lewy’ego, ktorych rdzeniem
jest patologiczna forma nieprawidlowo pofaldowanego biatka o-synukleiny (a-syn) (Gawet
i Potulska-Chromik 2015).

Na skutek zmian neuropatologicznych i funkcjonalnych w strukturach jader podstawy
pojawiaja si¢ objawy chP, ktére mozna podzieli¢ na motoryczne i niemotoryczne. Gtowne symptomy
chP okreSlane jako tzw. ,triada chP” stanowig: sztywno$¢ mig$niowa, drzenie spoczynkowe
i bradykinezja. Najnowsze badania wskazuja, ze faz¢ objawow motorycznych poprzedza czgsto faza
objawow niemotorycznych, wérdd ktorych wskazuje si¢ zaburzenia wechu oraz fazy paradoksalnej
snu (Heinzel i in. 2019). W zawansowanym stadium chP wystepuja zaburzenia funkcji poznawczych,
depresja i anhedonia oraz zachowania lgkopodobne (Loas i in. 2012).

Obecnie leczenie chP skupia si¢ na niwelowaniu objawow i poprawie jakos$ci zycia pacjenta,
i polega glownie na stosowaniu metod farmakologicznych (przyjmowanie lewodopy, pramipeksolu,
ropinirolu). Inwazyjne metody operacyjne (dootrzewnowe wlewy lewodopy, metoda giebokiej
stymulacji mézgu) stosowane s3g, gdy tradycyjna farmakoterapia przestaje by¢ skuteczna (Motyl
2017).

Etiologia chP nadal nie zostala poznana. Posta¢ sporadyczna chP stanowi okoto 95%
przypadkéw zachorowan (Le i in. 2016). Biorgc pod uwage czesto$¢ wystgpowania tej postaci
znaczacy udzial w etiologii choroby wydaja si¢ mie¢ czynniki srodowiskowe (Joers i in. 2017).
Badania wskazuja, ze postepujacej neurodegeneracji w OUN towarzyszy chroniczny stan zapalny,
ktory wywotywany jest przez nieprawidlowo sfaldowang i odktadajaca si¢ w neuronach a-Syn.
W charakterystycznym dla chP neurozapaleniu czynny udzial biorag komorki glejowe, glownie
mikroglej i astrocyty. Oba typy komorek wykazujg zroznicowane dziatanie pro- i przeciwzapalne,
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przyczyniajac si¢ zarowno do rozprzestrzeniania si¢ neurozapalenia w obrgbie osrodkowego ukladu
nerwowego (OUN), jak i neuroprotekcji okolicznych neuronow DA. Komorki glejowe pozostaja
w statym kontakcie ze soba, z neuronami oraz komoérkami obwodowego uktadu odpornosciowego.
W artykule zamierzamy omoéwi¢ wilasciwosci immunomodulacyjne komorek glejowych, ze
wskazaniem na te, ktdre moga mie¢ znaczenie zardwno w postepie i utrzymywaniu stanu zapalnego,
jak i aktywacji proceséw naprawczych oraz neuroprotekcyjnych.

2. Astrocyty

Astrocyty sa komorkami glejowymi, ktére w mozgowiu wystgpuja najliczniej. Mimo to
istota czarna (SN) charakteryzuje si¢ ich relatywnie niskim zageszczeniem (Joe i in. 2018). Cechuja
si¢ wlasciwosciami przeciwzapalnymi i neuroprotekcyjnymi, co wiaze si¢ z przyjmowanymi przez
astroglej fenotypami morfologicznymi.

2.1 Budowa

W OUN 20-40% wszystkich komorek stanowia astrocyty. Komorki te posiadaja liczne
drobne wyrostki, zajmujace okolo 80% powierzchni ich btony komorkowej, ktore sa w statym
kontakcie z naczyniami krwiono$nymi, synapsami neurondéw i innymi komodrkami glejowymi.
Wyréznia si¢ dwa podstawowe typy astrocytdow — astrocyty wildkniste oraz astrocyty
protoplazmatyczne. Oba rodzaje znajdujg si¢ zarbwno w istocie biatej, jak i szarej rdzenia kregowego
1 mozgu, ale roznig si¢ migdzy sobg morfologicznie (Zhou i in. 2019).

Morfologia astrocytow moze ulega¢ zmianom w zalezno$ci od przyjmowanego przez te
komorki fenotypu o profilu pro- badZ przeciwzapalnym. Fenotypem spoczynkowym okresla si¢
fenotyp o gtéwnie prozapalnej funkcji (Al), natomiast w wyniku przetgczenia tego fenotypu na
aktywny komorki przyjmuja profil przeciwzapalny (A2) (Joe i in. 2018).

2.2 Wilasciwosci i rola astrocytow

Zmiana fenotypu spoczynkowego (Al) na aktywny (A2) zwigzana jest z wydzielaniem
czynnikoéw o dziataniu neurotroficznym (np. MANF — mesencephalic astrocyte-derived neurotrophic
factor, czy CDNF — cerebral dopamine neurotrophic factor) (Machalinski i in. 2012). Taka aktywacja
ma miejsce w przypadku, gdy w OUN dochodzi do uszkodzen badz stanu zapalnego. Astrocyty
wydzielaja rowniez czynniki prozapalne, jakimi sg chemokiny: CCL2 i CCL5 — chemokines (C-C
motif) ligand 2, 5 i CXCL1, CXCL10, CXCL12 — chemokine (C-X-C motif) ligand 1, 10, 12, jednakze
nalezy podkresli¢ przewagg wlasciwosci przeciwzapalnych nad prozapalnymi (Joe i in. 2018; Soung
i Klein 2020).

Gtownag rolg astrocytow jest utrzymanie w moézgowiu stanu homeostazy. Wiaze si¢ to ze
wzmozong ekspresjg kanalu Kir4.1 (kanalu potasowego; inward-rectifier potassium-channel) czy
transportera GLAST (transporter EAAT1; excitatory amino acid transporter), co prowadzi do
wychwytu i usuwania kolejno jonéw potasu i glutaminianu, pochodzacych z uszkodzonych komorek
neuronalnych (Joe i in. 2018). Ponadto przez produkcje glutationu (GSH) sg w stanie kontrolowa¢
stres oksydacyjny, bedacy jedng z glownych przyczyn wystepowania neurodegeneracji. Stres
oksydacyjny moze by¢ niebezpieczny ze wzgledu na wydzielane w jego efekcie reaktywne formy
tlenu (ROS) majace bezposredni wpltyw na metabolizm biatek i szlaki sygnatowe niezbgdne
W komunikacji migdzykomorkowej (Peterson i Flood 2012). Astrocyty stanowia element strukturalny
bariery krew-mozg (BBB; blood-brain barrier) i wptywaja na synaptogenez¢ oraz przebudowe
strukturalng synaps juz istniejacych (Joe i in. 2018).

Neurony, tak jak kazde inne komdrki organizmu, do prawidlowego funkcjonowania
potrzebuja zrodet energii, ktorych dostarczajg im astrocyty, bedace jedynym magazynem glikogenu
w moézgu (Kuter i in. 2019). Dodatkowo komorki astrogleju dostarczajg neuronom energi¢ w postaci
mleczanu (powstatego w procesie przeprowadzanego przez nie procesu glikolizy) i ciat ketonowych
(Joe 1 in. 2018; Kuter i in. 2019). Ze wzgledu na postepujaca w chP neurodegeneracje neurony
pobieraja wicksza ilo§¢ energii celem rekompensaty deficytow zwigzanych z zachodzacymi
w mitochondriach zmianami w tafncuchu transportu elektronéw. Biorac pod uwage fakt, ze
zaggszcezenie astrocytow wystepujacych w SN jest niskie, neurony DA w tej strukturze sg bardziej
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narazone na degeneracje (Kuter i in. 2019). Sugerowaé to moze, ze neurony nie ging w wyniku
aktywacji astrocytow, a raczej w przypadku ich nieobecno$ci w swoim §rodowisku (Joe i in. 2018).
Przez wiele lat zastanawiano si¢ nad rola blizny astrocytarnej, tworzonej przez kumulujace si¢
astrocyty, przypisujac jej wlasciwosci hamujace regeneracje¢ neurondéw (Labuzek i in. 2015). Obecnie
pojawiaja si¢ przestanki $wiadczace o jej potencjalnej roli neuroprotekcyjnej, wynikajacej
z wydzielanych przez nig czynnikéw wzrostu i biatek macierzy pozakomoérkowej, ktore wspieraja
regeneracje aksonow neurondéw (Liddelow i Barres 2016; Joe i in. 2018). Neuroprotekcyjne
wilasciwosci astrocytow wykazano rowniez na poziomie ekspresji powierzchniowych biatek
receptorowych. W chP ekspresji na astrocytach ulega receptor FcyR (receptor immunoglobuliny G;
IgG), bioracy udzial w wychwycie patologicznej formy a-syn, ktéra wiazana jest przez IgG (Tansey
i Romero-Ramos 2018).

Przytoczone powyzej informacje $wiadczg o wiodgcej funkcji przeciwzapalnej astrocytow,
ktére nie tylko utrzymuja neurony w fizjologicznym stanie rownowagi, ale bezposrednio niweluja
efekty neurozapalenia, przyczyniajac si¢ do neuroregeneracji i odnowy komodrek nerwowych.

3. Mikroglej

Komorki mikrogleju najliczniej wystepuja w SN, hipokampie, jadrach podstawy oraz
wechomézgowiu. Przypuszeza sig, ze neurony DA w SNpc sg szczegblnie wrazliwe i narazone na
degradacje ze wzgledu na duze zaggszczenie komoérek mikrogleju w SN (Tang i Le 2014). W OUN
reprezentuja wrodzony uktad immunologiczny, stanowigc pierwsza lini¢ obrony przed
uszkadzajacymi czynnikami (Tang i Le 2014). Podobnie jak astrocyty, mikroglej przyjmuje rézne
formy morfologiczne (istniejace w heterogennej populacji), zwigzane z jego wlasciwosciami zar6wno
pro- jak i przeciwzapalnymi (Joers i in. 2017).

3.1 Budowa

Komoérki mikrogleju stanowig 5-20% wszystkich komorek glejowych w OUN (Labuzek i in.
2015). Mikroglej posiada rézne formy morfologiczne, ale sprowadza si¢ je do dwoch gltdéwnych
fenotypow (podobnie jak makrofagi) (Labuzek i in. 2015).

Pierwszy z fenotypow, M1, jest aktywowany na drodze klasycznej i prowadzi do przyjecia
przez mikroglej prozapalnego profilu dziatania. Ciato komoérki przyjmuje wtedy ameboidalny ksztalt
i pokrywa si¢ filopodiami i pseudopodiami, charakteryzuje si¢ tez dobrze rozwinigtym aparatem
Golgiego i duza liczba lizosomow (Labuzek i in. 2015).

Aktywacja alternatywna skutkuje przyjeciem fenotypu M2, zwigzanego z jego
wilasciwosciami przeciwzapalnymi. W tym przypadku mikroglej przyjmuje forme komorek
rozgalezionych o matym, wydtuzonym ciele komoérki z licznymi, dlugimi wyrostkami. Struktury te
rozciagaja sie, wydtuzaja i kurcza, tym samym przeszukujac otaczajace je srodowisko. Po napotkaniu
nieprawidlowej a-syn, patogenu czy szczatkdéw zniszczonych neurondéw dochodzi do aktywacji
komorki mikrogleju z fenotypu spoczynkowego [za ktory przyjmuje si¢ fenotyp M2 (Labuzek i in.
2015)] do aktywnego (M1), ktora zwiazana jest ze zmiana w morfologii komorki, w ekspresji jej
gendéw oraz produkeji i ekspresji licznych czynnikéw (Peterson i Flood 2012).

3.2 Wiasciwosci prozapalne

Komorki mikrogleju réznicuja si¢ do fenotypu M1 poprzez aktywacj¢ klasyczna, ktora
inicjuja czynniki prozapalne takie jak IFN-y (interferon gamma) czy LPS (lipopolisacharyd
bakteryjny) (Ward i in. 2015).

Fenotyp M1 jest zdolny do usuwania resztek komorek ze swojego Srodowiska na drodze
fagocytozy, co jest mozliwe dzigki duzej liczbie lizosoméw (Labuzek i in. 2015). Ponadto przyczynia
si¢ do wychwytu patologicznej formy a-syn, ktéra odktadajac si¢ w neuronach DA prowadzi do ich
uszkodzenia (Tansey i Romero-Ramos 2018).

Mikroglej o fenotypie M1 wydziela liczne cytokiny prozapalne, ROS, tlenek azotu (NO),
chemokiny, proteazy i toksyny, co skutkuje zniszczeniem patogendw i/lub uszkodzonych neuronow
(Tang i Le 2014). Istnieja przestanki §wiadczace o tym, ze klasyczna aktywacja mikrogleju moze
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inicjowa¢ migracje komorek obwodowego uktadu immunologicznego do OUN, co prowadzi do
nasilenia i utrwalenia zachodzacego w mézgu stanu zapalnego (Lazdon i in. 2020).

3.3 Wilasciwosci przeciwzapalne

Wystepujace w OUN neurozapalenie moze nies¢ tez pozytywne efekty, jako ze przyczynia
si¢ do neutralizacji zagrazajacych jego funkcjonowaniu czynnikdw i plastycznos$ci neurondéw (Le i in.
2016). Aktywnos¢ komoérek mikrogleju o fenotypie M2 zwigzana jest z wydzielaniem czynnikow
przeciwzapalnych, a takze ekspresja konkretnych genéw, co daje efekt w postaci naprawy
i regeneracji  uszkodzonych neuronéw (Tang i Le 2014). Po wyeliminowaniu czynnika
odpowiedzialnego za stan zapalny mikroglej uwalnia cytokiny przeciwzapalne (np. IL-4, IL-10),
czynniki wzrostu (np. TGF-B1 — transforming growth factor 1) i neurotrofiny (np. BDNF — brain-
derived neurotrophic factor) odpowiedzialne za neuroregeneracje w obrebie SN (Peterson i Flood
2012; Labuzek i in. 2015).

Podobnie jak w przypadku astrocytow, wspomniany juz FcyR, ulega ekspresji rowniez na
komorkach mikrogleju, dzigki czemu ma on zdolno$ci do usuwania patologicznej formy a-Syn
zwigzanej z IgG w kompleksie (Tansey i Romero-Ramos 2018).

Wiele czynnikdéw i mechanizméw moze regulowac aktywnos¢ i whasciwosci mikrogleju, co,
ze wzgledu na ich protekcyjna role, przyczynia si¢ do naprawy i regeneracji uszkodzonych komorek.
Dodatkowo ostabiaja odpowiedz prozapalng fenotypu M1 mikrogleju, dzigki czemu dochodzi do
wyhamowania wydzielania przez niego cytokin prozapalnych, takich jak IL-1pB, IL-6, TNFa, IFNy,
a takze NO, ROS, metaloproteinaz (MMP) czy czynnikow takich jak NFkB (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells) (Tang i Le 2014; Labuzek i in. 2015). Za te mechanizmy
odpowiedzialne sg endogenne receptory ulegajace ekspresji na mikrogleju, do ktorych zaliczyé
mozemy: GR (receptor glikokortykoidowy), ER (receptor estrogenu), Nurrl (nalezacy do podrodziny
receptoréw jadrowych NR4A2), PPARs (receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow)
czy receptor IL-4 (Tang i Le 2014; Le i in. 2016). Przyktadowo, IL-4 po zwigzaniu ze swoim
receptorem hamuje produkcje i dziatanie prozapalnych IL-6, 1L-8, NO i TNF-a oraz tagodzi
szkodliwe dla OUN dziatanie LPS (inicjujacego klasyczng aktywacj¢ mikrogleju do fenotypu M1)
(Tang i Le 2014). Inny receptor, GR, po zwiazaniu z glikokortykoidami (GC) wptywa na ekspresje
genow komorki i ostabia dziatanie czynnikoéw prozapalnych, cytokin i NFkB (Tang i Le 2014),
a takze wzmacnia regeneracyjne wlasciwosci jednego z fenotypow M2 (Joers i in. 2017).

TGF-B odpowiada za stymulacj¢ limfocytdow do wydzielania przeciwzapalnej IL-4, co
sktania jednocze$nie mikroglej do aktywacji w sposob alternatywny (M2), tym samym promujac
dziatanie neuroprotekcyjne i hamujac prozapalne wlasciwosci mikrogleju o fenotypie M1 (Labuzek
i in. 2015).

Prawidtowo funkcjonujgcy mikroglej, zachowana homeostaza w OUN oraz interakcja
miedzy mikroglejem a neuronami sg niezb¢dne do ochrony komérek nerwowych przed toksycznoscia
i stanem zapalnym (Tansey i Romero-Ramos 2018).

Mikroglej przybierajac fenotyp pro- i przeciwzapalny bezposrednio zwigzany jest zar6wno
z inicjowaniem i utrwalaniem neurozapalenia, jak i dziataniami neuroprotekcyjnymi
i regeneracyjnymi neurony w OUN.

4, Udzial komérek gleju w rekrutacji obwodowych mechanizméw odpornosciowych
w chP

W sytuacji, w ktorej zachowana jest homeostaza organizmu, OUN mozna uznaé za
immunologicznie uprzywilejowany. W warunkach trwajacego w OUN procesu zapalnego, ktory
wystepuje w przebiegu chP, dochodzi do rozszczelnienia BBB. Zaburzenie integralnosci
i whasciwosci BBB ulatwia aktywowanym prozapalnie limfocytom i monocytom przenikanie do
obszarow OUN, gdzie wystgpuje neurodegeneracja (Madej i in. 2013).

Badania wskazuja, ze komorki obwodowego uktadu odpornosciowego moga migrowac do
OUN w warunkach przewlektego stanu zapalnego w OUN. Ze zjawiskiem tym zwigzane sg roézne
mechanizmy komunikacji migdzy mikroglejem a neuronami. Badania sugeruja, ze przyczynia si¢ do
tego rowniez zmiana profilu mikrogleju na aktywny (Lazdon i in. 2020). Prawidlowa interakcja
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miedzy wydzielang przez neurony glikoproteing fraktalking (CX3CL1) a jej receptorem
umiejscowionym na mikrogleju (CX3CR1) ogranicza migracje komorek uktadu odpornos$ciowego do
moézgu. W przypadku uposledzenia tego mechanizmu mikroglej nie jest w stanie efektywnie
ogranicza¢ infiltracji monocytow do OUN (Labuzek i in. 2015).

Patologiczna forma a-synukleiny uwalniana jest przez uszkodzony neuron do $rodowiska,
co stymuluje mikroglej do podjecia aktywnosci prozapalnej, celem zniwelowania zagrazajacego
OUN czynnika. W wyniku uwalniania czynnikéw prozapalnych dochodzi do modyfikacji a-syn
(utleniania, fosforylacji, nitrowania) i powstania jej toksycznych form. Nieprawidlowe biatko
przenika do szyjnych weztow chlonnych, gdzie zostaje zwiazane przez komorki APC (antigen
presenting cells, komorki prezentujace antygen), co skutkuje indukcjg efektorowych komoérek T.
Nastepnie limfocyty T [Th (T helperowe), Tc (T cytotoksyczne) i Treg (T regulatorowe)] przekraczaja
BBB wedrujac do miejsca zapalenia. Peptydy a-syn zwiazane z MHC I (major histocompatibility
complex class 1, gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej klasy I) na neuronach oraz z MHC II (major
histocompatibility complex class 11, gtéwny kompleks zgodnos$ci tkankowej klasy IT) na mikrogleju
ponownie stymuluja komoérki obwodowego uktadu odpornosciowego, prowadzac do reakcji zapalnej.
Wydzielane przez limfocyty i mikroglej czynniki prozapalne prowadza co prawda do usunigcia
patologicznego biatka, ale jednoczesnie uszkadzaja sasiednie neurony, wskutek czego dochodzi do
dalszego uwalniania a-syn (Mosley i Gendelman 2017). Te wplywajace na siebie wzajemnie
mechanizmy, prowadzace do nieustannej obecnos$ci bialka w przestrzeni migdzykomorkowej
i cigglego napedzania proceséw zapalnych, okre$lane sg mianem samonapedzajacej si¢ petli
neurozapalenia (Tang i Le 2014).

W migdzyczasie poza OUN limfocyty Th2 stymulujg komorki B do produkcji przeciwciat
anty-a-syn, ktore przekraczaja BBB, zwigzuja si¢ z epitopami a-syn wystepujacymi na powierzchni
neuronow i angazuja uklad dopehlniacza, prowadzac do cytotoksycznosci zaleznej od przeciwciat
i ostrej reakcji zapalnej (Mosley i Gendelman 2017).

Naciek komoérek obwodowego uktadu immunologicznego do OUN zwigzany jest nie tylko
z wydzieleniem czynnikow prozapalnych przez aktywowane komorki uktadu odporno$ciowego (np.
wydzielane przez Thl i Thl7: IFN-y, TNF-a czy IL-17), ale prowadzi rowniez do dziatania
przeciwzapalnego. Treg poprzez uwalnianie IL-10 i TGF-f moga hamowaé¢ zar6wno rekrutacje
limfocytow do OUN, jak i aktywnos$¢ mikrogleju M1. Ponadto wydzielane przez Th2 czynniki takie
jak np. IL-5 i IL-4 stymuluja mikroglej o fenotypie prozapalnym do przejscia w fenotyp
przeciwzapalny/spoczynkowy — M2 (Mosley i Gendelman 2017).

5. Podsumowanie

Przebieg i postep chP zwigzany jest z aktywnoscig komorek glejowych, takich jak astrocyty
i mikroglej. Oba rodzaje komoérek moga przyjmowaé rozne fenotypy odpowiedzialne za
przyjmowanie odmiennych profili opartych o ich dziatanie pro- badz przeciwzapalne. Aktywacja
prozapalna komorek gleju prowadzi do wydzielania cytokin i chemokin, ktére sprzyjaja rozwojowi
i utrwaleniu wystepujacego w OUN neurozapalenia. Zmiana fenotypu na przeciwzapalny sprzyja
ochronie neuronow i innych komérek mézgowia poprzez ekspresje czynnikéw warunkujacych ich
neuroprotekcje 1 regeneracje. Astrocyty, mikroglej i neurony wplywaja wzajemnie na swoje
funkcjonowanie poprzez rézne mechanizmy komunikacji mig¢dzykomoérkowej. Neurozapalenie
w obrgbie OUN uszkadza BBB, wplywajac na jej przepuszczalnos¢, przez co komorki obwodowego
uktadu odpornosciowego sa w stanie przedosta¢ si¢ przez nig i wedrowa¢ w kierunku miejsca
zapalenia. Z jednej strony komponenty uktadu immunologicznego, wraz z komorkami glejowymi,
przyczyniaja si¢ do neutralizacji patologicznej o-syn, tym samym oczyszczajac przestrzen
mi¢dzykomorkowa, z drugiej za$ — prowadza do rozwoju odpowiedzi odpornosciowej zaleznej od
przeciwcial i angazuja inne komoérki, co prowadzi do poglebienia reakcji zapalnej. Poznanie
czynnikow, ktore moga modyfikowaé¢ wiasciwosci immunomodulujace komorek glejowych,
zwlaszcza w zakresie ich zdolnosci naprawczych, jest szansg na opracowanie terapii, ktora bedzie
hamowata postep chP.
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7. Zwiazane z plcia roznice w etiologii i przebiegu choroby Parkinsona
Sex-related differences in the etiology and course of Parkinson's disease

Harackiewicz Oliwia, Jankowska Agata, Grembecka Beata

Katedra Fizjologii Zwierzat i Czlowieka, Wydzial Biologii, Uniwersytet Gdanski

Harackiewicz Oliwia: oliwia.harackiewicz@gmail.com
Stowa kluczowe: neuroprotekcja, estrogeny, metale cigzkie

Streszczenie

Wplyw na rozwdj i przebieg choroby Parkinsona (chP) maja zaréwno czynniki genetyczne
jak i srodowiskowe. Ryzyko wystapienia chP wzrasta wraz z wiekem, ale znaczenie ma takze m.in.
charakter podejmowanej pracy zawodowej, styl zycia, aktywno$¢ fizyczna, wspolistniejace
uzaleznienia, st¢zenie hormondéw pilciowych oraz ple¢. Badania wskazuja, ze zenskie hormony
plciowe, jakimi sg estrogeny, pelnia rolg neuroprotekcyjng. Dane epidemiologiczne pokazuja, ze
kobiety choruja statystycznie w pozniejszym wieku niz mezczyzni. Mezczyzni, ze wzgledow
zawodowych, bardziej narazeni sg na nadmierng ekspozycj¢ na metale cigzkie i substancje
0 potencjalnym dzialaniu neurotoksycznym. Réwniez sam przebieg choroby rézni si¢ u obu pici.
Niektore obserwowane objawy i ich nasilenie charakterystyczne sa dla mg¢zczyzn, inne — dla kobiet.
Przebieg chP u kobiet moze by¢ cigzszy i bardziej dotkliwy, co w konsekwencji szybciej prowadzi
do niepelnosprawnosci i utraty samodzielnosci. Obserwacje te skutkuja konieczno$cia dostosowania
odpowiedniej terapii, ktora efektywnie zniweluje wystepujace symptomy, aby unikngé ewentualnych
skutkéw ubocznych stosowanych farmakoterapii. W pracy omoéwiono wyniki badan dotyczacych
zwigzku pomiedzy etiologia chP a plcia ze szczegblnym uwzglednieniem czynnikow
srodowiskowych, ktore moga modyfikowac profil ekspresji genow zwigzanych z chP.

1. Wstep

Choroba Parkinsona (chP) jest chorobg neurodegeneracyjng, ktéra w obrazie
neuropatologicznym cechuje si¢ utratg neuronéw dopaminergicznych (DA) w czesci zbitej istoty
czarnej (SNpc) oraz postepujacym odktadaniem si¢ agregatdow a-synukleiny w neuronach
osrodkowego (OUN) i obwodowego uktadu nerwowego (Xu i Pu 2016). Zaraz po chorobie
Alzheimera, stanowi drugg co do czgstosci wystgpowania chorobe neurodegeneracyjna, ktorej
czgsto$¢ pojawiania si¢ oraz rodzaj i nasilenie objawdéw wykazuje dodatnig korelacje z wiekiem
(Paganoiin. 2016). Wedtug badan statystycznych prawdopodobienstwo zachorowania na chP wynosi
2%. Mtodzi ludzie chorujg rzadko, ale po 50. roku zycia ryzyko zachorowania wzrasta az do 9%.
Obecnie szacuje si¢, ze okoto 1-2% osob chorych jest po 65. roku zycia (Reuter 2018). Waznym
czynnikiem réznicujacym czgstos¢ zapadalnosci na chP jest ple¢ — szacuje si¢, ze m¢zczyzni choruja
1,5 do 2 razy czeSciej niz kobiety (Lee i in. 2019). Charakterystyczne objawy triady chP, ktore
stanowig kryterium rozpoznania klinicznego wystgpuja w stopniu zblizonym u obu pici. Badania
wskazuja jednak, ze rodzaj oraz stopien nasilenia innych objawow ruchowych chP oraz objawow
poza-motorycznych wykazuje zréznicowanie zalezne od pici pacjenta (Cerri i in. 2019).

Etiologia chP jest ztozona i nadal trwaja badania nad okresleniem czynnikéw, ktére inicjuja
kaskade neurodegeneracji obserwowana w przebiegu choroby. Biorac pod uwage fakt, ze
sporadyczna posta¢ chP stanowi wigkszo$¢ przypadkow zachorowan, wiele uwagi poswieca sig
znalezieniu czynnikoéw epigenetycznych i $rodowiskowych (Pavlou i Outeiro 2017). Badania
epidemiologiczne wskazuja, ze wystapienie choroby moze by¢ zwigzane m.in. z wykonywanym
zawodem, S$rodowiskiem zycia, poziomem stresu, stylem zycia (ekspozycja na substancje
uzalezniajace), poziomem hormondéw (zwtlaszcza glikokortykoidow i hormonow ptciowych) (Abbas
i in. 2017). Czynnikiem, ktéry moze taczy¢ obserwowane w badaniach epidemiologicznych
prawidtowos$ci moze by¢ ple¢ pacjentow. W pracy omoéwione zostang przyktady zwigzanych z picia
réznic w przyczynach powstawania i przebiegu chP. Przedstawione zostang takze aktualne hipotezy
dotyczace prawdopodobnych mechanizméw réznic migdzyptciowych w przebiegu chP, ktore
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zaprezentowane zostang W oparciu o analize aktualnego piS$miennictwa zwigzanego
z przedstawianym tematem.

2. Etiologia chP

Wieloletnie badania poswigcone identyfikacji czynnikow odpowiedzialnych za
neurodegeneracje w chP nie przyniosty do tej pory jednoznacznych odpowiedzi (Kouli i in. 2018).
Powstato wiele teorii majacych na celu wyjasnienie przypuszczalnych czynnikoéw inicjujacych rozwdj
chP. Wiadomo, Ze na jej patogeneze wptyw maja zarowno czynniki genetyczne, jak i sSrodowiskowe
i w obu przypadkach doszukuje si¢ réznic wystepujacych w obrebie pici. Badania epidemiologiczne
wyraznie wskazuja na fakt, ze ryzyko zachorowania jest znaczaco wyzsze u mezczyzn niz u kobiet
(Motyl 2017). Ponadto niektore wyniki badan sugeruja, ze kobiety (w przeciwienstwie do mezczyzn)
zapadaja na chorob¢ znacznie pozniej, nawet po ok. 79. roku zycia, co moze wigzaé si¢
z potencjalnym neuroprotekcyjnym dziataniem estrogenow (Dziedziejko i in. 2009). Poza
hormonalnym podtozem réznic w zapadalnosci i przebiegu choroby migdzy obiema plciami, na
uwage zastuguja takze czynniki Srodowiskowe 1 styl zycia oraz wcze$niejsza ekspozycja na
substancje o dziataniu uzaleznieniajacym.

2.1 Neuroprotekcyjne dziatanie estrogenow

Estrogeny sa zenskimi hormonami ptciowymi, ktorych stezenie w organizmie znacznie
spada wraz z wiekiem. W zwigzku z tym odsetek kobiet, u ktorych diagnozuje si¢ chP po przejsciu
menopauzy (zarowno naturalnej, wynikajacej z wieku, jak i chirurgicznej — zaistnialej w wyniku
przeprowadzenia zabiegow histerektomii czy owariektomii) jest znaczaco wyzszy niz u kobiet
w okresie przed menopauzalnym. Ponadto wykazano korelacje miedzy wydtuzonym okresem
ekspozycji na estrogeny a mniejszym nasileniem objawoéw chP (Lee i in. 2019). Ochronne dziatanie
estrogendw wyjasniane jest za pomocg mechanizmow angazujacych receptory estrogenowe typu alfa
i beta (ERa i ERP), ktore obecne sa w jadrach komodrkowych neuronow DA w ukladzie
nigriostriatalnym oraz na komorkach glejowych (Dye i in. 2012). Aktywowane prozapalnie komorki
glejowe inicjuja $mier¢ komoérek nerwowych i podtrzymuja proces zapalny poprzez wydzielanie
czynnikow takich jak TNF-a (czynnik martwicy nowotworow o). Estrogeny, wptywajac na ekspresje
gendéw, prowadza do zmniejszenia ekspresji TNF-a, co zmniejsza ryzyko uszkodzen komorek
nerwowych (Dziedziejko i in. 2009).

Udowodniono, ze estradiol, po zwigzaniu ze swoistym receptorem na komoérkach glejowych
(np. mikroglej, astrocyty), przejawia dziatanie cytoprotekcyjne zmniejszajac aktywnos¢ czynnika
NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) w astrogleju (Dziedziejko
i in. 2009). Ponadto estrogeny stymuluja komorki glejowe do wydzielania czynnikéw wzrostu
i neurotrofin, a takze substancji regulujacych (np. apoE — apolipoproteina E), ktore przyczyniaja si¢
do utrzymania komérek nerwowych w ich prawidlowym, fizjologicznym stanie. W uszkodzonych
rejonach OUN (np. na skutek neurodegeneracji, czy niedokrwienia) dochodzi do nekrozy i apoptozy
komorek nerwowych, co spowodowane jest intensywnym, dokomoérkowym naptywem jonow
wapnia. Czynniki wzrostu, takie jak BDNF (czynnik wzrostu pochodzenia moézgowego), CNTF
(rzeskowy czynnik wzrostu) oraz IGF (insulinopodobny czynnik wzrostu) majg wplyw na
zahamowanie tego procesu. W chorobach neurodegeneracyjnych dochodzi do uszkodzenia komorek
OUN m.in. poprzez pobudzenie receptora NMDA (kwasu N-metylo-D-asparaginowego) przez
nadmiar kwasu glutaminowego pochodzacego z uszkodzonych komoérek. Estrogeny, na drodze
pozareceptorowej, przeciwdziatajg $mierci komoérek nerwowych spowodowanych aktywnoscia
receptora NMDA (Dziedziejko i in. 2009).

2.2 Znaczenie warunkow zycia i pracy

Wsrod przyczyn chordéb neurodegeneracyjnych ogromny udziat ma stres oksydacyjny. Jest
to stan, gdy w organizmie procesy oksydacyjne przewazaja nad procesami antyoksydacyjnymi, czego
przyczyng sa reaktywne formy tlenu (RFT), ktore sg zwigzkami silnie utleniajgcymi. Stres
oksydacyjny moze by¢ wynikiem wysokiej ekspozycji na metale cigzkie, takie jak mangan czy zelazo
(Mizeraiin. 2014).
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W dalszym ciggu znaczna cze$¢ populacji Polski zamieszkuje obszary wysoko
zurbanizowane (dane z GUS 2020) w zwiazku z czym mieszkancy narazeni sg na ekspozycje na
zanieczyszczenia powietrza, zaréwno substancjami lotnymi, jak i réznego rodzaju pylami
zawierajacymi substancje toksyczne. Zanieczyszczenia wynikaja m.in. z przemyshu i dziatalno$ci
fabryk, spalin itp.

Mezczyzni z regulty czeéciej podejmuja prace fizyczna (np. gornictwo, hutnictwo,
blacharstwo), ktora zwiazana jest z uzytkowaniem i stalym przebywaniem w $rodowisku
zawierajacym szkodliwe czynniki, takie jak metale cigzkie. Udowodniono, ze chelatacja jonow zelaza
w SNpc wymaga udziatu neuoromelaniny (NM). Stezenie NM w uktadzie nigriostratalnym zmniejsza
si¢ wraz z wiekem (Mochizuki i in. 2020), co prowadzi do akumulacji jonow zelaza sprzyjajacych
powstawaniu duzej liczby czasteczek czynnych oksydacyjnie poprzez udziat w reakcji Fentona.
W chP w wyniku degeneracji dochodzi do rozktadu dopaminy, ktorego jednym z produktow jest
nadtlenek wodoru (H20>). Nastepnie H,0; oddzialujac z jonami zelaza przeksztatca si¢ do rodnika
hydroksylowego reagujacego z sama dopaming, w efekcie czego powstaje neurotoksyna 6-
hydroksydopamina, co potgguje zachodzaca w OUN neurodegeneracje (Mizera i in. 2014).
W zwiazku z fizjologicznie nizszym poziomem zelaza u kobiet (co zwigzane jest zar6wno z cyklem
miesigczkowym, jak i niskim poziomem zelaza dostarczanego w diecie), mgzczyzni bardziej narazeni
sa na szkodliwe dzialanie jego nadmiaru (Rushton i in. 2001).

Rozwoj rolnictwa i potrzeba produkcji coraz wigkszej ilosci zywnosci wymusito stosowanie
substancji owadobdjczych czy nawozéw, majacych na celu m.in. ochrong roslin przed szkodnikami.
Przyktadami takich $rodkéw sa herbicydy i pestycydy, takie jak parakwat czy rotenon. Badania
dowodza, ze oba te srodki maja negatywny wptyw na stan OUN. Parakwat jest zwigzkiem, ktory
moze przekraczac barier¢ krew-mozg poprzez kanaty zalezne od jondw sodu, wptywajac tym samym
na szlak pentozofosforanowy i posrednio zwigksza stres oksydacyjny w komorkach — uposledza
wewnatrzkomérkowe uklady antyoksydacyjne doprowadzajac do uszkodzen lipidow biatek oraz
struktur DNA i RNA. Narazenie na duza dawke tego srodka ma toksyczny wptyw na neurony DA
w SNpc, a poprzez zwigkszenie stresu oksydacyjnego prowadzi do agregacji a-synukleiny
i powstania ciatek Lewy’ego (Pingale i Gupta 2020).

Rotenon, w przeciwienstwie do parakwatu, poprzez wysoka lipofilnos¢ swobodniej
przekracza bariere krew-mozg i hamuje aktywnos$¢ mitochondrialnego kompleksu I, co niesie ze soba
liczne konsekwencje: zwickszenie stresu oksydacyjnego przez wytwarzanie RFT, dysfunkcje
mitochondriow, zmiany w metabolizmie lipidow i glutationu oraz tworzenie agregatow a-synukleiny
(Pingale i Gupta 2020).

2.3 Znaczenie uzywania substancji psychoaktywnych

Pomimo podejmowania licznych dziatan profilaktycznych, narkomania nadal stanowi
olbrzymi problem, duzy odsetek spoteczenstwa przyjmuje $rodki psychoaktywne, przy czym mozna
zauwazy¢, ze to mgzczyzni siegaja po narkotyki czesciej niz kobiety — za wyjatkiem amfetaminy
i ecstasy, ktore sg przyjmowane z tg samg czesto$cig (Malczewski i in. 2020).

MPTP (1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna) jest neurotoksyng, ktorej aktywny
metabolit MPP* (kation 1-metylo-4-fenylopirydyny) jest selektywnie wychwytywany przez komorki
DA i zakloca mitochondrialny fancuch oddechowy poprzez inhibicje kompleksu I. Neurotoksyna ta
jest po dzi$ dzien stosowana do zwierzgcego modelowania chP — jej odkrycie przyczynito si¢ do
powstania teorii o wptywie $rodowiska na patogenez¢ choroby, po tym jak u narkomanow
(zazywajacych heroing, ktorej skladnikiem jest MPTP) zauwazono parkinsonizm. Uktad
nigrostriatalny kobiet wydaje si¢ by¢ chroniony przez 17-beta-estradiol, co dodatkowo potwierdza
protekcyjng role estrogenéw w chP (Dziedziejko i in. 2009).

Wysoka ekspozycja na metale cigzkie, jak np. mangan, nie musi by¢ zwigzana ze
$rodowiskiem zycia czy podejmowanym zawodem. U narkomandw obserwuje si¢ coraz czgstsze
zatrucia tym metalem, pochodzacym z zyskujacego na popularnosci efedronu. Substancja ta,
0 dziataniu bardzo podobnym do amfetaminy, jest otrzymywana z utlenienia efedryny badz
pseudoefedryny nadmanganianem potasu. Przyjmowanie nieprawidlowo oczyszczonego z manganu
narkotyku prowadzi¢ moze do powaznych zatru¢, a tym samym do wzmozenia stresu oksydacyjnego,
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zaburzonego funkcjonowania mitochondriéw i metabolizmu glutaminianu i dopaminy (Mizera i in.
2014).

3. Zréznicowanie objawéw chP w zaleznosci od plci

Badania epidemiologiczne wskazuja na to, ze kobiety zapadajg na chP statystycznie pozniej
niz mezezyzni (= 2 lata pozniej), co thumaczy si¢ prawdopodobnym wyzszym poczatkowym (przed
wystapieniem objawow choroby) st¢zeniem dopaminy w prazkowiu u kobiet. Sugeruje sie, ze
u kobiet, przed pojawieniem si¢ objawow, poziom dopaminy jest az o 16% wyzszy niz u me¢zczyzn
(Haaxma i in. 2007). Ponadto mezczyzni zapadajg na chP dwa razy czgéciej niz kobiety, przy czym u
kobiet choroba postepuje szybciej i obserwuje si¢ wyzszg $miertelnos¢ (Cerri i in. 2019).

Badania Martinez-Martin i in. przeprowadzone na ponad 950 pacjentach z chP wykazaty, ze
u kobiet czesciej wystepuja takie objawy niemotoryczne jak depresja, zmeczenie, zaparcia, utrata
wechu 1 smaku, nadmierna potliwo$¢ czy zmiana wagi — sg tez bardziej nasilone niz u mezczyzn.
Ponadto kobiety sg bardziej narazone na rozwoj dysfagii, podczas gdy mezczyznom doskwiera¢ moze
nadmierny $linotok (Martinez-Martin i in. 2012; Reuter 2018).

Mezczyzni nie tylko maja wigksze predyspozycje do rozwoju tagodnych zaburzen
poznawczych (MCI — mild cognitive impairment), ale réwniez do szybszego ich rozwoju
w pozniejszych stadiach choroby, natomiast pacjentki z reguly osiagaja lepsze wyniki w testach
mierzacych ogolne funkcje poznawcze, czy ptynno§¢ mowy, w przeciwienstwie do testow badajacych
funkcje wzrokowo-przestrzenne. Sugeruje si¢, ze w neuroprotekcji, a tym samym w natezeniu
i wystgpowaniu niektorych objawow, istotna role ma poziom estrogenéw (Lin i in. 2018). Oprocz
tego obserwuje si¢ u mezczyzn wicksze deficyty w aspektach dotyczacych proceséw skupiania uwagi
i pamieci roboczej, w poréwnaniu do kobiet z chP, u ktérych nie wystepuje demencja (Cerri i in.
2019).

Kobiety czgsciej borykaja si¢ z ciezka depresja 1 utrzymujacymi si¢ epizodami lgkowymi,
a takze stanami nerwicowymi (Reuter 2018). Mg¢zczyzni z kolei skarzy¢ si¢ mogg na dysfunkcje
seksualne i pogorszenie relacji seksualnych z partnerem/partnerka oraz gorzej radzg sobie
Z interpretacjg emocjonalnego wyrazu twarzy innych osob (Reuter 2018; Cerri i in. 2019). Jednym
z bardziej charakterystycznych niemotorycznych objawoéw chP sg zaburzenia w fazie snu REM —
RBD (REM sleep behavior disorder). Wczesniej istniata teoria, ze RBD dotyczyto czes$ciej mezczyzn
niz kobiet, poniewaz gltéwnie u nich notowano wystgpowanie tego objawu. Najnowsze badania
wykazuja jednak, ze czestos¢ wystepowania RBD jest taka sama i u m¢zczyzn, i u kobiet, natomiast
u pacjentek objawy te sg mniej agresywne i w mniejszy sposob oddzialuja na ich jako$¢ zycia, przez
co rzadziej zglaszaja ten problem lekarzom (Cerri i in. 2019). Jednakze u mezczyzn rzeczywiscie
obserwuje si¢ zaburzenia zachowania wystgpujace podczas fazy snu REM, a do tego zwigkszenie
senno$ci w ciggu dnia (Reuter 2018).

Rozpatrujac przyktady objawow motorycznych mozna zauwazy¢, ze wsrod kobiet czgséciej
wystepuje drzenie (u 67% kobiet, podczas gdy u mezczyzn odsetek ten stanowi 48%), przy
jednoczesnym wolniejszym rozwoju objawdw obnizajacych sprawnos$¢ ruchowag (obejmowanych
przez UPDRS-III — Unified Parkinson’s Disease Rating Scale III): zaburzenia mowy, maskowaty
wyraz twarzy, sztywnos$¢ mig¢sniowa, problemy z szybkimi, naprzemiennymi ruchami rak, zaburzenia
postawy i bradykinezja (Haaxma i in. 2007). Natomiast pacjentki z chP wykazuja wigksza sktonno$é
do wystapienia zaburzen zwigzanych z utrzymaniem stabilnej postawy (Cerri i in. 2019). U m¢zczyzn
czgéciej obserwuje si¢ uogodlniong bradykinezje (Reuter 2018), a takze uposledzenia motoryki
objawiajace si¢ tzw. ,,zamrozeniem chodu” (freezing of gait) czy chodem magnetycznym, co moze
prowadzi¢ do upadkow i zwigzanych z tym powiktan. Pte¢ meska jest czynnikiem predysponujacym
do wystapienia symptomu zwanego kamptokormia, czyli zaburzenia postawy charakteryzujacego si¢
nieprawidlowym, poglebionym zgieciem tutowia do przodu, wystepujacym podczas stania czy
chodzenia (zanikajagcym w pozycji lezacej). Roznice w wystepowaniu i nasileniu powyzszych
symptomow u obu pici sktaniajg badaczy do dalszych badan nad rozwojem innych zaburzen postawy
wystepujgcych w chP, w zaleznosci od plci pacjenta (Cerri i in. 2019). Co ciekawe, ekspozycja na
estrogeny skutkuje zmiang nasilenia objawoéw ruchowych chP. W badaniach przeprowadzonych przez
Lee i in. (2019) zaobserwowano, ze u 0sob z chP z dluzsza ekspozycja na estrogen objawy
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motoryczne choroby byly mniej nasilone, a takze cechowata je wyzsza dostepnos$¢ transportera
dopaminy (DAT) w brzusznej i tylnej skorupie, w stosunku do oséb o krétszej ekspozycji na ten
hormon.

4. Mozliwosci leczenia i profilaktyka

Aktualnie brakuje skutecznej terapii, ktéra w peni leczylaby chorobe Parkinsona
i zapobiegataby jej objawom. Gtowne strategie terapii opierajg si¢ na leczeniu farmakologicznym,
szczegoblnie skupiajacej si¢ na podawaniu L-dopy (lewodopy) czy tez agonistow dopaminy, takich jak
ropinirol czy pramipeksol. Dlugotrwate stosowanie lekow farmakologicznych wigze si¢ jednak
Z niepozadanymi skutkami ubocznymi, takimi jak dyskinezy (nieskoordynowane, mimowolne ruchy
konczyn i glowy). W tym przypadku rozwaza si¢ metody bardziej inwazyjne — chirurgiczne, np.
metoda glebokiej stymulacji mézgu (DBS — deep brain stimulation) (Motyl 2017) wptywajaca na
0g6lng poprawe objawdéw motorycznych w chP — u mgzczyzn obserwuje si¢ znacznie wicksza
poprawe dotyczacag kamptokormii i utrzymania prawidtowej postawy niz u kobiet, mimo, Ze to
pacjentki mowia o wigkszej poprawie jakosci zycia (Cerri i in. 2019).

W zwiazku z neuroprotekcyjng rolg estrogendéw coraz wigksza uwage skupia si¢ na ich
mozliwym dziataniu terapeutycznym i profilaktycznym w chP. Na ten temat powstato wiele réznych
badan. W jednym z nich wykazano, ze zastosowanie hormonalnej terapii zastgpczej u kobiet z chP,
u ktorych leczenie lewodopa nie zostalo jeszcze wprowadzone, skutkowato u nich mniejszym
nasileniem objawow niz w przypadku mezczyzn. Ponadto, inne wyniki badan moéwia o tym, ze
U kobiet leczonych zaréwno lekami przeciwparkinsonowskimi, jak i doustnie podawanymi
estrogenami, stwierdzono dtuzszy okres dobrej sprawnosci w poréwnaniu do kobiet przyjmujacych
podobne dawki lekow, ale bez zastosowania estrogenow. Zaobserwowano roéwniez, ze zastepcza
terapia hormonalna ma wlasciwos$ci protekcyjne wzgledem rozwoju otgpienia w chP (Dziedziejko
i in. 2009).

Estrogeny, jako zenskie hormony plciowe, nie powinny by¢ stosowane u mezczyzn, ze
wzgledu na ich dziatanie feminizujace na me¢ski organizm. Sugeruje si¢, ze pewna grupa lekow
(SERM - selektywne modulatory receptora estrogenowego) o dziataniu antagonistycznym wzgledem
estrogenu w tkance sutkowej, oraz agonistycznym w takich tkankach jak np. kosci, moze stanowic¢
W przyszlosci obiecujacg alternatywe w leczeniu mezczyzn. Mimo, ze wptyw SERM na chP nie zostat
w pelni udokumentowany, istnieja przestanki o ich korzystnym wptywie na MCI oraz poprawe
pamigci werbalnej u kobiet, natomiast u m¢zczyzn — poprawe w procesach skupiania uwagi, pamieci
i funkcjach wykonawczych bez efektow feminizujacych (Cerri i in. 2019).

Badania przeprowadzone na szczurach z modelem chP wykazaty, Ze inhibitory Sa-reduktazy
(odpowiedzialnej za rozktad progesteronu do jego metabolitdow) maja wptyw na obnizenie nasilenia
dyskinez wywotanych leczeniem lewodopg zaréwno u samic, jak i samcow (Cerri i in. 2019).

Styl zycia moze znacznie wptyna¢ na rozwoj i postep chP, zarowno u mezczyzn, jak
i U kobiet. Stosowanie odpowiednio zbilansowanej diety, a szczegoélnie dbanie o prawidtowy poziom
cholesterolu, przyczynia si¢ do ochrony przed rozwojem chP. Jego poziom, wyzszy niz 180 mg/dL
przy zachowanym stezeniu LDL (tzw. ,,dobrego cholesterolu” na poziomie nie mniejszym niz 110
mg/dL) wigzany jest z mniejszym ryzykiem zachorowania na chP u mezczyzn w $rednim wieku
i Ukobiet w wieku podesztym. Kolejnym istotnym czynnikiem, ktory chroni przed rozwojem,
nasileniem objawow 1 postgpem chP jest aktywnos$¢ fizyczna. Udowodniono pozytywny wplyw
¢wiczen fizycznych na ogolny stan zdrowia 1 wigzany jest z nizszym ryzykiem wystapienia chP, jej
lepszym rokowaniem i fagodniejszym przebiegiem (Cerri i in. 2019).

5. Podsumowanie

Rozwoj, postep jak i metody terapii chP u kobiet i u me¢zczyzn réznig sig. Obecnie uwaza
si¢, ze to wlasnie styl zycia i nasze otoczenie majg najwigkszy wpltyw na przebieg choroby. Geneza
roéznic ptciowych lezy gldwnie w podtozu hormonalnym — wigze si¢ to zardbwno z metabolizmem
estrogenow, jak i progesteronu. Rowniez rdznice w poziomie zelaza u obu plci przyczynia¢ si¢ moga
do wigkszej podatnosci OUN na stres oksydacyjny, a co za tym idzie, neurodegeneracj¢. Mezczyzni
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czesciej podejmujg si¢ pracy fizycznej, zwlaszcza w przemysle czy rolnictwie, przez co bardziej
narazeni s3 na nadmierng ekspozycj¢ na metale cigzkie. Jak wskazuja statystyki, rowniez czesciej
siegaja po narkotyki, co dodatkowo predysponuje do mozliwego zatrucia toksynami i manganem.
Podejmowana terapia chP powinna by¢ odpowiednio dostosowana m.in. ze wzgledu na ple¢, jako ze
towarzyszace chorobie objawy moga wystepowaé w innym nasileniu. Nie wszystkie strategie terapii
sprawdza si¢ w leczeniu u wszystkich pacjentéw, nalezy bowiem pamietaé o tym, ze choroba
u kazdego moze mie¢ swoj indywidualny przebieg.
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Abstract

The paralysis of the recurrent laryngeal nerve is severe condition, which may lead to
hoarseness, stridor or even fatal dyspnoea. In this article it was shown that the most common cause
of RLN paralysis is iatrogenic. Another significant causes are neoplastic disease and neurological
conditions. RLN paralysis can also develop due to cardiovascular diseases, radiotherapy, infectious
or inflammatory causes. It is proved, that vocal cords paralysis, which is caused by RLN paralysis,
can spontaneously recover within time. However, there are a lot of invasive procedures, which can be
performed in order to improve vocal folds condition, such as injection laryngoplasty, laterofixation
of vocal folds or RLN reinnervation.

1. Introduction

Recurrent laryngeal nerve paralysis, which can manifest as vocal folds paralysis (VFP),
otherwise known as vocal cord paralysis (VCP), occurs more often nowadays. This severe condition,
caused by different agents and mechanisms, is responsible for decline in the quality of life and may
result in hoarseness, flaccidity of vocal folds, voice changes or even it’s loss. The aim of this article
was to sum up the various causes of recurrent laryngeal nerve paralysis and the diversity methods of
treatment.

2. Description of recurrent laryngeal nerves (RLNs) paralysis

The recurrent laryngeal nerves (RLNSs) are branches of the cervical part of the vagus nerve.
The left RLN appears anteriorly at the level of the arch of the aorta and loops posteriorly under it. The
right RLN loops around the right subclavian artery. The course of the nerves continues posteriorly to
the lobe of the thyroid gland as they pass into the tracheoesophageal groove. The RLNs follow to the
back of the cricothyroid joint. At this point, they enter the larynx and later become the inferior
laryngeal nerves (Allen et al. 2021).

The recurrent laryngeal nerves supply intrinsic muscles of the larynx with the exception of
the cricothyroid muscles. The knowledge of the anatomical course of the RLN is important to
understand the mechanisms of its injury. Because of its longer course, the risk of injuring the left RLN
is higher. (Misiotek et al. 2014; Toutounchi et al. 2014).

Injuries of the RLN can cause paralysis of the intrinsic muscles, which will manifest in the
impaired vocal cord function or even paralysis. The universal symptom, due to vocal cord paralysis
is hoarseness (Ahmad et al. 2004).

3. Literature review

3.1 Causes

Vocal cord paralysis is a common symptom of multiple diseases. The reasons for vocal cord
paralysis can be divided into two groups: traumatic and atraumatic. RLN injury, which can lead to
vocal cord paralysis can happen due to many causes, such as iatrogenic reasons (surgical procedures,
endotracheal intubation), malignant tumors in the region of the skull base, neck, or chest, trauma
neurological diseases i.e. stroke (specifically lateral medullary syndrome also known as Wallenberg's
syndrome), bulbar palsies or demyelinating disease. RLN paralysis may also be idiopathic (Culp and
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Patel 2021). According to Toutounchi et al. (2014) the percentage statistics are presented as: 31.11%
for idiopathic paralysis, 31.11% for tumors, 28.89% for surgery, 2.2% for other causes such as:
trauma, brain problems, systemic disease.

latrogenic causes

One of the most common causes of vocal cord paralysis is iatrogenic (Chen et al. 2007). It
was estimated that the incident of permanent, operation-related vocal cord palsies from injury to the
RLN is considered as 1%. Nevertheless, the most studied causes are thyroidectomies and
parathyroidectomies, in which the risk of RLN injuries is 14% for thyroidectomy and 7% for
parathyroidectomy (Culp and Patel 2021).

Identifying the nerve during surgical procedures on thyroid and parathyroid glands is one of
the most efficient ways to avoid RLN injury.

Thyroidectomy is a procedure in which a part of, or a whole thyroid gland is surgically
removed. The indications are various and include benign or malignant conditions such as
hyperthyroidism, goiter, thyroid nodules, and different types of thyroid cancers or metastases (Biello
et al. 2021).

There are various mechanisms of RLN injury during thyroidectomy. These include partial or
complete transection, which usually occurs at the level of the upper two tracheal rings, where the
nerve gets close to the thyroid lobe, nerve handling or traction, contusion, clamping, burn, misplaced
ligature, and finally crush compromised blood supply (Zakaria et al. 2011).

Other surgical procedures with a high risk of RLN injury are excision of tumors, carotid
endarterectomy, cardio surgery, and neurosurgery procedures (especially anterior approach spine
surgery in the cervical region (Misiofek et al. 2014) and thoracic interventions.

Vocal Folds Paralysis (VFP) is also one of the most severe complications of esophagus
cancer surgery. There are a few features, which can be defined as independent risks, such as the size
of the recurrent laryngeal nerve (thin RLN is more predisposed), female sex, and body mass index
(BMI)> 25 kg/m? (Saito et al. 2018). Scipione et al. in 2007 research showed that obese patients (BMI
> 35 kg/m2) who underwent esophagectomy had an increased risk for VFP than nonobese patients.
The suggested mechanism is stretching of the nerve as well as the heat transmission from
electrocautery. Compression or vascular compromise also have been pointed out as potential causes
(Saito et al. 2018; Mboumi et al. 2019). Furthermore, Y. Saito et al. informed that left RLN is injured
more frequently than the right RLN. It can be explained by its longer intrathoracic course (Chen et al.
2007; Saito et al. 2018).

RLN injury can also appear as a complication after endotracheal intubation. The mechanism
is based on nerve compression between arytenoid cartilage, thyroid cartilage, and the cuff of the
endotracheal tube. Risk factors include the cuff’s size, age, sex, and individual characteristics. Other
invasive procedures such as laryngoscopy or bronchoscopy can also lead to RLN injury.

Neoplastic disease

Tumors are another significant cause of RLN injury. Moreover, one study shows that non-
laryngeal malignancies are responsible for 24.7% of all unilateral vocal cord paralysis (UVFP) and
80% of those being pulmonary or mediastinal (Culp and Patel 2021). What is more, malignancy is a
very significant cause of UVFP. It is reported especially in primary and metastatic lung and laryngeal
carcinoma. In thyroid and central nervous system cancers, it is believed not as frequent as in the
previous ones (Williamson and Shermetaro 2021).

The most common neoplastic cause of VFP is lung carcinoma invasion when RLN can be
injured due to its locoregional spread. Therefore, it can be said that it was the most common neoplastic
etiology, especially in men population (Chen et al. 2007). Different frequent neoplasm is esophagus
carcinoma. VFP in the cause of esophageal cancer is considered as a bad prognostic sign because it
testifies to its advanced stage (VFP as an expression of tumor extension through the wall of the
esophagus) (Chen et al. 2007; Tachimori et al. 1995). Metastatic lymph node tumor, which
enlargement can as well involve RLN. Another neoplastic disease reported as a reason for VFP
(mainly UVFP) is breast cancer (Chen et al. 2007; Glazer et al. 1983; Tachimori et al. 1995).
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Neurological causes

Neurological affections are another significant group of VFP causes. Lateral medullary
syndrome, also known as Wallenberg’s syndrome, or posterior inferior cerebellar artery syndrome,
which is a type of stroke, can cause vocal cord palsy and stridor. The pathomechanism of this
neurological disease is connected with the obstruction in brain arteries. The symptoms are caused due
to ischemia of the specific part of the brain stem. In the case of vocal cord palsy, the corresponding
anatomy location, which has been unsupplied is nucleus ambiguous (which supplies cranial nerves
IX and X) (Ahmed et al. 2013). Other medullary lesions which may lead to laryngeal pathology,
including paralysis, are postpolio syndrome, syringomyelia, Arnold-Chiari malformation, or motor-
neuron diseases such as primary lateral sclerosis, amyotrophic lateral sclerosis, progressive bulbar
palsy, and progressive spinal muscular atrophy (Erman et al. 2009).

Other

The authors describe that the VFP can develop after radiotherapy (Chen et al. 2007; Crawley
et al. 2015). Radiation-induced VVCP was also reported by Chen et al. (2007). Authors observed that
10 patients develop VCP (which was 3.4%). The impact of radiation therapy is also seen in the
research of (Crawley and Sulica, 2015). They report 10 patients which had radiotherapy in the past,
and whom the VCP develop.

From among the VVFP origins, we should not forget Vascular-Cardiac Causes. They include
aortic dissection, pseudoaneurysm, congenital heart disease, pulmonary artery enlargement,
pulmonary embolism, or Ortner syndrome (hoarseness due to stretching or compression of the nerve).
Ortner syndrome is induced mainly by left atrial enlargement. Another reported cause is mitral valve
prolapse (Chen et al. 2007; Paquette et al. 2012).

Infectious and inflammatory conditions are also worth noting. Most infections of the VFP
are mainly self-limiting viral diseases, bacterial abscesses, and sarcoidosis, silicosis, or fibrosing
mediastinitis. Tuberculosis is a rare reason for VFP (Chen et al. 2007; Paquette et al. 2012). What is
more is that recurrent laryngeal nerve paralysis was also reported as an extremely rare complication
of subclinical Lyme disease. In this case parenteral ceftriaxone was performed and after seven days
the complete recovery, confirmed in videolaryngoscopy, could be observed. (Karosi et al. 2009)

Last but not least another reason is idiopathic cause. It can be said that it is an idiopathic
cause if all other reasons were ruled out. According to Chen et al. (2007) among 291 patients, who
participated in the study, 31 patients had no reason for VCP revealed (10.7%).

4. Treatment

When injured, RLN is proven to spontaneously recover within time. Voice therapy can help
with maximizing voice efficiency. Commonly UVFP is successfully treated by voice therapy
exclusively (Allen et al. 2021; Chen et al. 2007). When the case is more severe and the results are not
satisfactory one may consider performing more invasive procedures such as injection laryngoplasty,
arytenoid adduction, laryngeal framework surgery, and even reinnervation (Allen et al. 2021; Chen et
al. 2007).

Injection laryngoplasty may provide temporary alleviation. Injection of synthetic material
into the disabled VF sets it into a midline position. Unfortunately, the materials can resorb, so before
spontaneous recovery, reinjections may be necessary. The most severe complication of the VF
augmentation is irritation to the tissue which might resolve in its histopathological changes (Allen et
al. 2021).

Laryngeal framework surgery allows permanently medialize VF. This open neck procedure
is based on the external insertion of a synthetic implant and is completely reversible (Allen et al.
2021).

BVFP commonly results in airway compromise and is associated with potentially dangerous
or even fatal dyspnea requiring improvement of patient’s ventilation. Most BVFP are treated
surgically. Nowadays endolaryngeal glottal enlargement is believed to be the golden-standard
solution (Allen et al. 2021; Misiotek et al. 2014).
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Due to the narrowing of the airways, tracheostomy is an often-performed procedure. It allows
ventilation while waiting for spontaneous reinnervation. It is also common to perform laser
endoscopic arytenoidectomy or cordotomy. They are irreversible and permanent methods.
Arytenoidectomy is the removal of arytenoid cartilage and cordotomy involves excision of laryngeal
soft tissues, both using a CO2 laser. It is also possible to combine them into one operation
(arytenoidcordectomy). Both procedures provide expansion of the glottal inlet and consequently lead
to proper ventilation (Biello et al. 2021; Misiotek et al. 2014).

Suture laterofixation is considered as an alternative to tracheostomy and consists of the
lateralization of the VF. It is potentially reversible, minimally invasive, and proven successful in
enlargement of glottis inlet and ventilation improvement. The treatment is endoscopic and can be
proceeded both unilaterally and bilaterally. When needed it may be coupled with arytenoidectomy,
cordotomy, or arytenoidcordectomy. The expected side effect is hoarseness. Sometimes reoperation
is necessary, but generally, complications are rare (Misiotek et al. 2014; Toutounchi et al. 2014).

There are two types of RLN reinnervation: selective and nonselective. Commonly it is
performed 6 to 12 months after the injury. The break is necessary in the case of spontaneous RLN
function recovery (Biello et al. 2021). Nonselective reinnervation is the first choice for UVFP. It
focuses on nerve reconstruction requiring innervation of abductors and adductors. Different methods
have been suggested, from which neurorrhaphy between donor and RLN is believed most effective.
Usually, the common branch of ansa cervicalis is considered the best-suited donor because it is at a
close distance to the operated area and has an analogous amount of motor fibers and diameter to the
recurrent laryngeal nerve (Biello et al. 2021; Scipione et al. 2007).

The main goal of nonselective reinnervation is to recreate the balance between antagonistic
muscles. This method leads to the improvement of the arytenoid position. When compared with
different surgical treatments it proves a few advantages, such as preservation of the laryngeal muscles
stimulation and avoiding of muscle atrophy, good voice results, can be used when larynx still grows
and lac of foreign materials. However, sometimes aforementioned interventions are performed
together because temporary medialization can protect from aspiration and provides a good voice
outcome before the complete reinnervation appears (Biello et al. 2021; Scipione et al. 2007).

Selective reinnervation adductors or/and abductors are reinnervated independently and are
preferred in BVFP. The main problem concerning these patients is the paramedian position of the VF,
so crucial is to rebuild inspiratory abduction through triggering posterior cricoarytenoid muscles. It
prevents synkinetic vocal adduction while respiration. For BVFP, selective reinnervation provides
airways recovery and good voice outcomes (Biello et al. 2021; Scipione et al. 2007). The principal
nerve responsible for respiration is the phrenic nerve - it is active in deep as well as in quiet breathing,
which makes it a suitable donor for this procedure (Biello et al. 2021). Trials prove that reinnervation
of both, abduction, and adduction muscles of the larynx with phrenic and hypoglossal nerves is
effective (Ahmad et al. 2004).

Research emphasizes the possibility of introducing adjuvant nimodipine (Williamson and
Shermetaro 2021) and immediate intraoperative reconstruction (Erman et al. 2009; Toutounchi et al.
2014).

In the future patients with permanent BVFP, posterior cricoarytenoid muscles at least
partially reinnervated and with muscle bulk enough to guarantee a response, and mobile
cricoarytenoid joints may benefit from RLN stimulators. After reinnervation, implanted pacers might
effectively stimulate the neuromotor fibers and lead to even better voice outcomes (Allen et al. 2021).

5. Summary

Right and left RLNs are branches of the cervical part of the vagus nerve. Because of its
longer course, left RLN more susceptible to injury. There are many causes that may lead to VFP - the
most frequent is iatrogenic. Other ones are neoplastic and neurological diseases, vascular-cardiac
causes, and infections.

UVFP is successfully treated with vocal therapy. If results are not satisfactory, one may
perform more invasive procedures (injection laryngoplasty, arytenoid adduction, laryngeal
framework surgery).
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BVFP is mostly treated surgically. The main goal is to widen narrowed airways, using
tracheostomy, laser endoscopic arytenoidectomy, or cordotomy. Potentially reversible suture
laterofixation is considered as an alternative to tracheostomy.

Reinnervation is proven an efficient method of treating both UVFP and BVFP. In the future,
patients may also benefit from RLN stimulators.
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Streszczenie

Zespot Downa jest schorzeniem o podiozu genetycznym, w ktéorym wyrdzniamy: triosomi¢
21 pary chromosomu, mozaicyzm, translokacje robertsonowskg. Pacjenci posiadaja specyficzny
fenotyp oraz, z uwagi na zmiany genetyczne, réwniez predyspozycje na tle neurologicznym jak
Alzheimer, manifestacje na tle kardiologicznym oraz naczyniowym, w tym biataczki, a po$rod nich
miedzy innymi zespoét mielodysplastyczny, przejSciowe zaburzenie szpikowe, biataczke
limfoblastyczng i ostra biataczke szpikowa. Celem pracy jest przeglad wiedzy z zakresu genetycznych
aspektow nowotwordéw hematologicznych pacjentow cierpiacych na zespét Downa oraz omdéwienie
ich roli w procesie diagnostycznym, wlasciwego doboru strategii terapeutycznych.
Abstract

Down syndrome is a genetic disorder and we can distinguish: triosomy of the 21st
chromosome pair, mosaicism, and Robertsonian translocation. Patients have a specific phenotype and,
due to genetic changes, also a neurological predisposition, such as Alzheimer's, cardiological and
vascular manifestations, such as leukemias, such as myelodysplastic syndrome, transient myeloid
disorder, lymphoblastic leukemia and acute myeloid leukemia. The aim of the study is to review the
knowledge of the genetic aspects of hematological cancers in patients suffering from Down's
syndrome and to discuss their role in the diagnostic process and the proper selection of therapeutic
strategies.

1. Wstep

Rozwdj nauki, metod i technologii diagnostycznych, wykrywania i leczenia, ktory ma
miejsce na przestrzeni dziesigcioleci, znacznie zwigkszyl mozliwosci diagnozowania chorob we
wczesnych stadiach choroby nowotworowej, dajac tym samym szanse na przezycie pacjentow. Proces
diagnostyczny jest niezwykle wazny w hematologii onkologicznej 1 czesto jest jednym
Z niezastgpionych elementéw w procesie i metodzie leczenia. Dzigki niemu mozna wyrdzni¢ grupy,
podgrupy, klasy danej choroby, bada¢ mechanizmy choréb, wykrywaé progresje, prognozowac.

Zagadnienie biataczek, 0 ile jest powszechne i coraz lepiej opisywane w literaturze
medycznej, o tyle pacjenci z zespotem Downa stanowia mniejszo$¢ w populacji, co skutkuje gorszym
poznaniem zagadnienia. Zgodnie z klasyfikacja podana przez Swiatowa Organizacje Zdrowia
(ang.WHO, World Health Organization) nowotworow uktadu krwiotworczego z roku 2016 wyrdznia
si¢ mieloproliferacje zwigzane z zespotem Downa, a posrdd nich bialaczke szpikowa zwigzang
z zespotem Downa oraz przemijajacg nieprawidtowa mielopoeze. Szacuje si¢, ze zespdt Downa (ZD)
dotyczy 1 na 800 do tysigca urodzonych dzieci, za$ posrdd nich dwudziestokrotnie czg$ciej wystepuje
ostra biataczka limfocytowa (ALL - ang. Acute lymphocytic leukemia) i sto pigédziesieciokrotnie
ostra biataczka szpikowa (AML - ang. Acute myeloid leukemia) w poroéwnaniu z ich rowiesnikami.
Za taki stan prawdopodobnie odpowiada hematopoeza klonalna (CH - ang. clonal hematopoiesis)
odpowiadajaca za promowanie replikacji w prekursorach komorek krwi.

2. Objawy i podloze genetyczne zespotu Downa

Zespdt Downa zostal po raz pierwszy zaobserwowany w roku 1862 przez angielskiego
lekarza, Johna L. Downa. Obecnie moze by¢ wykrywany w okresie cigzy podczas przeprowadzania
badan prenatalnych. Osoby z zespotem Downa odznaczaja si¢ charakterystycznym wygladem,
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W ktorym zauwazy¢ mozna migdzy innymi: sko$no$¢ oczu oraz ich szerokie rozstawienie,
zmarszczke nakatna, przez co poczatkowo zespdl Downa nazywany byt mongolizmem lub tez
idiotyzmem mongolskim z uwagi na deficyty intelektualne. U chorych obserwuje si¢ mniejsze lub
stabe napigcie migsniowe, duzy, wystajacy poza obreb ust jezyk, maty podbrodek, szeroka oraz plaska
twarz, pletwiasta, krotka szyje, krotkie palce oraz duzy odstep pomiedzy duzym a drugim palcem.
Chorzy odznaczaja si¢ tendencja do niskiego wzrostu, narazeni sa wraz z wiekiem na przyrost masy
ciata, co skutkuje otyloscia w dorostym zyciu. W obrazie neurologicznym notuje si¢ opdznienie
rozwoju, co dotyczy blisko 1/3 pacjentow. Noworodki $rednio 3-4 miesigce pdzniej niz ich
réwiesnicy zaczynaja raczkowac, a blisko pol roku pozniej od nich samodzielnie chodzi€.
Uposledzenie intelektualne notuje si¢ z tagodna, umiarkowana oraz rzadko z powazna
niepetnosprawnoscia intelektualng. ZdolnosSci jezykowe sa uposledzone, cz¢sto jakaja sig, mowig
szybko 1 niezrozumiale. Stosunkowo rzadkie sg problemy na tle spolecznym, dzieci do§¢ dobrze
socjalizuja si¢ z otoczeniem w porownaniu do innych schorzen, w ktérych wystepuje
niepetnosprawnos¢ intelektualna (Wester Oxelgren et al., 2019). Osoby chore czgéciej zapadaja na
Alzheimera, a takze o okolo 5-15% cze$ciej dotycza ich napady padaczkowe. Bardzo czgstym
defektem sa zaburzenia i schorzenia dotyczace narzadu stuchu lub wzroku i dotycza one polowy
przypadkéw chorych. 40% chorych z zespotem Downa rodzi si¢ z wrodzonymi wadami serca,
aposrod nich niemal 80%_nie posiada wyksztatconej przegrody przedsionkowo-komorowej,
miedzyprzedsionkowej lub migedzykomorowej. Wraz z wiekiem pacjent zaczyna mie¢ problemy
z zastawka mitralng. U niektorych pacjentow moze wystgpowaé przetrwaty przewod tetniczy czy
tetralogia Fallota (Sullivan i in. 2017).

U podstaw schorzenia najczeSciej lezy trisomia 21 pary chromosomu stanowigca 95%
przypadkow. Jest ona efektem bledow podziatu materialu genetycznego w pierwszym etapie mejozy
(68% przypadkow) oraz w drugim etapie mejozy (21% przypadkow). Oprocz tego wyrdznia si¢ bledy
w mejozie I 1 II po stronie rodzicielskiej, w pierwszym przypadku stanowi okoto 4% o0sob dotknigtych
zespolem Downa i 5% w drugim, z tego za$ 88% przypadkow w przypadku oogenezy i 8%
spermatogenezy. Bledy podziatu materiatu genetycznego moga dotyczy¢ takze etapu formowania
zygoty i stanowia od 4 do 6%.

Translokacja Robertsonowska stanowi 2-4% przypadkow i polega na przytaczeniu ramienia
dlugiego 21 chromosomu do 14 lub 21. Oba zapisy kariotypu sa nastgpujace: 45,XX,t(14q;21q)
45,XX,t(21q;21q), jednak nie stwierdza si¢ tutaj efektu wieku matczynego, a translokacja moze by¢
zardwno ojcowskiego jak i matczynego pochodzenia, chociaz zdarzaja si¢ unikalne przypadki, jak na
przyktad translokacja (13;14), (11;21)(p13;q22) (Gumus, 2019).

Zdecydowanie najrzadziej wystepujaca jest mozaicyzm 21 chromosomu i szacuje si¢ go na
okoto 2% ogoétu przypadkow. Zachodzi on na dwa sposoby: na skutek nondysjunkcji w zdrowym
zarodku lub rzadziej spotykanym, nieprawidtowym podziale w aneuploidalnym zarodku, co prowadzi
do powstania linii komérkowej o prawidtowej liczbie chromosomoéw. Kariotyp zapisuje si¢ poprzez
dodanie przedrostka ,,mos” oznaczajacego wlasnie mozaicyzm: mos 46,XX/47,XX,+21 albo mos
46,XY/47,XY,+21. Mimo to zdarzyl si¢ przypadek bliznigt mozaicznych wraz z trisomiag 21 pary
chromosomu oraz translokacja robertsonowska i rearanzacja (trisomia 21 z 46, XX, + 21, der (21;21)
(910; q10)) (Cao i in. 2021).

Niekiedy dochodzi takze do duplikacji fragmentu chromosomu, co skutkuje jego trisomig.
Kariotyp chorego oznacza si¢ 46,XX lub XY dup(21q). Pacjenci tacy prezentuja szereg
zroznicowanych cech fenotypowych zespolu Downa, zaleznie od tego, jakie geny wystepuja
W nieprawidtowej ilo$ci kopii.

Powielony material genetyczny jest przyczyna nadekspresji czgsci genow zlokalizowanych
na 21 chromosomie. Oszacowano ze ulega jej okoto 310 genow, co stanowi 50% catosci genow.
Niektore badania wskazuja, ze rejon krytyczny dla wystapienia zespolu Downa znajduje si¢ na
21922.1-q22.3. W przedziale tym znajduja si¢ kluczowe geny dla prekursora biatka dysmutazy
ponadtlenkowej (ang. Superoxide dismutase - SOD), amyloidu (ang. Amyloid-beta precursor protein
- APP) i ETS2 (Zhang i in. 2018). APP jest genem znajdujacym si¢ na 21 chromosomie i posiada 18
egzonow. Domniema sig, ze jego funkcja biologiczna jest udzial w schorzeniu Alzheimera, chociaz
nie ma na to jednoznacznych dowodow. SOD jest enzymem, ktory katalizuje dysmutacje rodnika
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ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru i tlenu czasteczkowego. Spekuluje sig, ze udziat w schorzeniu
bierze rowniez mikroRNA.

3. Zaburzenia hematoonkologiczne u chorych z ZD

Ostra biataczka szpikowa jawi si¢ jako choroba o niejednorodnym podtozu genetycznym
0 roznorodnych subklonach, co prowadzi do roéznorakiej podatno$ci na poznane metody leczenia.
Pomigdzy wystapieniem AML a trisomig 21. chromosomu zachodzi duzy zwiagzek i szacuje sig, ze
stanowi okoto 35% przypadkow. Ostra biataczka limfoblastyczna wykazuje wskaznik od 90 do 95%
wyleczen wsrdd dzieci, charakteryzuje si¢ jednak slabym wskaznikiem przezycia ogdlnego
dlugoterminowego posrod pacjentow dorostych, wynoszacym mniej wigcej 40%. Sam zespot Downa
jest zaleznym czynnikiem prognostycznym decydujacym o nawrocie ALL (ostra bialaczka
limfoblastyczna). Pacjenci tacy maja wyzszy wskaznik $miertelnosci zwigzany z leczeniem. Szacuje
sig, ze blisko 26% pacjentow obcigzonych zespotem Downa dotyczy remisja nowotworu (Short i in.
2020). Poréwnujac te dane do 15% remisji w przypadku pacjentow nie dotknietych ZD, daje to 11%
wigksze ryzyko nawrotu ALL, a $miertelnos¢ jest wyzsza o 7%.

Dzieci z zespotem Downa narazone sg tez na przejsciowa nieprawidtows mielopoezg (TAM
— ang. Transient abnormal myelopoiesis), wczesniej uznawang za przejSciowa forme biataczki.
Zaburzenie przejsciowe]j nieprawidlowej mielopoezy dotyczy blisko 10-20% populacji dzieci. Pod
wzgledem klinicznym oraz hematologicznym jest podobna do ostrej biataczki megakarioblastyczne;j
(AMKL — ang, Acute magakaryoblastic leukemia), poprzedzona mutacja somatyczng genu GATAL,
zlokalizowanego na chromosomie X i kodujacego czynnik transkrypcyjny wigzacy GATA
czynnikiem wigzania powigzanym z chromosomem X, odpowiadajacy za regulacj¢ roznicowania si¢
oraz dojrzewanie komorek megakariocytowych oraz erytoidalnych; z tego powodu w zespole Downa
moze dochodzi¢ do produkcji krétszego biatka GATAL, co pociaga za soba w konsekwencji brak
kontroli nad proliferacja niedojrzatych megakariocytow. Megakariocyty w przypadku braku
obecnosci GATA1 nadmiernie proliferuja oraz prowadzg do niewytwarzania si¢ ptytek krwi.

4, Bialaczkiz ZD

Pacjenci obarczeni TAM umieraja we wczesniejszym wieku na skutek niewydolnosci
narzadowej, a zwlaszcza watroby. U wigkszosci noworodkow obserwuje si¢ podwyzszong liczbe
biatych krwinek, powigkszenie watroby lub tez moze przebiega¢ bezobjawowo. TAM prowadzi do
podwyzszonych wskaznikéw enzymatycznych funkcji watroby prowadzac do jej zwtdknienia, stanu
zagrazajacego zdrowiu oraz czgsto prowadzac do zgonu.

W schorzeniu biorg udziat biatka GATA od 1 do 6 (z czego pierwsze trzy GATAL, GATA2,
GATA3 odpowiadajg za roznicowanie komodrek krwiotworczych, uktadu nerwowego i komorek
srodbtonka, zas§ GATAS oraz GATAG reguluja rozwoj i réznicowanie komoérek endo- i mezodermy).
W blastach AMKL-DS, oprécz trisomii 21 chromosomu, wystepuja dodatkowe mutacje genetyczne
istotne w procesach hematopoezy. GATAl moze wchodzi¢ w interakcje z innymi mutacjami
prowadzac do promowania progresji, miedzy innymi wplyw moze mie¢ wobec onkogennej,
nawracajacej mutacji w receptorze szpikowym CSF2RB, nast¢pnie przejac jego funkcje hot spot. Do
jednych z najczgsciej nabywanych wariantow naleza mutacje w genach kodujacych kompleksy
kohezyny, a posréd nich NIPBL, CTCF, STAG2, SMC3, SMC1A, RAD21, odgrywaja wazna rolg
w nawrotach mutacji w przypadku ostrej biataczki szpikowej, czy tez kinazy KIT, rodziny JAK (1-
3), MPL, czy regulatoréw epigenetycznych SUZ12, KANSLI1, EZH2 oraz RAS, ASXL1, KDM6A
(Labuhn i in., 2019). Mutacje kohezyny nie wskazujg na zwigkszony poziom aneuploidii anizeli
w komorkach, w ktérych do niej nie doszto, co czgsciowo obala hipotezg, ze moga one promowaé
brak stabilnosci genomu ze wzgledu na ich istotng rolg w procesie mitozy i segregacj¢ chromosomow
(Boucher i in., 2021). Posérod czgstych mutacji genetycznych wystepuja mutacje z przesunigciem
ramki odczytu, delecje zmiany nonsensowne oraz zmiany sensu, ktore prowadza do utraty
funkcjonalnosci transkrypcyjnych czynnikow MYC, CREBBP, TP53, a szacuje si¢, ze ich
czestotliwos¢ wystegpowania plasuje si¢ na poziomie mniej wigeej od 5-9% przypadkow. Mutacje
CTCF wystgpuja zarowno w bialaczkach z ZD jak i bez; moga mie¢ charakter mutacji
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nonsensownych, czy zmiany sensu, interkalacji lub tez delecji, ktore najczesciej sg duze, w obrebie
motywu palca cynkowego i gdzie przypuszcza si¢, ze wpltywaja one na zaburzony proces wigzania
DNA. Czgstotliwos¢ wariantow alleli jaka si¢ obserwuje sklania do przypuszczenia, ze jest
spowodowana we wczesnej fazie ekspansji klonalnej podobnie jak GATAL. CTCF bierze duzg role
W koordynowaniu ekspresji genéw odpowiedzialnych za rozwdj uktadu krwiotworczego, a zwlaszcza
prawidlowego réznicowania si¢ erytroblasow oraz ich proliferacji.

GATAL posiada dwa warianty, pierwszym jest biatko ztozone z 413 aminokwasow, drugi
zawiera 330 aminokwasow. Drugi z wariantow jest mutacja somatyczna, przez wycigcie eksonu 2, na
skutek czego nastepuje synteza krotszego biatka o 40 kDA. Izoforma GATAL, nazwana GATAls
produkowana jest w blastach i linii komoérkowej CMK o0s6b cierpigcych na biataczkg AMKL z ZD,
co wigcej GATALS inicjowany jest poprzez MET84. Biatko takie ma inng transkrypcyjna aktywnosé¢
od pelnej dlugosci formy 50 kDA. Mutacja w GATAL prowadzi do zmian w promotorze CDA
i promuje odmienne wzorce ekspresji w ZD CDA oraz bez ZD w AML. Wplywa na zaburzong
aktywacje genow odpowiedzialnych za erytroleukemi¢. RB1, E2F stanowigce kofaktory moga by¢
regulowane przez indukowane zmiany transkrypcji GATAL (Orozco-Vela i in., 2020). GATAL jest
prawdopodobnie promowany i wspierany w okresie prenatalnym, potwierdza taka hipotezg opisany
przypadek blizniat jednojajowych, dwuowodniowych oraz jednokosmowkowych z mutacjg GATAL,
ktora powstata jeszcze w okresie ptodowym, poprzez duplikacje GATALl w eksonie 2, przed
wystapieniem biataczki, co sugeruje, ze GATAL jest silnym prowodyrem zmian nowotworowych. Na
chromosomie 7 znaleziono rearanzacj¢, na skutek ktorej doszto do delecji w czterech genach
kodujacych biatka MYL10, IFT22, COL26Al, oraz objeta dwa pierwsze eksony CUX1 (Bache i in.,
2020). Unikalng cechg ALL z ZD jest hipermetylacja promotora RUNX1, zmniejsza ekspresj¢
RUNX128 w normalnych komaérkach limfoidalnych i progenitorowych.

Posroéd wszystkich RUNX1, wyrdznia si¢ trzy izoformy powstale na skutek splicingu
alternatywnego: RUNX1a, RUNX1b oraz RUNX1c (Santoni i in. 2021). W proces réznicowania si¢
megakariocytow zaangazowane jest miR-27 wplywajac na obnizona ekspresje genu RUNXI.
Dodatkowo, oba te czynniki sa zaangazowane w petle sprzezenia regulacyjnego, zwrotnego. Poprzez
nieprawidtlowe konfiguracje w chromosomie 21 lub inne, jeszcze niepoznane czynniki, prowadzi do
btednej ekspresji genu SON. Czynnika splicingu oraz biorgcego udzial w nieprawidlowe;j transkrypcji
genéw RUNXL, odpowiadajacego za przebieg prawidlowej megakariopoezy, kompleksu AP-1
stanowigcych sktadowe genow FOSB, JUNB i JUN popychajac dalej molekuralnie rozwdj AMKL
zarowno z ZD jak i bez ZD. Z uwagi, ze RUNX1 zlokalizowany jest takze na chromosomie 21 OSN
prowadzi do zmniejszonego poziomu ekspresji RUNX1. SON wplywa tez na rozrost populacji
CD41+ oraz CD61+, komoérek polipolidalnych potwierdzajac jego zdolnosci do regulacji
réznicowania si¢ megakariocytow. Gen SON stanowi interesujacy czynnik transkrypcyjny
powodujacy zahamowanie réznicowania si¢ megakariocytow tak jak GATAL i przyczynia¢ si¢ moze
do rozwoju AMKL. Przeprowadzone badania nad ptodami myszy wykazaty, ze pozbawione RUNX1
odznaczaty si¢ one catkowitym barakiem zdolnosci do hematopoezy watrobowej w okresie
ptodowym.

Agresywnym typem ostrej biataczki szpikowej jest ostra biataczka promielocytowa (ang.
Acute promyelocytic leukemia, APML/APL), ktora wedle klasyfikacji francusko-amerykansko-
brytyjskiej, ma wysokie ryzyko nawrotéw oraz wysoki odsetek zgonow. Jako jeden obiecujacy
kierunek poznania mechanizmu bialaczkowego, uwaza si¢ korelacje miedzy ludzka elastaza
neutrofilowg (NE) oraz CUX1 p200 wplywajac na komodrki U937 i NB4. Czynniki te biorg
prawdopodobnie udziat w transkrypcji, r6znicowaniu si¢ i morfogenezie. W pierwszym przypadku
wyzsza ekspresja elastazy powodowata obnizenie poziomu ekspresji p200 CUX1, za§ w komorkach
NB4 zadziataty przeciwstawnie; niski poziom NE powodowat silniejszy wzrost poziomu p200 CUX1.
Co wigcej, potwierdzono, ze p200 CUX1 znajduje si¢ w kompleksach immunopercypitowanych any-
NE nizeli w kontroli komoérek 1gG, stanowiac przyczyng nieprawidtowych podziatlow komorkowych
oraz réznicowania si¢ komorek NB4 APL. Elastaza neutrofilowa promuje tez rézne nowotwory,
a poprzez degradacj¢ subtratu-1 receptora insuliny sprzyja migrowaniu komorek bialaczkowych
AML, co wigcej wchodzi w interakcje z CSF-3 (czynnikiem stymulujacym tworzenie kolonii
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granulocytow) i powoduje zniesienie czynnosci czynnika proliferacyjnego komorek progenitorowych
CD34+ (Yuiin. 2020).

AMKL, jak i inne podtypy AML, w wynikach cytologicznych wykazujg zarowno zmiany
strukturalne w chromosomach jak i liczbowe, za$ stosunkowo rzadko spotykanym typem zmian jest
t(1;22) (p13;q13) tacznie z fuzyjnym transkryptem RBM15-MKL1, nie wystepujacy samodzielnie
tylko i wytacznie w Zespole Downa bez AML. Zmiana taka posiada stosunkowo stabg prognoze
remisji, poniewaz miesci si¢ w granicy polowy badanych. Sugeruje si¢, ze RBM15-MKL1 ma wptyw
na pochodzenie komorek blastycznych z megakariocytow, erytoidow oraz progenitora prowadzac do
patologicznej megakariopoezy, a badania z wykorzystaniem siRNA pokazuja zahamowania
roéznicowania si¢ megakariocytow i mieloidow, co wskazuje na zaangazowanie RBM15 do szlakow
sygnalizacyjnych NOTCH. W wigkszo$¢ zmiana t(1;22(p13;q13) i RBM15-MKL1 dotyczy gtéwnie
przypadkow dzieci oraz niemowlat chorujacych na AMKL z ZD, jednak praca zespotu Saito pokazata
interesujacy przypadek dorostego chorego z t(1;22)(p13.3;q13.1) oraz RBM-15MKL1 po przebytym
leczeniu guza powstalego z komorek zarodkowych o innym pochodzeniu nizeli $rodpiersia.
W wywiadzie pacjent negowal choroby hematologicznie w historii rodziny oraz nie miat oznak
klinicznych dla zespolu Downa. Podjeto leczenie konwencjonalnymi metodami jak w AML.
Wdrozono leczenie cytarabing oraz idarubicyng, dokonano przeszczepu allogenicznego stanowigcego
przeszczep krwi pepowinowej (Saito i in. 2020).

ERG jest jednym z przedstawicieli rodziny gendow czynnikow transkrypcyjnych ETS,
potozonym na 21 chromosomie na ramieniu dlugim Hsa21 o wielkosci 8,3 Mb. ERG odgrywa istotna
role w hematopoezie i megakariopoezie. Wysoka ekspresja ERG oznacza stabg prognoze zaréwno
w AML jak i AMKL z ZD. W badaniach in vivo przeprowadzonych na mysim modelu pokazano, ze
nadekspresja ERG moze wspiera¢ prekursory ptodowe watroby dla megakariocytow oraz wchodzi¢
w interakcje z GATA1s. W ludzkiej trisomii 21 chromosom ERG moze by¢ genem krytycznym,
prowadzi¢ do skrocenia dtugosci GATAL i petni¢ kluczowa role w chorobach szpikowych czlowieka
zarowno DS-TMD jak i DS-AMKL (Salek-Ardakani i in. 2009; Stankiewicz i Crispino 2009).

MikroRNA nalezy do podklasy niekodujacych RNA, zawiera okoto XX nukleotydow;
molekuty te odpowiedzialne sa za kontrole wielu proces6w zachodzacych w komorkach: proliferacje,
apoptoze, roznicowanie si¢ 1 specjalizacje komorek, ekspresj¢. Maja szczegodlne znaczenie
w procesach nowotworowych, a badania pokazuja, ze wptyw na regulacje czynnosci microRNA.

Najbardziej narazonym na zmiany jest chromosom 21, a co z tym jest zwigzane, rowniez
miR zlokalizowane nim takie jak miR-99a, let-7-c czy miR-125b. Ulegaja one obfitszej ekspres;ji
w réznorodnych tkankach zwigzanych z rozwojem ZD takich jak serce czy mézg. MiR-155 petni role,
regulatora standw zapalnych indukowanych przez cytokininy, ponadto jest w stanie regulowaé duzo
szlakow oraz wplywaé na inne geny. Sprawia to, ze pelni funkcj¢ waznego biomarkera
prognostycznego, wpltywa na NF-kB, modulujac odpowiedz immunologiczna na infekcje, a takze jest
zwigzany z chorobami nowotworowymi, czy autoimmunlogicznymi oraz na FLT3-ITD bedacym
receptorem kinazy tyrozyny regulujacym procesy hematopoezy (Nguyen i in. 2021). Angazowany
jest w patogeneze AML przez nadprodukcj¢ komorek B i jest uznawany rowniez za czynnik
onkogenny, niski poziom ekspresji promuje i prowadzi do zmian typowych dla chtoniaka z komérek
B, a w przypadku AML wiaze si¢ ze stabym rokowaniem niezaleznie od zmian molekularnych
i cytogenetycznych. Nadekspresja miR-155 moze prowadzi¢ u pacjentow z ZD do patologicznych
zmian w mozgu. Sygnalizacja komdérkowa moze by¢é powigzana z aktywno$cig miR-155-5p
i wptywa¢ na rodzing bialeck TNF (TNFRI1, TNFR2, TNFA, TNFB) odpowiedzialnych za
oddziatywanie na receptory cytokinowe (Sas i in. 2020).

TNF-a jest czynnikiem zwigzanym z procesami zapalnymi oraz insulinooporno$¢ oraz na
aktywnos¢ fenotypu M1 makrofagéw. Wplywa to na poziom ekspresji miR-99a, za$ on z Kolei
wplywajac na proces aktywacji fenotypu M2 (Jaiswal i in. 2019). Nadekspresja miR-99a oraz rodziny
let-7-c prowadzi do zmian w tkance sercowej i moze prowadzi¢ do wad serca ptodu obarczonego
zespotem Downa. Szczegdlnie duza ekspresj¢ miR-125b notuje si¢ w hipokampie, korze mozgu,
W ptlacie skroniowym. Wplywac rowniez moze regulacyjnie na geny wptywajace na procesy apoptozy
mitochondrialnej, przy czym nie kontroluje ich bezposrednio, a wptywa na aktywacj¢ prozapalng
makrofagdw dzialajgc proekspresyjnie na BIK i MTP18 (Duroux-Richard i in. 2016). W lozysku
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znaleziono dwa mikro RNA regulowane w gor¢ miR-1973 oraz miR-3196 na skutek trisomii 21 pary
chromosomoéw, ponadto, reguluja one geny zwiazane z rozwojem osrodkowego uktadu nerwowego,
czy rozwdj mozgu typowe dla dzieci z ZD.

5. Podsumowanie i wnioski

Pomimo dobrego poznania natury biataczek bez ZD oraz z ZD pozostaje nadal wiele pytan
oraz niewiadomych do rozwazenia pod katem mozliwosci wykorzystania diagnostyki biataczek na tle
genetycznym oraz wykorzystania ich do stworzenia innowacyjnych kierunkéw terapii pacjentow.
Istnieje nadal mato pewnych onkogenoéw, ktore predysponuja chorych do krotszego zycia w remisji
bez objawow klinicznych, czy krotszego przezycia catkowitego, a dodatkowo interakcje miedzy
niektérymi nie sg pewne. Zdecydowanie najmniej poznanym aspektem jest wptyw mikroRNA na
powstawanie zaburzen epigenetycznych prowadzacych do rozwoju biataczek, mozliwoéci wptywu na
szlaki metaboliczne, geny oraz biatka i enzymy. Jako, ze fundamentalng i najmniej zbadana funkcje
maja czasteczki MikroRNA, powinni$my dazy¢ do szybszego i bardziej dogtgbnego poznania ich roli
w celu obrania najbardziej skutecznych metod diagnostyki chorych obarczonych Zespotem Downa,
dazy¢ do opracowania metod leczenia obarczonych mniejszg $miertelmoscia, specjalnie dobranych
do pacjentow z ZD, ktorzy na co dzien borykajg si¢ z innymi wadami badz chorobami.
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Streszczenie

Czasteczki mikroRNA to male, endogenne, jednoniciowe, niekodujace czasteczki
mikroRNA wykazujace zdolno§¢ regulowania ekspresji mRNA genu docelowego na podstawie
komplementarnosci badz cze$ciowej komplementarnosci miRNA z 3'UTR mRNA. MiRNA
kontroluje wzrost, podziat, réznicowanie, embriogenezg, metabolizm, onkogenez¢ oraz apoptoze
komorek. Zaobserwowano iz miRNA regulujg ekspresje genéw kodujacych liczne onkogeny oraz
supresory, a takze same mogg spehiaé rolg onkogenow/supresorow. MiRNA spetnia niepodwazalng
role w rozwoju wielu nowotworow, w tym nowotworéw hematologicznych. Jednym z nich jest
chloniak z komoérek ptaszcza (MCL). MCL to rzadka choroba nowotworowa pochodzaca z dojrzatych
limfocytdéw B, charakteryzujaca si¢ szeregiem zaburzen molekularnych, z ktérych glowna role
odgrywa translokacja (11;14)(q13;q32) wplywajaca na zwigkszona ekspresje genu kodujacego
cykling D1. MCL jest nieuleczalnym schorzeniem o przebiegu agresywnym i nawrotowym. Wciaz
ogromnym wyzwaniem dla wspotczesnej medycyny jest proces diagnostyczno-terapeutyczny MCL.
Od lat trwaja badania nad poznaniem molekularnych mechanizméw choroby, umozliwiajacych
poznanie podstaw patogenetycznych a tym samym mozliwych celéow terapeutycznych. Z uwagi na
powyzsze zwrocono uwage na rolg miRNA. Wielokrotne badania nad funkcja miRNA w MCL
potwierdzity udziat wielu czasteczek w rozwoju omawianego schorzenia, w tym m.in. miR-155, miR-
150, miR-17-92, miR-223, miR-15/miR-16-1 oraz miR-506. Doktadne poznanie mechanizméw
molekularnych dziatania miRNA w MCL umozliwi poznanie nowych potencjalnych biomarkerow
diagnostycznych, nowych celow terapeutycznych oraz rokowniczych.

1. Czasteczki mikroRNA

Czasteczki mikroRNA (miRNA) to male, liczace okoto 20 nukleotydow jednoniciowe,
niekodujgce czasteczki, przeciwdziatajace powstaniu konkretnego biatka poprzez dwa odrgbne
mechanizmy. MikroRNA uczestniczg w wielu waznych procesach biologicznych zarowno w stanie
zdrowia, jak i choroby organizmu, takich jak: embriogeneza, réznicowanie, rozwo6j, metabolizm,
onkogeneza oraz proces apoptozy komorek (Ha i Kim 2014). Ponadto sugeruje si¢ iz miRNA moga
bra¢ udzial w komunikacji mi¢dzykomorkowej (Turchinovich i in. 2016).

Sekwencje mikroRNA wystepuja w intronach pre-miRNA, a takze eksonach lub intronach
niekodujacych RNA (Saliminejad i in. 2019; Kalla i in. 2015; Ozsolak i in. 2008). Biogeneza
czasteczek obejmuje szlak kanoniczny i niekanoniczny. Geny kodujace czasteczki mikroRNA ulegaja
transkrypcji w wyniku dziatania polimerazy RNA II (Pol 1), jako pri-miRNA. W dojrzewnie pri-
miRNA zaangazowane sa dwa enzymy: Dicer i Drosha nalezace do rodziny rybonukleaz III
(Hukowska-Szematowicz i Deptuta 2010). Kanoniczne czasteczki pri-miRNA maja w swej strukturze
czapeczke 5'. W wyniki dzialania kompleksu sktadajacego si¢ z biatka DGCR8 (DGCRS, ang.
DiGeorge syndrome Critical Region 8) oraz enzymu Drosha, w jadrze, pri-miRNA ulegaja
przeksztatceniu w pre-miRNA. Proces ten polega na skréceniu czasteczki do okolo 70-
nukleotydowego produktu (Garcia-Lopez i in. 2013; Hukowska-Szematowicz i Deptuta 2010).
DGCRS oraz enzym Drosha tworzg kompleks nazywany Mikroprocesorem (Hukowska-Szematowicz
i Deptuta 2010; Ouellet i in. 2006). Utworzony pre-miRNA jest eksportowany do cytoplazmy poprzez
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biatko jadrowe zwigzane z Ras oraz XPOS5 (ang. Exportin 5) a nastepnie ulega rozszczepieniu (Lund
i in. 2004). We wspomnianym procesie biora udzial trzy czynniki: enzym Dicer, biatka AGO (ang.
Argonaut) oraz biatko TRBP (ang. transactivating response RNA-binding peotein). Wsrod bialek
AGO wyrézniamy dwie podrodziny: AGO oraz PIWI. W strukturze AGO wyrdzniamy dwie domeny:
PIWI, ktora wykazuje funkcje endorybonukleazy oraz domeng¢ PAZ wigzgca RNA (Hukowska-
Szematowicz i Deptuta 2010; Bartel 2004). Enzym Dicer jest biatkiem o masie ok. 200 kDa, ktore
zawiera w swojej strukturze sze$¢ domen: domeng PAZ, ktéra odpowiada za wigzanie biatek, domeng
wigzaca dsRNA, domeng helikaza-ATPaza, dwie domeny katalityczne wykazujace aktywnos¢ RNazy
Il oraz DUF283 (Hukowska-Szematowicz i Deptuta 2010; Ouellet i in. 2006). Dicer wykazuje
powinowactwo do dwuniciowego RNA (dsRNA, ang. double stranded RNA), rozpoznajac go
i rozcinajac (Hukowska-Szematowicz i Deptuta 2010; Ouellet i in. 2006), co powoduje powstanie
dsRNA, ktore zostaje zatrzymane w kompleksie RISC, rozpoznajacym ni¢ przewodnia dsRNA. Po
degradacji staje si¢ ona dojrzalg czasteczka mikroRNA, zawierajaca na koficu 5' sekwencje o dlugosci
7 nukleotydow, ktora wigze si¢ z mRNA genu docelowego. Dojrzata czasteczka mikroRNA
pozostajaca w kompleksie RISC, wykazuje zdolno$¢ nie tylko rozpoznawania mRNA docelowego
ale rowniez kontroluje jego ekspresje poprzez dwa mechanizmy (Hukowska-Szematowicz i Deptuta
2010; Ouellet i in. 2006). W przypadku peinej komplementarnosci miedzy miRNA a mRNA,
nastepuje proces hydrolizy mRNA przeprowadzany przez enzym Dicer. Proces ten powoduje
rozszczepienie docelowego mRNA i zostat nazwany potranskrypcyjnym wyciszaniem genow (PTGS,
ang. Post-Transcripional Gene Silencing). Drugi mechanizm dotyczy hamowania syntezy biatka
W przypadku niepeinej komplementarnosci miedzy mRNA a miRNA, po przylaczeniu czasteczki
mikroRNA do 3'UTR docelowego mRNA (Bartel 2004).

Drugim szlakiem biogenezy czasteczek mikroRNA jest szlak niekanoniczny, ktéry
charakteryzuje si¢ brakiem aktywno$ci enzymu Drosha/DGCRS8 badz enzymu Dicer. Szlaki
niekanoniczne wykorzystuja kombinacje biatek takich jak: enzym Dicer, enzym Drosha, exportyna 5
oraz biatko Ago2. Przyktadami pre-miRNA wytwarzanych przez szlak niezalezny od Drosha/DGCRS
to mirtrony, powstajace z intrond6w w trakcie splicingu oraz pre-miRNA z czapeczka 7-
metyloguanozyny (m7G) (Ruby i in. 2007; Babiarz i in. 2008; Xie i in. 2013). Pre-miRNA powstajace
bez enzymu Dicer, ulegaja przetworzeniu przez enzym Drosha z transkryptow shRNA (ang. short
hairpin RNA) o strukturze spinki do wtosoéw. Dojrzewanie wspomnianych pre-miRNA, nastepuje
w wyniku dziatania bialek AGO2 (Yang i in. 2010).

Wieloletnie badania nad rolg czasteczek mikroRNA w organizmach ujawnily wazng rolg
miRNA w wielu procesach biologicznych oraz w utrzymaniu homeostazy organizmu. Ponadto wzigto
pod uwage, iz mikroRNA moga regulowaé eckspresje licznych genow supresorowych oraz
onkogennych. Czasteczki mikroRNA moga rowniez same oddziatywac jako supresory oraz onkogeny
(Hukowska-Szematowicz i Deptuta 2010). Wiadomo iz mikroRNA moze szczegdlnie kontrolowaé
cykl komorkowy, proces proliferacji i $mierci komérek w wielu typach nowotworéw, roéwniez
w nowotworach hematologicznych, w tym w chioniakach nieziarniczych. Jednym z typow
nowotworow, w ktorych miRNA odgrywa szczeg6lng rolg w patogenezie i rozwoju schorzenia, jest
chtoniak z komérek ptaszcza.

2. Chloniak z komérek plaszcza

Chtoniak z komorek ptaszcza (ang. MCL, mantle cell lymphoma) to agresywny nowotwor
hematologiczny, podtyp nieziarniczego chtoniaka (ang. NHL, non-Hodgkin lymphoma) z komoérek
B. Zaburzeniem genetycznym charakterystycznym dla MCL jest translokacja (11;14)(q13;932)
skutkujaca nadekspresja cykliny D1 (Maddocks 2018; Szymczyk i Walewski 2010). MCL
charakteryzuje si¢ szybkim wzrostem jak w przypadku chtoniakow agresywnych  oraz
nieuleczalno$cig obserwowang w przebiegu przewleklym (Szymczyk i Walewski 2010).

Nazwa schorzenia odnosi si¢ do pierwotnego zajecia strefy plaszcza otaczajacego cze$é
$rodkowa (os$rodki rozmnazania) grudek chtonnych przez komoérki nowotworowe. Wyodrebniono
cztery cytologiczne typy MCL: blastoidalny, pleomorficzny, z matej komoérki oraz klasyczny. Typ
MCL z matej komorki jest podobny do przewleklej biataczki limfocytowej. Wyrdznia si¢ rowniez

66|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

trzy histologiczne typy MCL: rozlany, grudkowy oraz strefy ptaszcza (Szymczyk i Walewski 2010;
Swerdlow i in. 2008; Bertoni i Ponzoni 2007).

Aktualna klasyfikacja MCL zaktualizowana w 2016 roku przez Swiatowa Organizacje
Zdrowia wyrdznia dwa szlaki molekularne rozwoju omawianego chloniaka. Jeden ze szlakoéw
charakteryzuje si¢ niezmutowanym lub zmutowanym w niewielkim stopniu, regionem zmiennym
tancucha ciezkiego immunoglobuliny (IGHV, ang. immunoglobulin heavy chain variable) oraz
ekspresja czynnika transkrypcyjnego SOX11 (ang. SRY-Box Transcription Factor 11). Drugi szlak
molekularny rozwoju MCL obejmuje mutacje IGHV oraz brak ekspresji SOX11 (Swerdlow i in.
2016). Ponadto zwr6cono uwage iz u niewielkiego odsetka osob chorych obserwuje si¢ mutacje
obejmujagce NOTCH1/NOTCH2 (ang. Notch signaling pathaway 1/2) oraz TP53 (ang. Tumor protein
p53). Rowniez stwierdzono iz rearanzacje CCND2 (ang. cyclin D2) wystepuja w potowie
przypadkow MCL bez obecnej ekspresji cykliny D1 (Swerdlow i in. 2016).

W patogenezie MCL wazng role odgrywa cyklina D1, niewystepujaca w prawidtowych
limfocytach B. Jak wspomniano powyzej, nadekspresja wynika z translokacji genu kodujacego
cykling D1 - CCND1, z chromosomu 11q13 na 14q32 do czgéci kodujacej IGVH. W wyniku
wspomnianej mutacji nastgpuje nadekspresja cykliny D1 co oddzialuje na dysregulacje cyklu
komorkowego w fazie G1-S. Cyklina D1 wiazac si¢ z cyklinami CDK4 oraz CDK6, powoduje
przejscie komorki do fazy S, w wyniku fosforylacji kompleksu retinoblastoma 1. Kluczowa
w patogenezie MCL, jest rowniez dysregulacja procesow naprawczych DNA oraz procesow
umozliwiajacych przezycie komorki. Opisane procesy patogenetyczne sg warunkowane przez zmiany
genetyczne w genach kodujacych: CDKN2A (ang. cyclin dependent kinase inhibitor 2A), MYC,
BCL2 (ang. B-cell lymphoma 2), SYK (ang. Spleen Associated Tyrosine Kinase), TP53 (ang. tumor
protein 53) oraz ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) (Jares i in. 2007).

W celu rozpoznania choroby wykonuje si¢ badania immunohistochemiczne, majace na celu
potwierdzenie obecnos$ci antygendéw dojrzatych limfocytow B, to znaczy: CD79a, CD43, CD22,
CD19 oraz CD20, a takze powierzchniowej immunoglobuliny M i/lub D. Pomocnym moze by¢
réwniez potwierdzenie badaniem fluorescencyjnej hybrydyzacji in-situ (FISH, ang. fluorescence in
situ hybridization), obecnosci translokacji (11,14)(q13;932) (Swerdlow i in. 2008; Bertoni i Ponzoni
2007; Jares i in. 2007; Walewski 2009).

W chwili rozpoznania choroby, wiekszo$¢ chorych znajduje si¢ w III lub IV stopniu
zaawansowania ustalanym wedlug klasyfikacji Ann Arbor, a ponadto stwierdza si¢ zajecie
pozawegztowe gltdwnie dotyczace szpiku. Czgsto dochodzi rowniez do zajgcia, pod postacig polipow,
przewodu pokarmowego. Ponadto w potowie przypadkdéw proces choroby obejmuje $ledzione,
W mniejszym stopniu zajg¢ciu ulega watroba, pierscien Waldeyera, $linianki przyuszne, pluca, skora,
oczodot i gatki oczne oraz osrodkowy uktad nerwowy (Szymezyk i Walewski 2010; Romaguera i in.
2003; Martin i in. 2008; Martin, Coleman i Leonard 2009). Cecha charakterystyczna omawianego
typu nowotworu jest czgste wystepowanie krotkich okresow remisji, po nastepujacych kolejnych
zastosowanych, nieskutecznych schematach terapeutycznych. Jedna z odmian MCL — o powolnym
przebiegu cechuje si¢ zlozonymi zmianami genetycznymi, ekspresja czynnika SOX11, mutacja
w obrebie IGVH (ang. immunoglobulin variable heavy chain), dlugim czasem przezycia oraz brakiem
zmian weztowych (Szymcezyk i Walewski 2010; Martin, Chadburn i in. 2009).

Celem oceny stopnia zaawansowania klinicznego chtoniaka z komoérek ptaszcza wykonuje
si¢: rutynowe badania laboratoryjne (morfologi¢, cytologi¢), biopsje szpiku oraz tomografi¢
komputerowg m.in. miednicy, jamy brzusznej oraz klatki piersiowej (Szymczyk i Walewski 2010).
W zalezno$ci od wskazan klinicznych wykonuje si¢ nastepujace badania: cytometria przeptywowa
szpiku lub krwi, badania obrazowe o$rodkowego uktadu nerwowego, badanie endoskopowe
przewodu pokarmowego oraz badanie ptynu mézgowo-rdzeniowego (Szymczyk i Walewski 2010).

Leczenie chorych na MCL do dzi$ pozostaje wyzwaniem dla wspotczesnej medycyny.
Dotychczas dostepne metody terapeutyczne skutkuja przejciowa remisja, jednakze nastepuja
réwniez nawroty choroby oraz wspoétistniejaca oporno$¢ na stosowane leczenie. Pacjenci w ramach
zalecen diagnostyczno-terapeutycznych sa wlaczani do badan klinicznych. W przypadku pacjentow
pozostajacych w dobrej kondycji ogdlnej oraz w dobrym stanie narzadowym zaleca si¢ zastosowanie
immunochemioterapii R-CHOP, bagdz R-hyper-CVAD/MA obejmujacg: cyklofosfamid, winkrystyne,
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deksametazon/naprzemiennie arabinozyd cytozyny, metotreksat, adriamycyna oraz rytuksymab.
W nastepnej kolejnosci stosuje si¢ leczenie mieloablacyjne oraz auto-HSCT (ang. autologous
hematopoietic stem cell transplantation) — autologiczne przeszczepienie krwiotworczych komorek
macierzystych (Szymczyk i Walewski 2010; Walewski 2009). Wybor zastosowanego leczenia jest
uzalezniony od og6lnego stanu pacjenta, jego wieku oraz wystepowania schorzen wspotistniejacych.
Ponadto wybor jest uzalezniony od mozliwosci zastosowania chemioterapii z auto-HSCT (Szymczyk
i Walewski 2010).

Pomimo istotnego rozwoju medycyny wcigz trudno$cia pozostaje usystematyzowanie
skutecznych schematoéw terapeutycznych oraz diagnostycznych. Nowym, potencjalnym graczem,
okazuja si¢ by¢ czasteczki mikroRNA, ktore jak wspomniano w poprzedniej czgsci wptywaja na wiele
waznych procesow biologicznych. Okazuje si¢ iz mikroRNA mogg istotnie wptywacé na patogeneze,
rozwoj oraz opornos$¢ na wdrazane procesy terapeutyczne.

3. MikroRNA w chloniaku z komorek plaszcza

Do chwili obecnej wciaz trwajg badania nad profilem czasteczek mikroRNA w chioniaku
z komorek plaszcza oraz nad poznaniem ich wptywu na molekularny mechanizm rozwoju schorzenia.

Jedng z czasteczek poddanych analizie jest czasteczka miR-155, ulegajaca deregulacji
w wielu chtoniakach z komérek B, T oraz NK, co sugeruje jej znaczacg rol¢ w patogenezie
chtoniakoéw, w tym MCL. Yim i wsp. (Yim i in. 2014) wykazali iz miR-155-3p jest wyciszony
w komdorkach MCL w wyniku zaburzonej metylacji DNA. Wspomniany proces prowadzi do
odwracalnego wyciszania ekspresji poprzez dodanie grupy metylowej w pozycji piatej w pierscieniu
cytozyny w sekwencji CpG w sekwencji promotora (Yim i in. 2014). Omawiana czasteczka moze
hamowa¢ rozwoj komorek nowotworowych poprzez celowanie w LT-f (ang. Lymphotoxin-beta),
ktory wraz z LT-BR (ang. Lymphotoxin-beta receptor) aktywuje szlak sygnalizacyjny NF-xB
w komérkach MCL (Yim i in. 2014). Wyciszenie ekspresji miR-155-3p jest powigzane
z nadekspresja LT-f.

Czasteczka miR-150 okazuje si¢ by¢ istotnym czynnikiem supresyjnym. Celem miR-150
jest MET receptor czynnika wzrostu hepatocytéow (HGF, ang. hepatocyte growth factor). Zaréwno
HGF jak i MET sa wazne w rozwoju embrionalnym natomiast ich dysregulacja moze przyczynia¢ si¢
do procesu nowotworzenia, co wykazano rowniez w przypadku MCL (Zhang i in. 2020). MET moze
indukowac¢ kolejne szlaki sygnalizacyjne w tym: Raf/Ras oraz PI3K/AKT hamujac proces apoptozy
i pobudzajac proliferacje. Dokladny mechanizm molekularny dziatania MET w MCL nie zostal
doktadnie zbadany, jednakze stwierdzono iz miR-150 negatywnie reguluje poziom ekspresji MET.
Ponadto zwigkszona ekspresja miR-150 wptywa hamujaco na proliferacje pierwotnych komorek
nowotworowych w MCL oraz promujaco na ich apoptoz¢ (Zhang i in. 2020).

Nadekspresja klastra miRNA-17-92 w komorkach nowotworowych wykazuje silne dziatanie
onkogenne poprzez hamowanie procesu apoptozy, pobudzenie proliferacji komorek a tym samym
wplyw na wiele szlakéw molekularnych co silnie oddziatuje na gorsze rokowanie u chorych na MCL.
Okazuje si¢ iz miR-17-92 moze silnie wptywaé na obnizenie wrazliwosci komoérek na radioterapie
przy jednoczesnej nasilonej aktywnos$ci szlaku sygnalizacyjnego, promujacego przezycie komorek
nowotworowych — PI3K/Akt, poprzez obnizenie ekspresji PHLPP2 oraz PTEN, negatywnie
regulujacych wspomniany szlak. PTEN zapobiega fosforylacji Akt a PHLPP2 defosforyluje Akt
powodujac jego inaktywacje. MiRNA-17-92 obnizajac poziom ekspresji PTEN i PHLPP indukuje
wspomniany szlak, co skutkuje oporno$cia na proapoptotyczne promieniowanie rentgenowskie
(Jiang i in. 2010).

Zwrocono rowniez uwage na onkogenng funkcje klastra miR-17-92 oraz jego zwiazek
Z czynnikiem transkrypcyjnym Myec, ktory uznano réwniez za czynnik prognostyczny w chtoniaku
z komorek ptaszcza (Hartman i in. 2008; Navarro i in. 2009). Navarro i wsp. (Navarro i in. 2009).
zbadali mozliwy synergizm dziatania MYC oraz miR-17-5p/miR-20a wykazujac zalezno$¢ miedzy
wysokimi poziomami wspomnianych czynnikéw a krotszym czasem catkowitego przezycia.
Obserwowana zaleznos¢ nie dotyczyta wzrostu tylko jednego ze wspomnianych czynnikow (Navarro
i in. 2009).
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W wickszosci przypadkow MCL dochodzi do nadekspresji cykliny D1 uczestniczacej
w progresji cyklu komoérkowego w etapie G1-S. W wyniku lgczenia cykliny D1 z kinazami
CDK4/CDK®6 (ang. Cyclin-dependent kinase 4/6) powodujacymi dezaktywacje biatka RBI, co
prowadzi do przejécia komorki w fazg S, w wyniku uwolnienia czynnikéw E2F (Zhao i in. 2010).
Zhao i wsp. wykazali iz bezposrednim celem miR-29 jest CDK6. Ponadto wykazano iz obnizenie
ekspresji miR-29 powoduje zwigkszenie poziomu CDK6. Stad wnioskuje si¢ iz miR-29 spetnia role
supresorowg w patogenezie MCL (Zhao i in. 2010).

MiR-223 to kolejna czasteczka o stwierdzonej deregulacji w MCL. Wspomniana czasteczka
wykazuje nizszy poziom ekspresji w chloniakach nieziarniczych w stosunku do pozioméw
uzyskanych u 0so6b zdrowych. Szczeg6lnie czasteczka miR-223 miata nizsze poziomy w chioniaku
z komorek z ptaszcza (Zhou i in. 2012). Zhou i wsp. (Zhou i in. 2018) wykazali rowniez w kolejnych
badaniach obnizong ekspresj¢ czasteczki miR-223 w poréwnaniu z grupg kontrolna, ktora stanowita
osoby zdrowe. Stwierdzono rowniez korelacje niskiej ekspresji miR-223 ze stabg przezywalnoscia.
Ponadto stwierdzono iz zwickszona ekspresja miR-223 wplywa na  obnizenie zywotno$ci
i proliferacji komorek oraz nasilenie procesu apoptozy. Jako cel miRNA wskazano czynnik
transkrypcyjny SOX11. Stwierdzono istotnie odwrotng korelacj¢ miR-223 oraz SOX11 w probkach
MCL. Z uwagi na powyzsze miR-223/SOX11 moze stanowi¢ nowy cel terapeutyczny u pacjentow
chorych na MCL (Zhou i in. 2018).

Stwierdzono iz poziomy ekspresji klastra miR-15a/16-1, ulegajacego kontroli
epigenetycznej, sa istotnie obnizone w chtoniaku z komorek ptaszcza (Zhang i in. 2012). Ponadto
zZ niekorzystnym rokowaniem, kroétszym czasem przezycia oraz chemoopornoscia wigze si¢ znaczgco
zwigkszona ekspresja czynnika transkrypcyjnego Myc. Zhang i wsp. (Zhang i in. 2012). wykazali iz
Myc wplywa, poprzez acetylacj¢ histonow na obnizenie aktywnosci transkrypcyjnej promotora
czasteczek miR-15a/ miR-16-1 w MCL. Ponadto stwierdzono iz zardbwno Myc jak i deacetylaza
histonowa 3 (HDAC3, ang. histone deacetylase 3) wspotdziataja w wyciszeniu ekspresji genu
kodujacego miR-15a/miR-16-1. Represja genu kodujacego wspomniane czasteczki miRNA, poprzez
Myec, zachodzi w wyniku: hamowania transkrypcji poprzez modyfikacj¢ acetylacji histonéw oraz
hamowania aktywno$ci polimerazy RNA II (Zhang i in. 2012).

Jako czynnik patogenetyczny w MCL, zdefiniowano réwniez czasteczke B7-H3, znang
rowniez jako CD276. Czasteczka ta nalezaca do rodziny B7, wykazuje dziatanie kostymulujace
reakcje immunologiczne, w tym produkcj¢ interferonu y (IFN-y) oraz aktywacj¢ limfocytow T
(Chapoval i in. 2001). Obnizenie poziomu B7H3 powoduje zahamowanie proliferacji i inwazji
komoérek MCL (Zhang i in. 2015). Zhu i wsp. wykazali istotnie wyzsza ekspresj¢ B7H3 u pacjentow
chorych na MCL, co wskazuje na onkogenne dziatanie czasteczki zarowno w rozwoju jak i progresji
choroby. Ponadto badacze zwrécili uwagg na role miR-506, jako czasteczki hamujacej proliferacje
komorek oraz nasilenie chemowrazliwosci i apoptozy komoérek. W MCL, poziom miR-506
wykazywat istotnie obnizona ekspresje, a ponadto wykazano iz mRNA B7H3 ulega obnizeniu pod
wplywem wspomnianej czasteczki miRNA. W zwigzku z powyzszym udowodniono iz B7H3 stanowi
cel dla miR-506. Zaréwno B7H3 jak i miR-506 moga stanowi¢ nowe, potencjalne cele terapeutyczne
MCL (Zhu i in. 2019).

4. Podsumowanie

Chloniak z komorek ptaszcza to agresywny nowotwor hematologiczny charakteryzujacy sig
bardzo szybkim wzrostem oraz nieuleczalnoscia. Jest rzadka postacia nowotworu wywodzacego si¢
z dojrzalych limfocytow B. Obecnie medycyna zmaga si¢ nie tylko z trudno$cia wczesnego
rozpoznania schorzenia ale rowniez brakiem okre$lonego schematu terapeutycznego. W zwigzku
Z powyzszym wcigz trwaja intensywne badania nad zoptymalizowaniem procesu diagnostyczno-
terapeutycznego. Coraz czgSciej zwraca si¢ uwage na role matych, niekodujacych czasteczek
mikroRNA w patogenezie, rozwoju oraz chemoopornosci. Wielokrotne badania nad rola miRNA
W MCL ujawnily role czasteczek, w tym m.in. miR-155, miR-150, miR-17-92, miR-223, miR-
15/miR-16-1 oraz miR-506. Jednakze doktadne mechanizmy molekularne wptywajgce na rozwdj
omawianej choroby nie sg do konca poznane. Dokladne poznanie mechanizméw molekularnych
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wplywajacych na deregulacje miRNA w MCL umozliwi poznanie nowych potencjalnych
biomarker6w diagnostycznych oraz nowych celéw terapeutycznych.
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Streszczenie

Chtoniak rozlany z duzych komoérek B (DLBCL) nalezy do heterogennej grupy nowotworow
wywodzacych si¢ z dojrzatych, obwodowych limfocytow B. DLBCL charakteryzuje si¢ ztozong
patogeneza uwzgledniajaca zarowno czynniki immunologiczne, infekcyjne, $rodowiskowe jak
i genetyczne.

Wecigz trwajace badania nad zrozumieniem molekularnego podioza patogenetycznego,
kierujg si¢ ku matym, niekodujacym, jednoniciowym czasteczkom mikroRNA umozliwiajagcym
potranskrypcyjng regulacje ekspresji genow docelowych. Niniejsza praca ma na celu przedstawienie
roli jednej z czasteczek mikroRNA - miR-155, w patogenezie DLBCL. MiR-155 to czasteczka
fizjologicznie uczestniczaca w procesie humoralnej odpowiedzi immunologicznej oraz
hematopoezie. Znaczna zmiang ekspresji zaobserwowano w wielu typach nowotwordéw, w tym
w DLBCL. Wielokrotne badania wykazaty jej zwickszona ekspresj¢ oraz wplyw na wiele szlakow
i poziom ekspresji kluczowych czynnikow patogenetycznych, w tym m.in. wptyw na biatka
uczestniczgce w procesie apoptozy (Bax/Bcl-2, kaspaza 3), wplyw na biatka regulujace cykl
komoérkowy (cyklina B1, cyklina D1, CDK4), wptywa na TGFBR2, czynnik transkrypcyjny FOXO3,
biatko DEPTOR, wplyw na czynnik martwicy nowotworu a (TNF-a), biatko c-CBL oraz szlak PI3K-
AKT.

Czasteczka miR-155 moze oddziatywac na wiele procesow stymulujacych rozwoj DLBCL,
w tym nasilenie proliferacji, hamowanie apoptozy oraz zaburzenia cyklu komorkowego. Moze wigc
stanowi¢ istotny cel w postgpowaniu terapeutycznym i diagnostycznym. Jednakze z uwagi na
ztozonos¢ wptywu miR-155 na zaburzenia molekularne niezbg¢dne sa dalsze analizy oraz badania nad
poznaniem roli wspomnianej czasteczki.

1. Chloniak rozlany z duzych komoérek B

Chtoniak rozlany z duzych komérek B (DLBCL, ang. diffuse large B cel lymphoma) nalezy
do grupy nowotworéw uktadu chtonnego, wywodzacych si¢ z obwodowych, dojrzatych limfocytow
B (Warzocha 2013, Chan 2010). Jest to najczgs$ciej wystgpujaca grupa chloniakow. Aktualnie
DLBCL klasyfikuje si¢ na podstawie wytycznych WHO (ang. World Health Organization) z 2016
roku, wyr6zniajac: DLBCL NOS (ang. DLBCL not otherwise specified) — DLBCL blizej
nieokreslony, THRLBCL (ang. T-cell/histiocyte rich large B-cell lymphoma) — DLBCL z licznymi
histiocytami i/lub komérkami T, DLBCL CNS (ang. primary DLBCL of the central nervous system)
- DLBCL pierwotny, osrodkowego uktadu nerwowego, DLBCL EBV+, DLBCL zwigzany
z przewlektym zapaleniem, PCDLBCL-LT (ang. primary DLBCL of the central nervous system)
(Swerdlow i in. 2016; Warzocha i Puta 2017).

Najczestszym objawem sugerujagcym wystapienie u pacjenta DLBCL sa powigkszone wezty
chtonne badz/oraz obecno$¢ w obszarze pozawe¢zlowym guza. Z uwagi na wspomniany objaw,
zalecang metoda diagnostyczna jest biopsja badz wycigcie chirurgiczne dla pozyskania materiatu
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diagnostycznego. W ostateczno$ci przeprowadza si¢ biopsje gruboiglowa. Pozyskany materiat
powinien zosta¢ oceniony przez hemopatologa. Ponadto, w procesie diagnostycznym zostaja
uwzglednione badania laboratoryjne, w tym ocena parametrow biochemicznych nerek i watroby,
status wirusologiczny na obecno$¢ HCV, HBV, HIV badz EBV, a takze ocen¢ morfologii krwi
(Swerdlow i in. 2016, Warzocha 2020). Zgodnie z zaleceniami WHO, konieczno$cig jest rowniez
przeprowadzenie badania immunohistochemicznego, a takze w miar¢ mozliwosci réwniez badania
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH, ang. fluorescent in-situ hybridization) umozliwiajacego
diagnozowanie rearanzacji genu MYC. Obecno$¢ translokacji MYC wymusza dalsze badania
oceniajace poziom ekspresji gendéw BCL-6 oraz BCL-2 (Warzocha 2020; Hans i in. 2004; Obermann
iin. 2009; Aukema iin. 2014). Po skutecznym rozpoznaniu nalezy w jak najszybszym czasie wdrozy¢
leczenie zgodne ze schematami terapeutycznymi z uwzglednieniem zaawansowania choroby,
wiekiem, czynnikami rokowniczymi oraz chorobami towarzyszacymi. Podstawowy schemat leczenia
jest oparty na systemie R-CHOP uwzgledniajacy radioterapi¢ z cyklofosfamidem, winkrystyna,
rytuksymabem, doksorubicyng oraz prednizonem. Liczba cykli schematu zalezy od rozlegtosci zmian
oraz zaawansowania choroby (Warzocha 2013). W przypadku nawrotu DLBCL badz opornosci na
stosowane leczenie, przeprowadza si¢ ocen¢ zaawansowania omawianego schorzenia oraz biopsje
potwierdzajaca diagnozg. U pacjentéw chorych na DLBCL, ale pozostajacych w dobrym stanie,
zaleca si¢ chemioterapi¢ wysokodawkowang oraz procedur¢ autologicznego przeszczepiania
krwiotworczych komoérek macierzystych (auto-HSCT, ang. autologous hematopoietic stem cell
transplantation) (Warzocha 2020; Hamlin i in. 2003; Spaepen i in. 2003).

DLBCL mozna réznicowa¢ m.in. ze wzgledu na morfologi¢ (typ immunoblastyczny,
anaplastyczny, centroblastyczny), nieprawidlowosci genetyczne czy powigzania wirusowe.
Zastosowanie mikromacierzy umozliwia lepsze zrozumienie patogenezy dzi¢ki poznaniu unikalnych
profili genéw (Chan 2010; Igbal i in. 2009). Profilowanie ekspresji genéw pozwolilo na
wyodrebnienie dwoch glownych podtypéw DLBCL, zréznicowanych pod wzgledem zaburzen
genetycznych: ABC-DLBCL (ang. activated B-cell) — DLBCL wywodzacy si¢ aktywowanych
komoérek B oraz podtyp GCB-DLBCL (ang. germinal center B-cell) prezentujacy zestaw genow
wyrazanych przez komoérki B centrum rozmnazania (Chan 2010).

Podtyp ABC-DLBCL charakteryzuje si¢ aktywacja kompleksu CBM, ktory wplywa na
indukcj¢ szlaku NF-kB, a tym samym na zwigkszona ekspresje genéow kodujacych czynniki
antyapoptotyczne, m.in. Bcl-2 (Bielska i in. 2013; Frick i in. 2012). W podtypie ABC dochodzi
réowniez do aktywacji szlaku NF-kB, cze¢Sciej obserwowanej w podtypie ABC niz podtypie GCB.
Analizy wykazatly iz mutacje okreslonych regulatoréw szlaku NF-kB mogg by¢ odpowiedzialne za
przypadki jego aktywacji. Dochodzi m.in. do mutacji w genach kodujacych CARDI11 (ang. Caspase
Recruitment Domain Family Member 11), TNFRSF11A (ang. TNF Receptor Superfamily Member
11a), RANK (ang. Receptor Activator for Nuclear Factor x B), TRAF2 (ang. TNF Receptor
Associated Factor 2), TNFAIP3 (ang. TNF Alpha Induced Protein 3) oraz TRAF5 (ang. TNF
Receptor Associated Factor 5) (Chan 2010; Compagno i in. 2009; Honma i in. 2009). W podtypie
ABC dochodzi do niepelnego przeksztatcania limfocytow B w komorki plazmatyczne na skutek
zaburzen funkcjonalnych genu Blimp-1 (ang. B lymphocyte induced maturation protein 1).
Zaburzenia réznicowania warunkuje rowniez delecja gendéw PRDML1 (ang. PR/SET Domain 1) oraz
IRF4 (ang. Interferon Regulatory Factor 4) (Bielska i in. 2013; Juszczynski 2010). Czynnikiem
zaangazowanym w zaburzenia apoptozy i regulacje cyklu komoérkowego w podtypie ABC jest
rowniez biatko MYC (ang. v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)) (Bielska i in.
2013; Nedomova i in. 2013; Kluk i in. 2012).

Defektem molekularnym w GCB-DLBCL jest translokacja genu kodujacego biatko BCL-2,
skutkujace jego nadekspresja i hamowaniem apoptozy komoérek nowotworowych DLBCL (Bielska
i in. 2013, Nedomova i in. 2013, Durnick i in. 2010). Jednakze najczgstszym zaburzeniem w podtypie
GCB-DLBCL jest nadekspresja genu BCL-6 (ang. B-cell CLL/lymphoma 6). Wspomniane biatko
odgrywa kluczowa role w rdéznicowaniu limfocytow B, wlasciwego formowania centrow
rozmnazania oraz kontroli cyklu komérkowego (Frick i in. 2012; Prusisz i in. 2012; Wagner i in.
2010). BCL-6 hamuje ekspresje genow, ktore wplywaja na regulacje cyklu komorkowego, proces
programowanej $mierci komoérki oraz reakcje komorki na uszkodzenia materiatu DNA, hamujac
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wejscie na droge apoptozy poprzez inhibicje genéw TP53 (ang. tumor protein p53), CHEK1 (ang.
checkpoint kinase 1) oraz ATR (ang. ataxia telangiectasia and Rad3 related) (Bielska i in. 2013;
Gouveia i in. 2012). BCL-6 reguluje inhibitory cyklu komérkowego p27 (CD-KN1B, ang. Cyclin-
dependent kinase inhibitor 1B) oraz p21 (CDKN1A, ang. cyclin dependent kinase inhibitor 1A) (Frick
i in. 2012; Cerchietti i in. 2010). Ponadto u pacjentéw chorych na DLBCL z podtypem GCB, zachodzi
delecja w genie PTEN (ang. phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10),
regulatorze szlaku PIBK/AKT (Bielska i in. 2013). Rozwdj DLBCL moze rowniez wigzaé si¢
z mutacjami w genie kodujacym FAS, a takze nadekspresja antyapoptotycznego genu kodujacego
biatko cFLIP (ang. Cellular FLICE-like inhibitory protein) (Chan 2010; Takahashi i in. 2006).

Patogeneza DLBCL pomimo wielu lat badan i wielokrotnych analiz wymaga dalszych
wnikliwych badan nad molekularnymi szlakami patogenetycznymi. Wciaz pojawiajace si¢ trudnosci
w diagnostyce i terapii stanowig wyzwanie dla medycyny. W$rod nowych rozwiazan nadziei upatruje
si¢ w czasteczkach mikroRNA. Niniejsza praca ma na celu przedstawienie wplywu jednej
z czgsteczek - miR-155, w patogenezie omawianej choroby nowotworowe;j.

2. Biogeneza czasteczek mikroRNA oraz miR-155

MikroRNA (miRNA) to krotkie, liczace od 19 do 25 nukleotydow, niekodujace,
jednoniciowe czasteczki wykazujgce zdolno$¢ potranskrypcyjnej regulacji gendow docelowych.
Czasteczki mikroRNA wykazuja wpltyw regulacyjny na ekspresj¢ transkryptéow homologicznych do
genu docelowego. Regulacja jest mozliwa dzigki pelnej badz czesciowej komplementarno$ci miRNA
do docelowego mRNA. W pierwszym przypadku dochodzi do rozszczepienia docelowego mRNA,
natomiast w drugim zachodzi hamowanie syntezy biatka (Lu i Rothenberg 2018).

Geny kodujace miRNA wystepuja zar6wno w intronach oraz eksonach. Moga by¢ réwniez
umiejscowione w miejscach niepodlegajacych translacji (Grenda i in. 2013; Isik i in. 2010). Geny sa
zorganizowane w skupiskach, charakterystycznie dla dziatania polimerazy I1 i III (Borchert i in. 2006;
Leeiin. 2002; Lee i in. 2004). Wyr6znia si¢ dwa szlaki biogenezy czgsteczek mikroRNA: kanoniczny
i niekanoniczny.

W kanonicznym szlaku biogenezy mikroRNA, primiRNA (pierwotne miRNA) sa
transkrybowane przez polimerazg 111 RNA, a nastepnie przetwarzane w pre-miRNA przez kompleks
tzw. mikroprocesor. Kompleks sktada sie wielobiatkowej jednostki, zbudowanej z biatek zwigzanych
z RBA, rybonukleoproteiny, dsSRNA oraz rodziny biatek migsaka Ewinga. Druga podjednostka sktada
si¢ z biatka DGCRS8 (ang. DiGeorge Syndrome Critical Region 8) oraz enzymu Drosha (Annese i in.
2020; Ha i Kim 2014; Han i in. 2004; Okada i in. 2009; Gregory i in. 2004). Mikroprocesor wykazuje
zdolno$¢ rozcinania okre§lonego motywu primiRNA, u podstawy struktury spinki do wlosow.
Utworzony pre-miRNA jest transportowany do cytoplazmy z jadra komérkowego poprzez kompleks
zwigzanego z RAS biatka jadrowego - guanozyno-5’-trifosforanazy oraz eksportyny 5 (Annese i in.
2020; Okada i in. 2009). Kolejny etap modyfikacji pre-miRNA odbywajacy sie w cytoplazmie, polega
na usunieciu koncowej petli przez endonukleaze Dicer RNazy 111, skutkujac powstaniem krétkich
duplekséw miRNA, dotaczanych ostatecznie do wielosktadnikowego kompleksu RISC (Annese i in.
2020; Han i in. 2004; Okada i in. 2009; Gregory i in. 2004; Cullen 2004; Liu i in. 2008; Noland
i Doudna 2013). Kompleks RISC jest zbudowany z: sktadnika katalitycznego RISC 2 (Ago2), biatka
zawierajace domene nukleazy gronkowcowej 1 (SND1, ang. Staphylococcal Nuclease And Tudor
Domain Containing 1), biatka Aubergine z rodziny Ago, genu o podwyzszonym poziomie astrocytow
(AEG-1, ang. Astrocyte Elevated Gene-1), FMR1 (ang. Fragile X Mental Retardation 1), VIG (ang.
vasa intronic gene), R2D2 (ang. a dsRNA binding protein with two dsRNA binding domains) oraz
heliksazy Armitrage-RNA1 (Annese i in. 2020; Noland i DOudna 2013; Santhekadur i Kumar 2020;
van den Berg i in. 2008). Ni¢ miRNA, ulegajaca whaczeniu do kompleksu RISC jest nicig aktywna,
natomiast druga ni¢ oznaczana jako miR*, nazywana réwniez nicig pasazerska, ulega degradacji
(Annese i in. 2020; Meijer i in. 2014). Caty kompleks RISC jest kierowany do konkretnego mRNA,
wplywajac na jego stabilno$¢ oraz hamujgc etapy syntezy bialek (Annese i in. 2020; Filipowicz 1 in.
2008).

Niekanoniczny szlak biogenezy miRNA, powstaje w wyniku kombinacji biatek
uczestniczacych w szlaku kanonicznym. Z uwagi na wspomniany fakt wyrdznia si¢ dwa rodzaje
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szlaku niekanonicznego: szlak Dicer-niezalezny oraz szlak Drosha/DGCR8-niezalezny. Przyktadem
Dicer-niezaleznego powstawania miRNA jest biogeneza czasteczki miR-451 — powstawanie pre-
miRNA nastepuje w wyniku uwolnienia przez enzym Drosha, natomiast w cytoplazmie jest
przytaczany do Ago2 (Annese i in. 2020; Cheloufi i in. 2010). Powstawanie miRtronow to przyktad
szlaku Drosha/DGCR8-niezaleznego, w ktorym pri-miRNA sag przetwarzane przez splicing a nie
W wyniku dziatania mikroprocesora (Annese i in. 2020; Ruby i in. 2007).

W niniejszej pracy zostanie omowiona jedna z czgsteczek miRNA - miR-155 wystepujaca
w eksonie 3 (21921.3) ludzkiego chromosomu 21 (Zheng i in. 2020). MiR-155 uczestniczy
w immunologicznej odpowiedzi humoralnej oraz hematopoezie (Zhu i in. 2016). Badania i analizy
prowadzone w ostatnich latach wykazaly iz miR-155 jest zwigzany z patogeneza wielu nowotworow
w tym z rozwojem DLBCL.

3. Czasteczka miR-155w DLBCL

MiR-155 okazuje si¢ by¢ istotnym regulatorem molekularnych szlakow patogenetycznych
chloniaka rozlanego z duzych komoérek B. U pacjentdéw chorych na DLBCL wykazano wyzsza
ekspresje miR-155 promujac nowotworzenie. Badajac mozliwy wptyw regulacyjny miR-155 na
szlaki molekularne ustalono hamujacy wptyw czasteczki na poziom ekspresji czynnika FOXO3 (ang.
Forkhead Box O3) sprzyjajac tym samym nasilonej proliferacji oraz hamujac proces programowanej
$mierci komoérki (Zheng i in. 2020). Zheng i wsp. badajac zalezno$ci miedzy miR-155 i FOXO3
a cechami kliniczno-patologicznymi wysnuli wniosek iz wskazane zaleznosci sg $cisle zwigzane z 5-
letnim przezyciem pacjentow oraz warto§cia wyniku migdzynarodowego wskaznika
prognostycznego IPI (ang. international prognostic index). Wysoka ekspresja miR-155 i niska
ekspresja FOXO3 sugeruja zte rokowanie pacjentéw chorych na DLBCL (Zheng i in. 2020).

Czasteczka miR-155 istotnie wptywa na regulacje cyklu komorkowego. Zhu i wsp. wykazali
iz obnizenie ekspresji miR-155 wptywa na zatrzymanie progresji cyklu komorkowego w fazie G0/G1,
hamujac proliferacje komoérek nowotworowych. Przeciwnie — zwigkszenie ekspresji miR-155 nasila
przejscie cyklu w faze S a tym samym nasilenie proliferacji komorkowej (Zhu i in. 2016). MiR-155
reguluje ekspresje biatek skorelowanych z cyklem komérkowym oraz apoptoza. Wykazano dodatnig
korelacje miedzy miR-155 a cykling D1, cykling B1 oraz CDK4. Wzrost ekspresji D1 oraz CDK4
wplywa na progresje cyklu komérkowego do fazy S. Wykazano iz zwigkszenie ekspresji miR-155
skutkuje obnizeniem stosunku proapoptotycznego biatka Bax do antyapoptotycznego biatka Bcl-2
oraz obnizeniem poziomu kaspazy 3 (Zhu i in. 2016). Omawiana czasteczka mikroRNA wptywa
réwniez na poziom wydzielania prozapalnego czynnika martwicy nowotworéw o (TNF-a, ang. tumor
necrosis factor o)) oddziatujacego na generowanie cytokin tj.: IL-1b, IL-10 oraz IL-6 (Zhu i in. 2016).
Czasteczka miR-155 moze roéwniez regulowac proces apoptozy poprzez regulacje ekspresji receptora
transformujacego czynnika wzrostu 2 (TGFBR2, ang. Transforming Growth Factor Beta Receptor
2). TGF-B to cytokina ktora wptywa na wiele waznych procesow komoérkowych w tym wzrost,
réznicowanie, formowanie, migracj¢ komorek oraz procesy chemotaksji i programowanej $mierci
komorki (Zhu i in. 2016; Stepien-Wyrobiec i in. 2008). Wiadomo iz poprzez zwickszony poziom
mMiR-1535, poziom TGFBR2 ulega obnizeniu, co wptywa znaczgco na hamowanie procesu apoptozy
(Zhu i in. 2016).

Jednym z markeréw prognostycznych chtoniaka DLBCL jest szlak PI3K-AKT regulowany
przez wiele czynnikéw (Uddin i in. 2006). Dotychczasowe badania wykazaty iz pod regulacyjnym
wplywem miR-155 pozostaja fosfataza SHIP1, kinaza WEE1 oraz p85 (Huang i in. 2012). Analiza
przeprowadzona przez Huang i wsp. wykazata iz wzrost ekspresji miR-155 bezposrednio celuje
W p85 powodujac obnizony poziom jego ekspresji (Huang i in. 2012). Represja poziomu p85 indukuje
AKT a tym samym wspomniany wyze] szlak skutkujac nasilong proliferacja oraz hamowaniem
programowanej $mierci komodrek nowotworowych. Innym zidentyfikowanym negatywnym
regulatorem szlaku PI3K-AKT jest SHIP1, ktorego ekspresja jest rOwniez hamowana przez miR-155,
a tym samym podobnie jak p85, dochodzi do aktywacji AKT (Uddin i in. 2006).

Kluczowa role w patogenezie DLBCL odgrywa czynnik transkrypcyjny NF-xB, bedacy
regulatorem odpowiedzi immunologicznej, powigzany z indukcja zapalef, chorobami
autoimmunologicznymi, zakazeniami oraz rozwojem choréb nowotworowych. NF-kB, z uwagi na to,
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iz wykazuje zdolnos¢ indukcji proliferacji, hamowania apoptozy, a takze nasila proces angiogenezy,
moze by¢ kluczowym czynnikiem progresji nowotworu (Skérka i Giannopoulos 2021). W badaniach
Jabtonska i wsp. wskazali na wplyw regulacyjny miR-155 na ekspresj¢ genow kodujacych CD40
(ang. cluster of differentiation 40), RelB (ang. RELB Proto-Oncogene, NF-KB Subunit), IkBa (ang.
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha), BCL2A1 (ang.
BCL2 Related Protein Al) oraz TNFAIP3/A20 (ang. TNF Alpha Induced Protein 3) zaleznych od
NF-xB (Jabtonska i in. 2020). Hamowanie ekspresji miR-155 w komoérkach nowotworowych
spowodowato blokowanie ekspresji wymienionych wyzej genow kontrolowanych przez NF-kB,
Wspomniane wyniki sugeruja, iz czasteczka miR-155 wplywa na modulacje ekspresji genow
zaleznych od czynnika NF-kB. (Jabtoniska i in. 2020).

MiR-155 wykazuje zdolnoé¢ regulacji sygnalizacji wewnatrzkomérkowej DLBCL, w tym
mig¢dzy innymi reguluje sygnalizacje BCR poprzez celowanie w biatka DEPTOR oraz ¢c-CBL (ang.
casitas B lineage lymphoma) (Jabtoniska i in. 2020). C-CBL, nalezace do rodziny biatek CBL, to
wielofunkcyjne biatko wykazujace aktywno$¢ ligazy ubikwityny E3, bioracej udziat w procesie
ubikwitynacji i degradacji biatka (Lyle i in. 2019). W komoérkach B, wspomniane biatko, uczestniczy
m.in. w aktywacji tolerancji immunologicznej, dojrzewaniu powinowactwa przeciwcial oraz
uczestniczy w kontroli o§rodka rozmnazania (Jabtonska i in. 2020; Li i in. 2019). Z uwagi na fakt iz
c-CBL pehni funkcje supresorowe wobec nowotworow, obnizenie jego ekspresji moze oddziatywaé
indukujaco na sygnalizacj¢ BCR (Li i in. 2019).

Biatko DEPTOR, zidentyfikowane jako onkogen sprzyjajacy wzrostowi i przezyciu
komorek nowotworowych, moduluje szlak mTOR oraz niektdre czynniki takie jak BCL6, PAXS (ang.
Paired Box 5) oraz IRF4 (ang. Interferon Regulatory Factor 4) (Jabtoniska i in. 2020; Peterson i in.
2009; Quwaider i in. 2017). Jabtonska i wsp. wykazali catkowitg utrate ekspresji DEPTOR w typach
DLBCL innych niz GCB, a ponadto stwierdzono iz szlak NF-kB hamuje transkrypcje czynnika
DEPTOR (Jabtoniska i in. 2020). W badaniach Yu i wsp. wykazali, iz jedna z podjednostek szlaku
NF-kB - p65 blokuje ekspresjc mRNA DEPTOR (Yu i in. 2016). Stwierdzono iz nadekspresja p65
thami aktywno$¢ promotoréw DEPTOR (Jabtoniska i in. 2020). Nalezy rowniez uwzglednié fakt iz
DEPTOR moduluje ekspresje i migracje cytokin, w tym m.in. czynnik martwicy nowotworow TNF-
a, IL-6 oraz IL-8, ktorych ekspresja jest rowniez modulowana przez miR-155. Jabtonska i wsp.
W swoich badaniach wykazali, iz blokada czynnika DEPTOR skutkuje nasileniem ekspresji mRNA
wymienionych cytokin. Ponadto, jego obnizona ekspresja wplywa na nasilenie migracji
nowotworowych komérek DLBCL. Wspomnieni autorzy zaobserwowali rowniez, iz nasilone mRNA
DEPTOR jest skorelowane z dluzszym czasem przezycia pacjentéw chorych na DLBCL (Jabtonska
i in. 2020).

4. Podsumowanie

Chtoniak rozlany z duzych komoérek B nalezy do jednego z najbardziej agresywnych
chtoniakdw, o szybkim przebiegu. Pomimo sprecyzowanych schematow diagnostyczno-
terapeutycznych, proces ten nie zawsze okazuje si¢ skuteczny, stad uzasadnienie majg wcigz trwajace
na §wiecie badania nad doglebng analizg patogenezy. Analizy naukowcow czesto skupiaja si¢ wokot
czasteczek mikroRNA, majacych szczegdlny i silny wptyw na ekspresje gendéw docelowych,
regulujacych wiele waznych szlakow molekularnych. Wiele dotychczasowych badan i analiz
wykazato istotny wptyw miR-155 na szereg procesow patogenetycznych w DLBCL. Poprzez wplyw
na czynniki kontrolne cyklu komérkowego, biatka proapoptotyczne i antyapopotyczne oraz wiele
kluczowych szlakow sygnatowych, moze stanowi¢ wazny cel molekularny w opracowywaniu
procesu diagnostyczno-terapeutycznego. Jednakze konieczno$cia sa dalsze badania nad
doktadniejszym poznaniem mechanizmé6w molekularnego oddziatywania miR-155.
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Abstract

Podocytes are small cells located in the Bowman's capsule in the kidneys. They have
long foot processes called pedicels that wrap around the capillaries creating longitudinal slots
between protrusions. Those open areas are covered by slit diaphragms that restrict the passage of
large macromolecules from the bloodstream. In accordance, injuries within podocytes lead to a
dysfunction of the filtration barrier, commonly associated with proteinuria or nephrotic syndrome.
General term podocytopathies is used to describe such kidney diseases. These conditions are
becoming more common nowadays, often progressing to end-stage renal pathologies. Morphological
stratification allowed us to divide those disorders into: focal segmental glomerulosclerosis (FSGS),
minimal changes disease (MCD), diffuse mesangial sclerosis (DMS) and collapsing glomerulopathy.
Considering the proven significance of podocytes in the pathogenesis of glomerulopathies, they are
currently a target for studies on novel diagnostic and therapeutic protocols. To summarize, different
factors might contribute to podocytopathies; notwithstanding, they all demonstrate similarities in
terms of clinical symptoms and podocyte injury. Therefore, studies focusing on the podocytes are
challenging and interesting to further research.

1. Introduction

Kidneys are bean-shaped, structurally complex organs, playing an essential role in
maintaining body homeostasis. In accordance, they are responsible for cleansing blood of the waste
products, controlling properly the body water level, regulating ions composition, and preserving acid
balance. (Wallace 1998). An optimal state, namely homeostasis, is crucial for cells to present normal
physiology, metabolism and function. Commonly, complications within kidneys lead to disturbance
of acid-base balance and consequently homeostasis. Physiological disorders are followed by pH-
related dysregulation. (Hamm et al. 2015) The kidneys consist of nephrons as their basic physiological
units. Within nephrons, the glomerular filtration barrier demonstrates a layered arrangement
composed of endothelial cells, glomerular basement membrane, podocytes, and mesangial cells.
Podocytes are important elements in maintaining filtration barrier. They form slit diaphragms that
prevent uncontrolled plasma proteins diffusion and are responsible for the synthesis of the
components constituting glomerular basement membrane. Podocytes are atypical epithelial cells that
demonstrate three structurally and functionally different elements: a large cell body, major extending
processes, and foot processes. The latter ones create complex networks between neighboring
podocytes to cover the glomerular capillaries within the Bowman capsules. The foot processes
transform adhering to the glomerular basement membrane and forming junctions called the slit
diaphragms. Damage in that specific area is one of the most common causes of glomerular disease.
Additionally, actin is a vital element of the foot processes; what is the significant difference between
primary and secondary processes (on the contrary, they are microtubular-based). Actin is the main
element of foot processes’ cytoskeleton and plays a role in attaching the podocytes to their
environment. These discrepancies might justify why the foot processes are the only ones involved in
glomerulopathies. (Garg 2018) Injured podocytes present significant morphological changes, such as
loss of foot processes, vacuolization, retraction and detachment of cells from the glomerular basement
membrane (GBM), leading to the dysfunction in the filtration barrier. Disturbance in the typical
structure of podocytes is considered the most significant element of these cells, predominantly due to
malfunction in the actin cytoskeleton of foot processes. Disorders of filtration barrier may also result
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from mutation-related changes in their architectural elements — nephrin and podocin. Pathological
events accompanying these phenomena cause a rare, hereditary nephrotic syndrome. The lack of slit
diaphragms proper structure is commonly associated with proteinuria. In general, direct or indirect
podocyte injuries leading to proteinuria or nephrotic syndrome are kidney diseases called
podocytopathies. In histopathological assessment, we divide them into focal segmental
glomerulosclerosis (FSGS), minimal changes, diffuse mesangial sclerosis (DMS) and collapsing
glomerulopathy. (Rys.1). Noteworthy, despite podocyte structure damage as a common element,
podocytopathies might be triggered by multi- or monogenic changes or even environmental risk
factors. Podocytes’ injuries may result from autoimmune reactions involving autoantibodies aimed at
podocytes, toxins, selected cytokines, or other poorly known circulating factors. Despite intensive
research in renal diseases, epidemiological data on podocytopathies are still scarce. That is primarily
related to the diagnostic limitations, with biopsy being the confirmatory method and usually young
age of the pathological process initiation. Systematic disorders can influence podocyte structure, so
the lesions might be unspecific with different underlying causes. Nevertheless, it seems that interest
in podocytopathies is gradually increasing worldwide, considering their contribution to end-stage
kidney diseases. (Kopp et al. 2020; Rosenberg and Kopp 2017)
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Rys. 1. Schematic graphs presenting the risk factors of injury and mechanism of podocytes damage
resulting in the loss of the filtration barrier tightness manifested by proteinuria- leading symptom of
podocytopathies. (access on the 30" December 2021)

2. Content

In the current review work, we aimed at providing succinct information on podocytes'
significant role in the pathological conditions associated with renal dysfunction. Comprehensive data
summary was prepared based on the most recent papers available in databases, including Medline and
Scopus, to provide the most significant and reliable information. We believe that our paper will
provide essential background for the researcher explicitly interested in the role of podocytes in
glomerulopathies and their possible potential as novel biomarkers and therapeutic targets in
glomerulus-related disorders.
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3. Literature review

Focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) - the leading cause of renal functional pathology
globally, is the first disease associated with podocytes injury. FSGS histological pattern might result
from several different etiologies; however, demonstrating the same common characteristics —
disturbed structure and reduced number of podocytes. Cumulative analysis of all the variables allowed
to distinguish six clinical groups: two dominant forms - idiopathic or adaptive FSGS, three less
common - high-penetrance genetic, viral-mediated, and drug-induced), and APOL1-associated FSGS.
Interestingly, podocyte injury associated with all types of FSGS, and any other glomerular diseases,
may itself trigger a mechanism similar to podocyte stress and genetic susceptibility, leading to the
pathological features of adaptive FSGS. Clinical manifestation of FSGS condition is typically a
proteinuria of a nephrotic or subnephrotic kind. Diagnosis of FSGS may be challenging, requiring the
in-depth collection of the patient medical history, laboratory testing, and renal histopathology to
obtain all the necessary data. ldentifying the suitable syndrome is key to presenting an adequate
therapy, which may help to prevent progression to end-stage renal disease. Unfortunately, such an
unfavorable prognosis commonly corresponds to many forms of FSGS. Importantly, treatment should
be personalized as, for example, immunosuppressive medications efficiently influence podocytes in
idiopathic FSGS, and rarely in those with mutation-related, especially with nephrotic proteinuria
manifestation. Therapy with glucocorticoids might exert beneficial effects; however, it is commonly
associated with relapses. (Rosenberg and Kopp 2017) In complex cases of patients suffering from
FSGS with steroid-resistant nephrotic syndrome, renal transplantation might be the only effective
management option. Still, however, the risk of recurrence of the disease is significantly high, reaching
approximately 30% in pediatric patients. In hereditary forms, chances for the disease relapse after
transplantation are not so significant, constituting less than 10% of subjects. (Biischer and Weber
2012)

Collapsing glomerulopathy is described as a morphological variant of focal segmental
glomerulosclerosis. That type of renal disease demonstrates the collapse of the glomerular capillaries,
both segmental and global, remarkable hypertrophy and hyperplasia of podocytes, and severe
tubulointerstitial disease. In electron microscopy, extensive foot processes effacement can be
observed. Noteworthy, the cause of collapsing glomerulopathy has not been discovered yet. In the
course of that condition, the areas within collapsed capillaries exhibit proliferation and
dedifferentiation of mature podocytes with concomitant loss of cyclin-dependent kinase inhibitor 1B
expression. Viral agents, such as HIV and parvovirus, may be considered a possible etiology.
However, despite certain similarities to idiopathic collapsing glomerulopathy, HIV-related
disturbances in kidneys are also associated with reticular aggregates that are not present in the
discussed condition. Glomerulopathy is characterized by proteinuria and an accelerating decrease in
kidney functions. In contrast to FSGS, the rate of disease exacerbation is significantly higher.
Interestingly, there is also a significant predominance of prevalence among the black race subjects.
Collapsing glomerulopathy does not respond to monotherapy with corticosteroids; however, the
optimal treatment approach has not been established yet. Unfortunately, the prognosis of the condition
is also not optimistic with its rapid evolution towards end-stage renal disease, not responding to
treatment. (Fogo et al. 2015; Schwimmer et al. 2003; Morales et al. 2019)

Another podocyte-related pathology is minimal change disease (MCD) - a leading cause of
idiopathic nephrotic syndrome. Intense proteinuria is a distinctive feature and leads to edema and
intravascular volume depletion. Histologically, MCD does not demonstrate any association with any
other disease entity. It may occur both, in children and adults, in different clinical settings, with similar
clinical manifestations. However, the prevalence of MCD is significantly higher among children.
Therefore, the proper patient qualification is necessary to introduce adequate treatment protocol as
we can observe some differences between children and adults. For example, MCD present in children
is usually idiopathic, when in adults minimal change disease results from secondary causes (such as
infections). Furthermore, there are differences in treatment response, including time to remission,
response rate and timing of relapses (in children remission occurs in a shorter time and relapsing is
more frequent than in adults). The most characteristic feature of minimal change disease is foot
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processes effacement. Electron microscopy is the only method that clearly exposed those changes,
which was a diagnostic obstacle for decades. The other problem with precise diagnosis is the fact that
most children respond efficiently to steroid treatment - a “steroid-sensitive nephrotic syndrome.”
Therefore, MCD is usually discovered after renal biopsy is performed when patients demonstrate
steroids resistance. Despite the lack of data on actual etiology of MCD, several forms have been
identified based on different pathogenesis. Nonetheless, immunologic-related dysregulation and
modifications of the podocyte seem to be key factors in modifying the integrity of the glomerular
basement membrane leading to proteinuria. Above mentioned steroid therapy is predominantly based
on prednisone use. Unfortunately, it is common for steroid-sensitive forms of the disease to relapse,
and combined therapy with immunosuppressants might be required. Furthermore, in the acute
treatment, intake of salt and fluids must be reduced to mitigate the appearance of edema. Interestingly,
steroids-responding MCD are presumed not lead to chronic renal damage; on the contrary, forms
unresponsive to steroids may later progress to FSGS. (Vivarelli et al. 2017)

As focal segmental glomerulosclerosis and minimal change disease share certain similarities,
they should always be considered in the diagnostic process. Both of these diseases are usually
essential finding in the histological picture of idiopathic nephrotic syndrome. As MCD and FSGS
share common pathogenesis, they can be reported as a disease continuum; however, they may also be
considered two different diseases. Even slight variations in features, histology, and treatment outcome
play a crucial role in differential diagnosis of these two conditions. Interestingly, recent data suggested
that MCD and idiopathic FSGS may be the same disease but have different phenotypes. In clinical
trials, idiopathic FSGS is suggested to be an advanced stage of MCD. Moreover, effective treatment
response is more likely to appear in the earlier phase of the disease, usually described as MCD.
(Vivarelli et al. 2017; Maas et al. 2016)

Diffuse mesangial sclerosis (DMS) is a rare congenital renal disease usually manifested as a
nephrotic syndrome that appears in children. Nephrotic syndrome occurs at birth or within the first
year of life. What is more, DMS has lethal development. DMS is represented by early-onset and rapid
progression leading to end-stage renal disease. It may reveal as an isolated lesion or in the course of
the Denys-Drash syndrome (a rare disorder with congenital nephropathy, male pseudo-
hermaphroditism, and Wilms’ tumor), with a higher rate of renal disease exacerbation in the latter
case. Commonly, nephrotic syndrome emerges at the age of a few months; however, Wilm’s tumor
may be the initial symptom of the disease. In DMS, glomeruli are small and present condensed
images, with early lesions demonstrating increased loss of mesangial collagen, gradually progressing
to sclerosis with dense collagen. Hypercellularity does not appear in the condition. Mesangial matrix
sclerosis occurs with minimal or absent mesangial cell proliferation. Podocytes undergo hypertrophy
at an early stage of the disease. Later, podocytes are vacuolated and transform into crown-like shape.
Basement membranes are thickened, patency of capillary lumen is reduced. However, the most
important diagnostic features are small glomeruli, increased mesangial collagen density, and
extensive foot process effacement. DMS has a poor prognosis, with ineffective corticosteroid therapy
and disease progression to the end-stage renal failure. Fortunately, the survival rate has increased over
the decades. (Fogo et al. 2015b; Vankalakunti et al. 2012; Nso Roca et al. 2009; Rheault 2014)

The current knowledge about the pathogenesis of glomerulopathies unambiguously
highlights the importance of podocytes in developing these diseases. That fact is predominantly
justified by role of these cells as significant elements of the glomerulus, and when injured, they
significantly disturb the proper renal function. Accordingly, these features might potentially be used
to develop more specific diagnostic procedures and, presumably, novel therapeutic protocols.
Podocytes or even their elements can be detected in the urine in the course of pathological conditions.
Such findings may be used in diagnosis of glomerular damage. This factor can appear in early stages
and may act as a predictive tool to monitor the disease control and risk of progression assessment.
(Miiller-Deile and Schiffer 2017) Glomerulopathies are considered jeopardy for the patients due to
their progression to end-stage renal disease when kidneys no longer provide an adequate function to
maintain homeostasis. Patients suffering from glomeruli-related pathologies often require dialysis or
even a kidney transplant. Discovery of a novel, more effective ways to prevent life-threatening
complications is of great importance nowadays. Podocytes seem to be a promising target to fulfill
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expectations in that field. Targeting podocytes with more specific agents would be highly favorable,
as commonly used immunosuppressants and steroids are often associated with complications.
(Miiller-Deile and Schiffer 2017) Current experimental studies focus on preventing or at least
reducing podocyte injury. That could be expanded with protocols involving stimulating podocyte
regeneration as a form of therapy in the future. (Kopp et al. 2020) Nowadays, increasing attention is
paid to podocyte-related disorders and their management. Hopefully, that trend will contribute in the
future to the development of novel therapeutic approaches. (Kopp et al. 2020)

1. Summary and conclusions

Considering presented podocytopathies, we found that these conditions affect life of the patients
significantly. Noteworthy, podocyte-related disorders in most cases progress to nephrotic syndrome
with a high tendency for relapses. Edema was considered as the most negative symptom in patients'
opinion. In context of etiology, each podocytopathies presented - focal segmental glomerulosclerosis,
minimal change disease, diffuse mesangial sclerosis, or collapsing glomerulopathy, results from a
combination of different factors, with no clear contributing element among all genetic, proteomic,
immunological, viral, and others reported to date. (Kopp et al. 2020) These aspects make those
disorders even more challenging, both from scientific and practical points of view. However, despite
complex etiology, as demonstrated above, they present many similarities — clinical symptoms and
podocyte injury. In context of FSGS and MDG, they have even considered just stages of the same
disease due to comparable clinical manifestations. In accordance, most recent studies suggest
considering DMS, FSGS, MCD, and collapsing glomerulopathy as clinical entities, using general
term of ‘podocytopathies.” (Kopp et al. 2020) Despite numerous studies revealing molecular and
cellular mechanisms of podocytopathies, there are unknown aspects of podocytes injuries and their
clinical consequences. Therefore, further studies aimed at these cells are of great importance in
context of complete identification of the related renal diseases background.

4. Literature

Biischer AK, Weber S (2012) Educational paper: the podocytopathies. Eur J Pediatr 171(8): 1151-
60.

Fogo AB, Lusco MA, Najafian B, Alpers CE (2015a) AJKD Atlas of Renal Pathology: Collapsing
Glomerulopathy. Am J Kidney Dis 66(2): €3-4.

Fogo AB, Lusco MA, Najafian B, Alpers CE (2015b) AJKD Atlas of Renal Pathology: Diffuse
Mesangial Sclerosis. Am J Kidney Dis 66(4): e23-4.

Garg P (2018) A Review of Podocyte Biology. Am J Nephrol 47 Suppl 1: 3-13.

Hammn LL, Nakhoul N, Hering-Smith KS (2015) Acid-Base Homeostasis. Clin J Am Soc Nephrol
10(12): 2232-42.

Kopp JB, Anders HJ, Susztak K, Podesta MA, Remuzzi G, Hildebrandt F, Romagnani P (2020)
Podocytopathies. Nat Rev Dis Primers 6(1): 68.

Maas RJ, Deegens JK, Smeets B, Moeller MJ, Wetzels JF (2016) Minimal change disease and
idiopathic FSGS: manifestations of the same disease. Nat Rev Nephrol 12(12): 768-776.

Morales E, Alonso M, Gutiérrez E (2019) Collapsing glomerulopathy: update. Med Clin (Barc)
152(9): 361-367.

Miiller-Deile J, Schiffer M (2017) Podocytes from the diagnostic and therapeutic point of view.
Pflugers Arch 469(7-8): 1007-1015.

Nso Roca AP, Pefia Carrion A, Benito Gutiérrez M, Garcia Meseguer C, Garcia Pose A, Navarro M
(2009) Evolutive study of children with diffuse mesangial sclerosis. Pediatr Nephrol 24(5):
1013-9.

Rheault MN (2014) Nephrotic and nephritic syndrome in the newborn. Clin Perinatol 41(3): 605-18.

Rosenberg AZ, Kopp JB (2017) Focal Segmental Glomerulosclerosis. Clin J Am Soc Nephrol
12(3): 502-517.

Schwimmer JA, Markowitz GS, Valeri A, Appel GB (2003) Collapsing glomerulopathy. Semin
Nephrol 23(2): 209-18.

84|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

Vankalakunti M, Jha PK, Madraki RM, Siddini V, Babu K, Ballal SH (2012) Diffuse mesangial
sclerosis - Report of two cases. Indian J Nephrol 22(3): 213-6.

Vivarelli M, Massella L, Ruggiero B, Emma F (2017) Minimal Change Disease. Clin J Am Soc
Nephrol 12(2): 332-345.

Wallace MA (1998) Anatomy and physiology of the kidney. AORN J 68(5): 800, 803-16, 819-20;
quiz 821-4.

85|Strona



Nauki medyczne i nauki 0 zdrowiu — Czes¢ 1

13. Inhibitory SGLT-2 w terapii niewydolnosci serca
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Streszczenie

Niewydolnos¢ serca jest rosnacym problemem epidemiologicznym, w zwigzku z czym
W grupie cierpigcych na nig oséb prowadzone sa liczne badania nad nowymi mozliwos$ciami
terapeutycznymi. Inhibitory SGLT-2, bedace do niedawna stosowane jako leki hipoglikemizujace
u chorych na cukrzyce typu 2, staly si¢ jedng z nowych grup substancji dopuszczonych w terapii
niewydolnosci serca. Celem tej pracy jest omOwienie mechanizméw dzialania i efektow klinicznych
leczenia z uzyciem inhibitorow SGLT-2 u pacjentdéw z niewydolnoscig serca na podstawie
dostepnego pismiennictwa.

1. Wstep

Mianem niewydolnosci serca (HF) okresla si¢ wystepujacy u 1-2/100 dorostych
mieszkancow Europy zespot objawow klinicznych, wynikajacy z funkcjonalnego lub strukturalnego
uszkodzenia serca. Zaburzenia te moga powodowa¢ zmnigjszenie rzutu serca lub uposledzenie jego
wypetniania. Obraz kliniczny HF obejmuje objawy podmiotowe, takie jak duszno$é, ortopnoe, spadek
tolerancji wysitku, napadowa duszno$¢ w nocy, oraz przedmiotowe - poszerzenie zyt szyjnych,
trzeszczenia nad polami ptucnymi i obrzgki obwodowe. Podtypy kliniczne HF wyrdznia si¢ na
podstawie stopnia uposledzenia frakcji wyrzutowej lewej komory (LVEF), ktora towarzyszy
objawom klinicznym. Zalicza si¢ do nich niewydolno$¢ serca ze zmniejszong frakcjg wyrzutowa
lewej komory (HFrEF), ktora charakteryzuje si¢ spadkiem LVEF ponizej 40%, niewydolnos¢ serca
z zachowang frakcja wyrzutowa (HFpEF), jezeli LVEF wynosi ponad 50%, oraz niewydolnos¢ serca
z posrednia frakcja wyrzutowa (HFmrEF) o frakcji wyrzutowej wigkszej niz 40%, ale mniejszej niz
50%. Najczgsciej wystepujaca postacia jest HFrEF, stanowigca 60% wszystkich zachorowan na HF,
natomiast HFmrEF 1 HFpEF stanowia odpowiednio 16% i 24% zachorowan (Chioncel i in. 2017).

Patofizjologia niewydolnosci serca ze zredukowana i z zachowana frakcja wyrzutowa
wykazuje znaczne rdznice, co ma istotne przelozenie na terapi¢ obu postaci chorob. HFpEF
charakteryzuje si¢ strukturalnymi i komérkowymi zmianami, prowadzgcymi do zaburzen rozkurczu
lewej komory. Moze si¢ do tego przyczyni¢ przerost kardiomiocytéw, widknienie przestrzeni
miedzykomorkowej, zaburzenia relaksacji wtokien mig$niowych oraz przewlekly stan zapalny
spowodowany wspotistniejacymi chorobami. W przypadku HFrEF, przyczyng zaburzen jest
najczesciej utrata kardiomiocytow o ostrej lub przewlektej przyczynie, prowadzaca do niewydolnosci
skurczowej. Powodem najczesciej jest zawatl serca, ale chorobe moze rowniez wywotaé zapalenie
mig$nia sercowego lub patologie zastawek serca. Pomigdzy obiema postaciami choroby wystepuja
rowniez réznice epidemiologiczne, a takze w rodzaju przerostu mig¢énia sercowego - W przypadku
HFpEF przerost kardiomiocytow jest najczgsciej koncentryczny, a na chorobe czgsciej zapadaja
kobiety i osoby w wieku starszym. W HFrEF natomiast hipertrofia zwykle ma charakter
ekscentryczny, a zapadalno$¢ jest wyzsza u 0s6b miodszych i mg¢zczyzn, co moze mie¢ zwigzek
Z czestszym wystgpowaniem choroby niedokrwiennej serca wérdéd pacjentéw tej pici (Schwinger
2021).
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2. Farmakoterapia niewydolnosci serca

Podstawe leczenia HFrEF stanowi postgpowanie farmakologiczne. Celem terapii jest
zmniejszenie $miertelnosci wsérod chorych, redukcja czestosci hospitalizacji zwigzanych
z zaostrzeniem przebiegu HF oraz poprawa stanu klinicznego 1 jako$ci zycia pacjentow.
Farmakoterapia obejmuje inhibitory konwertazy angiotensyny (ACEI) lub inhibitory receptora
angiotensyny i neprylizyny (ARNI), beta-adrenolityki (LBA) i antagonisty receptora
mineralokortykoidowego (MRA). Kazda z wymienionych grup lekow ma udowodniong skuteczno$é
w redukcji czegstosci hospitalizacji 1 $miertelnosci wsrod pacjentow z HFrEF. Za podstawe
farmakoterapii uwaza si¢ potaczenie lekow z grup ACEI, LBA i MRA w stopniowo zwigkszanych
dawkach. Zastapienie substancji z grupy ACEI na rzecz ARNI jest wskazane u pacjentow
symptomatycznych korzystajacych z terapii trojlekowej. W wytycznych Europejskiego Towarzystwa
Kardiologicznego wsrdd lekow zalecanych u wszystkich objawowych pacjentow z HFrEF
przyjmujacych terapi¢ potrjng znalazty si¢ rowniez inhibitory kotransportera sodowo-glukozowego
2 (inhibitory SGLT-2, flozyny) - dapagliflozyna i empagliflozyna, otrzymujac najwyzsza klase
zalecen (McDonagh i in. 2021).

Nalezy dodac, ze przed przeprowadzeniem badan z wykorzystaniem flozyn, farmakoterapia
pozwalata na popraweg rokowania jedynie u pacjentow z niewydolnos$cig serca ze zmniejszong frakcjg
wyrzutowg. W przypadku pacjentow z HFpEF przeprowadzono liczne badania kliniczne oceniajace
wplyw lekoéw z grup ACEI, ARNI, MRA oraz innych (sartany, digoksyna, sildenafil) na przebieg
choroby, jednak zadna z ocenianych substancji nie wptyneta istotnie na zmniejszenie ryzyka
hospitalizacji i zgonu. Z kolei wsrdod pacjentow z HFmrEF nigdy nie przeprowadzono duzego,
randomizowanego badania prospektywnego, pozwalajacego oceni¢ skutecznos¢ terapii. Jedyne
zebrane dane pochodzily z analizy podgrup w badaniach dotyczacych HFpEF.

3. Charakterystyka i dotychczasowe zastosowanie inhibitorow SGLT-2

Leki z grupy flozyn sa lekami przeciwcukrzycowymi, ktorych punktem uchwytu jest
przeciwdziatanie zwigkszonej reabsorpcji glukozy w nerkach. Poprzez zahamowanie receptorow
SGLT-2 w cewce blizszej nefronu powoduja wystapienie glukozurii, ktora wiaze si¢ ze spadkiem
stezenia glukozy we krwi, utratg 300-400 kcal/dobg, obnizeniem warto$ci hemoglobiny glikowanej
oraz zwigkszeniem ilo$ci wydalanego moczu poprzez indukowanie diurezy osmotycznej (Pasterczyk
i in. 2018). Zablokowanie SGLT-2 pozwala na nieodwracalng eliminacj¢ glukozy z ustroju,
ograniczajac glukotoksyczno$¢ niezaleznie od insuliny, tym samym nie powodujac ryzyka
hipoglikemii. Dodatkowo flozyny sa do$¢ dobrze tolerowane przez pacjentdw, a do najczestszych
dziatan niepozadanych nalezy zwigkszenie ryzyka grzybic okolic genitalnych, ktérym mozna
przeciwdziata¢ poprzez zachowanie wzmozonej higieny. W zwigzku z bardzo korzystnym profilem
dziatan, leki te staty si¢ waznymi elementami terapii cukrzycy typu 2, zarowno w monoterapii, jak
i w skojarzeniu z innymi lekami hipoglikemizujacymi.

Sposréd innych lekéw przeciwcukrzycowych inhibitory SGLT-2 wyr6zniaja mnogie
dziatania plejotropowe. Poza dziataniem hipoglikemizujagcym flozyny wplywaja na spadek masy
ciata, ktory zwykle rozpoczyna si¢ szybko i stabilizuje si¢ w przeciaggu kilku miesigcy, osiagajac
zwykle redukcje rzedu 2-3 kg. Dodatkowo leki te powodujg utrzymujacy si¢ spadek ci$nienia
tetniczego, zarowno skurczowego jak i rozkurczowego, o $redniej wartosci odpowiednio S mmHg i 2
mmHg. Najbardziej prawdopodobnymi mechanizmami przyczyniajacymi si¢ do redukcji ci$nienia
jest indukowana flozynami natriureza, ktora poprawia gospodarke sodowa organizmu, oraz
zmniejszenie sztywnosci tetnic (van Baar i in. 2018). Do innych dziatan inhibitoréw SGLT-2 naleza
umiarkowane zmniejszenie stezenia trojgliceryddow w osoczu krwi przy jednoczesnym wzroscie
poziomu cholesterolu HDL i LDL, poprawa funkcji nerek u pacjentow z cukrzyca, czy obnizenie
urykemii o 10-15% (Heerspink i in., 2016). Badania kliniczne, poczatkowo wsrod pacjentow
z cukrzycg typu 2, doprowadzity réwniez do opisania dziatania kardioprotekcyjnego tych lekdw,
w szczego6lnosci dapagliflozyny i empagliflozyny.
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4. Wplyw inhibitoréw SGLT-2 na ryzyko sercowo-naczyniowe

Pierwszym duzym, prospektywnym badaniem randomizowanym, ktoére pozwolilo opisaé
kardioprotekcyjne dziatanie flozyn byta proba EMPA-REG OUTCOME (Zinman i in. 2015). Warto
podkresli¢, ze badanie nie bylo ukierunkowane na udowodnienie korzystnego dziatania flozyn,
a jedynie oszacowanie bezpieczenstwa kardiologicznego empagliflozyny zgodnie z wytycznymi
amerykanskiej Agencji Zywnosci i Lekéw (Rynkiewicz i in. 2018). W badaniu wzigto udziat 7020
pacjentéw chorujacych na cukrzyce typu 2 ze wspotistniejacg chorobg sercowo-naczyniowa, ktorych
losowo przydzielono do grup poddanych terapii z uzyciem 10 mg empagliflozyny raz dziennie, 25
mg empagliflozyny raz dziennie lub placebo. Po $rednio 3 latach obserwacji wykazano, Ze ryzyko
$mierci z powodow sercowo-naczyniowych w grupie badanej byto znamiennie nizsze niz w grupie
przyjmujacej placebo (3.7% vs 5.9%, wzgledne zmniejszenie ryzyka o 38%). Ryzyko wystapienia
zawalu migénia sercowego, udaru moézgu lub hospitalizacji z powodu zaostrzenia objawéw choroby
niedokrwiennej serca byto poréwnywalne w obu grupach, jednak szczegdlng uwage zwrocit znaczny
spadek ryzyka hospitalizacji z powodu niewydolnosci serca wsrdd pacjentow leczonych
empagliflozyna w poréwnaniu z grupa kontrolna (2.7% vs 4.1%, wzgledne zmniejszenie ryzyka
0 32%). Wynikom tym nie towarzyszyly powazne dziatania niepozadane - jedynym znamiennie
czestszym powiktaniem terapii byto zwigkszenie ryzyka infekcji okolic genitalnych. Dodatkowo ostre
uszkodzenie nerek wystapito u mniejszego odsetka pacjentdow z grupy badane;.

Bardzo obiecujace wyniki proby EMPA-REG OUTCOME doprowadzity do rozpoczgcia
badan klinicznych ws$réd oséb z HF niezaleznie od wspolwystepowania cukrzycy typu 2.
Przetomowym badaniem oceniajacym wptyw dapagliflozyny w tej grupie pacjentdow byta proba
DAPA-HF (McMurray i in. 2019), w ktorej wzieto udziat 4744 pacjentow z HFrEF w klasie
czynnosciowej NYHA II-IV. Polowa badanych zostata losowo przydzielona do grupy przyjmujace;j
10 mg dapagliflozyny raz dziennie, druga potowa natomiast stanowila grup¢ kontrolng. W trakcie
obserwacji trwajacej okoto 18 miesigcy punkt koncowy badania, w postaci hospitalizacji z powodu
pogorszenia przebiegu HF lub $mierci z przyczyn sercowo-naczyniowych, wystapit u 16.3%
pacjentow z grupy przyjmujacej dapagliflozyng oraz u 21.2% oso6b z grupy kontrolnej (wspotczynnik
ryzyka 0.74), z czego w grupie badanej rzadziej notowano zaréwno incydenty zaostrzenia HF
wymagajace hospitalizacji (10.0% vs 13.7%), jak i zgony z przyczyn sercowo-naczyniowych (9.6%
vs 11.5%). Czgsto$¢ wystgpowania dziatan niepozadanych w postaci odwodnienia, dysfunkcji nerek
i epizodow hipoglikemii byta poréwnywalna w obu grupach, a skuteczno$¢ dziatania leku nie zalezata
od wspotwystepowania cukrzycy typu 2.

Kolejnym nie mniej istotnym badaniem klinicznym byta proba EMPEROR-Reduced (Packer
i in. 2020), ktora obejmowata 3730 pacjentow z HFrEF w klasie czynnosciowej NYHA II-1V,
z ktorych potowa zostata przydzielona do grupy przyjmujacej 10 mg empagliflozyny raz dziennie.
Podobnie jak w przypadku dapagliflozyny, zaobserwowano znacznie nizsza liczbg hospitalizacji
z powodu HF lub zgondéw z przyczyn sercowo-naczyniowych w grupie badanej w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (19.4% vs 24.7%). Dodatkowo u pacjentow przyjmujacych empagliflozyng
wykazano spowolnienie tempa spadku wskaznika filtracji klebuszkowej (GFR) oraz istotnie mniejsze
ryzyko wystapienia glebokiego uposledzenia pracy nerek wymagajacego przewleklych dializ lub
przeszczepu nerki. Spadek ryzyka sercowo-naczyniowego oraz dziatanie nefroprotekcyjne
empagliflozyny wystepowatly niezaleznie od wspotistnienia cukrzycy typu 2 u pacjentow.

Najnowszym duzym badaniem klinicznym oceniajacym wptyw sotagliflozyny, inhibitora
SGLT-2 i SGLT-1, na HF jest badanie SOLOIST-WHF (Bhatt i in. 2021), w ktéorym udziat wzigto
1222 pacjentow ze wspolistniejaca cukrzyca typu 2, z ktorych kazdy byl hospitalizowany z powodu
zaostrzenia objawow HF z koniecznoscig dozylnej podazy diuretykoéw. Nastepnie w trakcie pobytu
w szpitalu lub do 3 dni po wypisie pacjenci zostali losowo przyporzadkowani do grupy leczonej
sotagliflozyna oraz grupy przyjmujacej placebo. W zwiazku z utrata finansowania badania nastapity
zmiany w jego metodologii - za punkt koncowy ustalono catkowita liczbe zgondéw z przyczyn
sercowo-naczyniowych oraz liczbe hospitalizacji z powodu zaostrzenia HF. Z tego samego powodu
podjeto decyzje o zaangazowaniu mniejszej niz przewidywano grupy pacjentow. Wsrdd pacjentow
leczonych sotagliflozyna liczba zgondéw, w poréwnaniu do grupy placebo, byta nizsza (245 vs 355).
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Wskaznik zgonoéw z przyczyn sercowo-naczyniowych wyniost 10.6 w grupie sotagliflozyny oraz 12.5
w grupie placebo. Dzialania niepozadane w postaci biegunki i cigzkiej hipoglikemii byly czestsze
W grupie badanej, natomiast liczba pacjentéw z hipotensja i ostrym uszkodzeniem nerek byta podobna
w obu grupach. Badanie pozwolito wykazaé korzystny wptyw szybkiego wilaczenia leczenia flozyna
po hospitalizacji u pacjentéw z pogarszajacym si¢ przebiegiem HF. Wczesny poczatek terapii okazat
si¢ istotnym elementem poprawy wynikdéw leczenia, na co wskazywala duza liczba zgonow
i zaostrzenn HF w grupie placebo w ciagu 90 dni od randomizacji. Badanie nie pozwolito natomiast
rozstrzygnaé, czy zahamowanie Kotransportera SGLT-1 przez sotagliflozyng miato jakikolwiek
wptyw na wynik badania.

5. Inhibitory SGLT-2 w terapii HFmrEF oraz HFpEF

Jak wspomniano wcze$niej, poprawa rokowania poprzez leczenie farmakologiczne zostata
wykazana jedynie u pacjentow z HFrEF. Przetom nastgpit po publikacji wynikéw badania
EMPEROR-Preserved (Anker i in. 2021), w ktorym udzial wzieto 5988 pacjentdow z HFpEF oraz
HFmrEF w klasie czynnosciowej NYHA II-1V. Podobnie jak w badaniu EMPEROR-Reduced, grupa
badana zostata poddana terapii 10 mg empagliflozyny raz dziennie, a obserwacja trwata Srednio 26.2
miesigca. Efekty leczenia byty podobne do wynikéw badania przeprowadzonego wérdd pacjentow
z HFrEF - wzgledne ryzyko hospitalizacji z powodu zaostrzenia HF lub zgonu z przyczyn sercowo-
naczyniowych bylo nizsze o 21% w grupie leczonej empagliflozyna, natomiast ryzyko samej
hospitalizacji zmniejszyto si¢ o 29% w pordéwnaniu do pacjentdow przyjmujacych placebo.
Zaobserwowano rowniez wolniejsze tempo utraty GFR w grupie badanej, potwierdzono wigc
nefroprotekcyjne dziatanie inhibitora SGLT-2 wsrdd tych chorych. Korzysci z leczenia byty jednolite
u pacjentow z HFmrEF oraz HFpEF, a takze niezalezne od wspotwystepowania cukrzycy typu 2.
Empagliflozyna stala si¢ tym samym pierwszym lekiem o potwierdzonej w badaniach klinicznych
skuteczno$ci w terapii niewydolnosci serca niezaleznie od jej podtypu klinicznego.

6. Potencjalne mechanizmy kardioprotekcyjnego dzialania inhibitorow SGLT-2

Spektakularne wyniki badan oceniajacych wptyw flozyn na ryzyko sercowo-naczyniowe
sktonity badaczy do proby wyjasnienia tak znacznej skutecznosci empagliflozyny i dapagliflozyny
upacjentow z HF. Jednym z proponowanych mechanizméw jest poprawa metabolizmu
energetycznego miegs$nia sercowego i zwigkszenie wydajnosci pracy serca. Wraz z pogarszaniem si¢
funkcji serca w przebiegu HF dochodzi do spadku efektywnosci utleniania glukozy w mitochondriach
kardiomiocytow, powodujgc tym samym zmniejszenie ilo$ci dostgpnej energii potrzebnej do pracy
mie$nia sercowego. Proba kompensacji niedoboréw energetycznych jest wzrost oksydacji ciat
ketonowych w niewydolnym sercu. W trakcie terapii inhibitorami SGLT-2 obserwuje si¢ wzrost
ketonemii, co pozwala na dostarczenie do kardiomiocytow dodatkowego zrodta energii i tym samym
poprawe bilansu energetycznego serca (Lopaschuk i in. 2020).

Nie mniej istotne wydaje si¢ dziatanie flozyn na przebudowe mig¢snia sercowego. Proces ten,
bedacy istotnym czynnikiem w patofizjologii HF, polega na wystgpowaniu patologii na poziomie
molekularnym i komoérkowym, takich jak przerost kardiomiocytow czy widknienie pozakomoérkowe.
Prowadzi to do zmian w wielkosci, geometrii i funkcji jam serca, pogarszajac tym samym rokowanie.
Wykazano, ze wsrod osob z cukrzyca i chorobg niedokrwienng serca przyrost wskaznika masy lewej
komory byt znacznie mniejszy w grupie pacjentéw leczonych empagliflozyng w porownaniu do 0s6b
przyjmujacych placebo. Flozyny tym samym moga spowalnia¢ proces remodelingu serca,
spowalniajgc rozwdj objawowej HF (Verma i in. 2019).

Dodatkowo wsrdd mozliwych mechanizméw dziatania flozyn w terapii HF wymienia si¢
zmiany hemodynamiczne zwigzane ze wspomnianym wczesniej obnizeniem cis$nienia tetniczego,
indukcja diurezy osmotycznej oraz zmniejszeniem sztywnosci naczyn. Na podstawie analizy regresji
wynikow badania EMPA-REG OUTCOME wykazano, ze najwazniejszymi czynnikami zwigzanymi
z poprawa rokowania byt wzrost hematokrytu oraz st¢zenia hemoglobiny, a w mniejszym stopniu
réwniez spadek st¢zenia kwasu moczowego, glukozy oraz hemoglobiny glikowanej (Inzucchi i in.
2018).
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Kolejnym proponowanym mechanizmem kardioprotekcyjnym flozyn jest ich wptyw na
modyfikacje procesé6w zapalnych. Cytokiny prozapalne powoduja dysfunkcje endotelium oraz
wzmozenie widknienia macierzy zewnatrzkomorkowej, a ich stezenie koreluje ze stopniem nasilenia
HF. Kwas B-hydroksymastowy, ktérego stezenie wzrasta przy terapii inhibitorami SGLT-2, jest
skutecznym inhibitorem inflamasomu NLRP3, bedacego jednym z promotoréw przewleklego stanu
zapalnego w niewydolnym sercu (Youm i in. 2015). Wyniki badania przeprowadzonego na modelu
mysim wskazuja réowniez, ze empagliflozyna moze hamowa¢ NLRP3 poprzez przywrocenie
prawidtowego stezenia wapnia w kardiomiocytach niezaleznie od ste¢zenia ciat ketonowych w osoczu
(Byrne i in. 2020).

7. Podsumowanie

Wykorzystanie inhibitorow SGLT-2 w terapii niewydolno$ci serca pozwala znacznie
zredukowa¢ czgsto$¢ hospitalizacji i $miertelno$¢ z przyczyn sercowo-naczyniowych. Bardzo
korzystny profil dziatan przy dobrej tolerancji leczenia sprawit, ze leki te staly si¢ czescig
standardowego postgpowania w leczeniu HFrEF, czego dowodem jest uzyskanie najwyzszej klasy
zalecen dla leczenia flozynami w wytycznych Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego. Wraz
z wynikami badania EMPEROR-Preserved empagliflozyna stata si¢ rowniez jedynym dotychczas
skutecznym w badaniach klinicznych lekiem w terapii HFpEF. Mimo ze glownym dziataniem
inhibitorow SGLT-2 jest wykorzystywana w terapii cukrzycy typu 2 indukcja glukozurii, leki te
wywolujg szereg kardio- i nefroprotekcyjnych efektow plejotropowych, ktére nie sa jeszcze do konca
poznane.
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