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Przedmowa

Szanowni Panstwo, wydawnictwo ,,Mtodzi Naukowcy” oddaje do rak czytelnika trzy
monografie dotyczacych nauk medycznych i nauk 0 zdrowiu. W prezentowanych monografiach
poruszany jest bardzo szeroki przekrdj zagadnien z tej dziedziny wiedzy. Kazda z nich zawiera po
kilkanascie rozdzialow, ktore daja bardzo dobry przeglad tematyki naukowej jaka zajmuja si¢
studenci studiow doktoranckich na uczelniach medycznych lub ich najmtodsi absolwenci, ktorzy
uzyskali juz stopien doktora. Medycyna to bardzo wazna sfera naszego zycia, aby rost jej poziom
i skuteczno$¢ bardzo wazny jest ciagly rozwdj w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu.
O tym, ze tak si¢ dzieje $wiadczy duza ilos¢ prac naukowych z tej dziedziny publikowanych zaré6wno
w obecnym cyklu wydawniczym ,,Mtodych Naukowcow” jak i w wydawnictwach wcze$niejszych.

W pierwszej z monografii kilka rozdzialow poswiecono farmakoterapii. Analizowano
terapie farmakologiczne w ci¢zkich postaciach schizofrenii, choroby Alzheimera oraz zaburzen rytmu
serca 1 ostrej choroby wysokogorskiej. Ta ostatnia z chordb dotyka relatywnie matlej czesci
spoteczenstwa, gdyz niewiele jest osob, ktore chodza po gorach wyzszych niz 2500 m.n.p.m., a po
przekroczeniu tej wysoko$ci choroba wysokogorska wystapi z réznym nasileniem u 25% osob
i U75% o0sob powyzej 4500 m.n.p.m. Wg. autoréw rozdziatu najlepsza jest profilaktyka polegajaca
na aklimatyzacji, jednak mozliwa jest tez terapia lekowa, podaje si¢ kilka rodzajow lekoéw, z ktdrych
najbardziej polecany jest acetazolamid. Innym z zagadnien jest omawiany w jednym z rozdzialow
wpltyw pylow PM10 i PM2,5 na organizm cztowieka, ten ostatni jest uznawany za najgrozniejszy dla
cztowieka, gdyz moze przedostawac si¢ z pgcherzykdw ptucnych do krwioobiegu i dalej do narzadow
wewngtrznych. Jego szkodliwo$é bedzie zalezata tez od rodzaju substancji z jakich si¢ sktada, a moga
to by¢ benzopireny, furany, dioksyny i inne niebezpieczne substancje.

W kolejnej monografii wigkszo$¢ rozdzialow dotyczy nie bezposrednio réznych rodzajow
terapii, a bardzo szczegotowych analiz funkcjonowania organizmu cztowieka. Ciagle poglebianie
wiedzy o procesach zachodzacych w naszych organizmach jest nie tylko ciekawe naukowo, ale
i konieczne z uwagi na mozliwo$ci terapeutyczne. Pozwala to konstruowac leki, ktorych dziatanie
moze okaza¢ si¢ skuteczne tam gdzie dotychczasowy zasob znanych specyfikow okazuje sie
nieskuteczny. Jeden z rozdziatow traktuje o istnieniu genu kodujacego biatko odpowiedzialne za
modulacje odpowiedzi na dziatanie stresu i wiedza ta moze zosta¢ wykorzystana przy leczeniu
schorzen takich jak depresja czy zespot stresu pourazowego.

Ostatnia monografia z wydawanego cyklu dotyczy raczej nauk o zdrowiu. Mamy tu
rozdzialy dotyczace wiedzy na temat profilaktyki chordb, wiedzy o szkodliwosci e-papierosow,
postawy wobec ruchéw antyszczepionkowych. Z badan CEBOS wobec tego ostatniego zagadnienia
wynika ze tylko 2% rodzicow miata sytuacje, ze zrezygnowata ze szczepienia swojego dziecka, przy
czym podawang przyczyng byl zty stan zdrowia dziecka, a nie ogdlny sprzeciw wobec szczepien.
Mozna zatem odnie$¢ wrazenie, ze ruch antyszczepionkowy to tylko niewielka grupa osob, ale za to
niezwykle aktywna medialnie. Podobnym zagadnieniem jest opinia spoteczna na temat korzystania
z pomocy psychiatrycznej lub psychologicznej, niestety z badan wynika ze istnieje pewien
irracjonalny Igk przed wizyta u tego typu specjalisty, pomimo tego ze tylko 5,2% osob spotkata si¢
z negatywnym odbiorem tego typu leczenia. Nie wydaje si¢ to bardzo ztym wynikiem, ale i tak 78%
0s0b odczuwa gk przed wizytg u specjalisty.

W niniejszej przedmowie przedstawilem tylko wybrane zagadnienia poruszane w trzech
wydawanych monografiach z zakresu nauk medycznych. Polecam lekture wszystkich czgécei,
a czytelnikom zycze wielu przemyslen zwigzanych z tematyka zaprezentowanych prac badawczych.
Ja uwazam, ze doktoranci i mlodzi badacze z pasja i bardzo profesjonalnie podchodza do swojej
pracy, a doswiadczenie jakie nabierajg publikujac prace w monografiach wydawnictwa Mtodzi
Naukowcy, pozwala im udoskonala¢ swoj warsztat pracy.

dr hab. Jacek Lesny
prof. UPWR
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1. Ekspresja protoonkogenu c-fos jako marker zmian plastycznych

w ukladzie mezolimbicznym po jego wielokrotnej aktywacji
Protooncogen c-fos expression as a marker of plastic changes in the mesolimbic
system after its repeated activation

Aniol Anna, Kubiak Aleksandra, Koztowska Katarzyna, Uniatowska Patrycja, Ostrowska Kinga,
Jagodzifiska Roksana, Plucinska Karolina, Jerzemowska Grazyna

Katedra Fizjologii Zwierzat 1 cztowieka, Wydziat Biologii, Uniwersytet Gdanski

Aniot Anna: anna-aniol96@wp.pl

Stowa kluczowe: wczesne geny odpowiedzi komorkowej, biatko c-Fos, stymulacja, brzuszne pole nakrywki
$rodmozgowia

Streszczenie

U zwierzat zmiana adaptacji do nowych warunkow $rodowiska wymusza wypracowanie
nowych strategii behawioralnych. Zmiany behawioru przeprowadzane sa dzigki szybko adaptujacym
si¢ neuronom w obrebie struktur zaliczanych do uktadu mezolimbicznego médzgowia (mesolimbic
system; ML), ktorych gwattowana aktywacja moze nastapi¢ rowniez pod wptywem naduzywania
réznych substancji psychoaktywnych. Dlatego tez czesto podkresla si¢ role tego uktadu, nazywanego
réwniez uktadem nagrody, a takze poczatkowej struktury tego uktadu — brzusznego pola nakrywki
srodmozgowia (ventral tegmental area — VTA) w procesie powstawania uzaleznien oraz
odpowiedzialnego za reakcje napgdowo-emocjonalne. Natomiast biatko c-Fos, powstajace w wyniku
ekspresji protoonkogenu c-fos, wydaje si¢ by¢ jednym z najbardziej wiarygodnych markerow
aktywnos$ci neuronalnej OUN. Podstawowy poziom mRNA protoonkogenu c-fos, jak i biatka c-Fos
jest niewysoki w wigkszoséci komorek, jednak w zaleznosci od uzytego bodzca ulega gwattownemu
wzrostowi. Czas péltrwania biatka c-Fos nie jest dtugi i trwa okoto 2 godzin. Dlatego tez znaczenie
badan z uzyciem tego neuronalnego markera jest niezwykle cenne. Ponizsze opracowanie ma na celu
przedstawi¢ aktualng wiedze na temat roli protoonkogenu c-fos jako markera zmian plastycznych
w ML.

1. Wstep

Procesy plastyczne polegaja na zdolnosci pojedynczych komoérek nerwowych oraz ich
zespotow do ulegania trwaltym modyfikacjom budowy i funkcji w trakcie rozwoju, uczenia sig,
atakze podczas przywracania funkcji po uszkodzeniach. Zjawisko to polega raczej na
modyfikowaniu istniejacych juz potaczen neuronalnych, niz tworzeniu nowych. Plastycznosé
synaptyczna jest adaptacyjng odpowiedzig neuronu na powtarzajaca si¢ stymulacje. Zmiany te moga
przyjmowaé forme sensytyzacji (zwickszonej wrazliwosci) badz tolerancji (zmniejszonej
wrazliwosci) na dziatajacy bodziec. Wydaje si¢ jednak, ze kierunek tych zmian w wigkszym stopniu
niz od rodzaju stosowanego bodzca, zalezy od jego parametrow. Prowadzone przez Berger’a i in.
(2002) doswiadczenia prenatalne wykazaly ze wielokrotnie powtarzany stres unieruchomienia
prowadzi do sensytyzacji uktadu mezolimbicznego (mesolimbic system; ML) u potomstwa
unieruchamianych szczurow. Odnotowano u nich wzrost gestosci dopaminergicznych
autoreceptorow typu D, oraz glutaminergicznych receptorow typu NMDA w rejonach kory czotowej
(fronal cortex; FC) i przedczotowej (prefrontal cortex; PFC), hipokampie (hippocampus; Hip)
i w jadrze potlezacym (nucleus accumbens; Acb) (Berger i in. 2002). Z kolei Moore w swojej pracy
zwracal uwage na znaczenie jakie moze mie¢ czgstotliwos¢ zastosowanego bodzca aktywujacego
w uktadzie ML. Wykazat on miedzy innymi, ze poddanie szczuréw chronicznemu stresowi,
w przeciwienistwie do ostrej czy powtarzanej aktywacji moze prowadzi¢ do procesow habituacyjnych
przejawiajacych si¢ zmniejszeniem spontanicznej aktywnosci neuronéw dopaminergicznych u tych
szczurdéw (Moore i in. 2001).
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W ostatnich latach stwierdzono, ze dobrym markerem oceny zmian zachodzacych proceséw
aktywujacych czy tez pouszkodzeniowych jest ekspresja neuronalna protoonkogenu c-fos — jednego
z genow wczesnej aktywacji komorkowej (IEGs ang. Immediate Early Genes). Okazuje sig, ze
ekspresja protoonkogenu c-fos w odpowiedzi na stres charakteryzuje si¢ specyficznym wzorcem
w zalezno$ci od rodzaju, natgzenia i czasu trwania stresora (Chen i Herbert 1995), a takze
charakterystyki badanych zwierzat (Jerzemowska 2019) oraz wykazuje adaptacje. Ponadto rézne
formy stresu powodujg gwattowny wzrost IEGs w specyficznych okolicach mézgu (Ceccatelli i in.
1989). Istnieje roéznica w ekspresji c-fos w jadrze przykomorowym podwzgorza (paraventricular
nucleus of hypothalamus; PVN) podczas stresu ostrego i chronicznego. Stres ostry powoduje
znaczacy wzrost ekspresji c-fos, podczas gdy stres chroniczny nieznacznie podnosi lub nie zmienia
ekspresji c-fos, co prawdopodobnie spowodowane jest istnieniem ujemnego sprzezenia zwrotnego
mig¢dzy glukokortykosterydami a kompleksem AP-I (Chen i Herbert 1995)). Podobne zrdznicowanie
w ekspresji c-fos jest obserwowane w bocznej przegrodzie (lateral septum; LS) (Chen i Herbert 1995)
oraz w miejscu sinawym (locus coeruleus; LC) (Watanabe i in.1997) w czasie-ostrego,
jednorazowego oddzialtywania stresora w poréwnaniu z wielokrotnym stresem.

Podsumowujac, modulacja ekspresji c-fos zalezy od rodzaju badanych struktur, czasowej
charakterystyki eksperymentu oraz typu stresora wywotujacego zmiany ekspresji c-fos, a zatem jest
dobrym markerem zmian plastycznych nie tylko w ML, lecz w catym OUN.

2. Opis zagadnienia

Juz na poczatku XX wieku okazalo si¢, ze niektére retrowirusy powoduja u zwierzat
nowotwory. W 1966 roku trzej badacze Finkel, Biskis i Jinkin (Finkel i in. 1996), wyizolowali z zeber
i piersiowego odcinka kregostupa zarazonych kurczat wirus migsaka i okreslili go jako czynnik CF
1/An 1. Wyizolowany czynnik miat zdolnos$¢ indukcji rozrostu nowotworowego w postaci koscistych
guzow u miodych osobnikéw (Finkel i in. 1996). Badanie genomu tych wiruséw wykazato, ze za
zdolnos¢ indukeji rozrostu nowotworowego odpowiedzialne sg fragmenty DNA, ktoére nazwano
onkogenami. Pig¢ lat pdzniej z duzym zaskoczeniem stwierdzono, ze komorki eukariotyczne
zawierajg sekwencje DNA identyczne (Stehelin i in. 1976), lub sekwencje DNA wykazujace bardzo
duzg homologie z retrowirusowymi onkogenami (Bishop 1985). Fakt wystepowania sekwencji
podobnych do onkogenow we wszystkich prawidlowych komoérkach spowodowat, ze nazwano je
protoonkogenami, w celu odroznienia ich od nadmiernie aktywnych onkogenéw komorek
nowotworowych (Jerzemowska 2009).

Protoonkogeny zwane réwniez IEGs, koduja réznorodne produkty biatkowe, ktérych
wspolng cecha jest regulacja cyklu komorkowego. IEGs naleza rowniez do gendéw, ktorych ekspresja
w komorkach niepobudzonych jest niska lub niewykrywalna, jednak sa one gwattownie wzbudzane
na poziomie transkrypcji w ciagu kilku minut po zadziataniu bodZca zewnatrzkomérkowego (Morgan
i Curran 1991; Jerzemowska 2009).

W ostatnich latach odkryto wiele IEGs. Ich liczba obecnie sigga okoto 60, jednak tylko
nieliczne z nich byly poddane szczegdtowej analizie. Jednymi z pierwszych odkrytych IEGs byty c-
fos i c-myc. Stanowig one prototyp catej rodziny genéw IEGs. Obok nich do najlepiej poznanych
naleza geny z rodziny fos (poza c-fos rowniez fra-1, Fos B) i Jun (c-Jun, Jun B, Jun D), a takze inne
jak zif-268 (Lason 1997). IEGs sa czynnikami regulatorowymi, ktore wplywaja na aktywnos$¢
transkrypcyjng péznych genow odpowiedzi komorkowej (Morgan i Curran 1991). Biatkowe produkty
tych genow pelnig role jadrowych przekaznikow wigzacych bodziec zewnatrzkomorkowy
z dhugotrwatymi zmianami ekspresji genow w komorce (Jerzemowska 2009).

IEGs roznig si¢ miedzy soba odmiennymi podstawowymi poziomami wzbudzenia.
W komorkach nerwowych ekspresja gendéw c-fos, Fos B, c-Jun i Jun B jest niska lub niewykrywalna,
w przeciwienstwie do rodziny Jun D i zif-268, gdzie podstawowe (spoczynkowe) poziomy ekspresji
sg do$¢ wysokie. Jednak istnieje wspdlna cecha wszystkich rodzin IEGs i dotyczy ona gwattownego
wzbudzenia na poziomie transkrypcji w ciggu minut po zadziataniu bodzca zewnatrzkomoérkowego
(Jerzemowska 2009). Goelet i in. (1989) stwierdzili, ze IEGs sg dobrym markerem dtugoterminowych
plastycznych zmian w moézgu lezacych np. u podstaw sensytyzacji, adaptacji, uczenia si¢ i pamigci
oraz restytucji funkcji po uszkodzeniach. Do pozycji klasycznych nalezg prace Morgana i Currana
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(1991), ktorzy udowodnili, ze zaréwno c-fos mRNA jak i bialko Fos sg dobrymi znacznikami zmian
pouszkodzeniowych w korze motorycznej, hipokampie oraz innych okolicach limbicznych. Dla
przyktadu unieruchomienie, badZz domézgowe podawanie kapsaicyny (alkaloidu amidu 3-metoksy-4-
hydroksyfenylometylowego kwasu 8-metylo-6-nonenowego z grupy wanilinoidéw wyizolowanego
z pieprzowca tureckiego (Fructus Capsici), dziatajacego w matych dawkach pobudzajaco na komorki
nerwowe) powoduje silny wzrost IEGs w jadrze $srodkowym ciata migdatowatego (central nucleus of
the amygdala; CeAmg) i jadrze PVN. Dotyczy to zwlaszcza c-fos, c-Jun i Jun B, podczas gdy
ekspresja Jun D jest bardziej selektywna i wzrasta tylko w PVN (Honkaniemi i in. 1992). Stres
unieruchomienia powoduje takze gwattowny wzrost neuronalnego biatka Fos w obu tych strukturach
(Honkaniemi i in. 1992). Okazato si¢ rowniez, ze przenoszenie z domowych klatek, oswajanie,
ekspozycja na nowe otoczenie takie jak labirynt oraz otwarte pole, stres cieplny, stres osmotyczny,
stymulacja bolowa, bol trzewny, dokomorowa iniekcja CRH, czy tez iniekcja IL 1B (Ceccatelli i in.
1989; Honkaniemi i in. 1992), powoduja wzrost ekspresji protoonkogenu c-fos w podobnych
obszarach moézgowych takich jak: PFC (Rys.1l), kora obreczy (cingulate cortex; CC), kora
gruszkowata (piriform cortex; PIRC), kora skroniowa (temporal cortex; TC), jadro boczne przegrody
(lateral nucleus of the septum; LS), Hip, ciato migdatowate (amygdala; Amg), jadra podwzgorza jak:
PVN, nadwzrokowe (nucleus supraopticus; SO), grzbietowo-przysrodkowe (dorsolateral nucleus of
hypothalamus; DL), LC, wyspy Calleja (Calleja Island; IC), jadro potlezace czes¢ korowa (nucleus
accumbens, part shell; AcbSh).

Kompleks ABC (awidyna-
biotynylowana peroksydaza)

Biotynylowane przeciwcialo II rzedowe
skierowane przeciwko I - rzedowemu

' Przeciwcialo I rzedowe skierowane

’. / przeciwko antygenowi
/ Wykrywany antygen

A

Rys. 1. Schemat detekcji biatka c-Fos przy uzyciu metody immunohistochemiczne;.

Prawa czg$¢ ryciny przedstawia kolejne etapy barwienia biatka c-Fos, natomiast lewa
preparat wlasny pojedynczych jader zawierajacych biatko c-Fos w korze przedczotowej (prefrontal
cortex; PFC) u szczura (pow. x100) (mikroskop $wietlny Nicon Eclipse E600) (zmodyfikowany wg
Jerzemowska 2009 i Kawka 2019).

3. Przeglad literatury

Zjawisko plastycznosci moze prowadzi¢ do zmiany procesow przetwarzania informacji,
aw ogolniejszym aspekcie do zmiany behawioru. Powstawanie uzaleznien od $rodkow
farmakologicznych, zwigzane z rozwojem tolerancji na efekty podawania tych substancji z jednej
strony, z drugiej za$ rozwojem sensytyzacji behawioralnej, przejawiajace si¢ nasileniem reakcji
samostymulacji jak réwniez wzrostem aktywnosci lokomotorycznej, zwigzane jest z ML oraz ze
zmianami czynnoSci tego uktadu w odpowiedzi na powtarzajgcg sie stymulacje (Watanabe i in. 1997).
Ze wzgledu na mozliwo$¢ uzyskania reakcji samostymulacji ze wszystkich jego struktur przez wielu
autordw uznawany jest on za element mézgowego systemu nagrody (m.in. Jerzemowska 2009).
Udowodniono, ze sensytyzacji wyksztatcajacej si¢ na skutek cigglego podawania psychostymulantow
na poziomie komérkowym towarzyszy¢ moze nasilenie transmisji dopaminergicznej w strukturach
ML takich jak brzuszne pole nakrywki §rodmozgowia (ventral tegmental area; VTA) czy istota
czarna (substantia nigra; SN) (Watanabe i in. 1997). Interferencja farmakologiczna w te o$rodki
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zmienia reakcje samopodawania tych substancji u zwierzat. Ponadto przejawem sensytyzacji
behawioralnej moze by¢ np. wzrost aktywnosci lokomotorycznej u szczuré6w poddanych
powtarzanemu podawaniu kokainy (Kuschinsky i in. 2001). Wykazano powstawanie sensytyzacji
przejawiajacej si¢ znacznym nasileniem aktywnosci ruchowej zwierzecia w odpowiedzi na
stymulacje elektryczng VTA oraz obnizeniem progu pobudliwosci uktadu dopamninergicznego na jej
dhugotrwata aktywacj¢ po chronicznym podawaniu metamfetaminy (Watanabe i in. 1997). Struktura
ta fatwo podlega zmianom plastycznym (Glenthoj 1993). Jednorazowa stymulacja elektryczna VTA
przez kolejnych 70 dni wykazata zwigkszong wrazliwo$¢ na elektryczna lub farmakologiczna
aktywacje neurondow dopaminergicznych nawet po siedmiu miesigcach od zakonczenia
doswiadczenia. Zatem taka aktywacja struktury doprowadzita do sensytyzacji komorek i miata $cisty
zwiagzek z behawiorem lokomotorycznym.

Istnienie zwigzku miedzy parametrami dziatajacego bodzca a kierunkiem zmian
plastycznych w ukladzie ML zostalo potwierdzone badaniami przy uzyciu technik detekcji IEGs
(m.in. c-fos), jakie maja miejsce po krotkotrwatej lub dlugotrwatej samostymulacji elektrycznej
peczka srodkowego przodomédzgowia (medial forebrain bundle; MFB) - glownego szlaku
eferentnych transmisji prowadzacych z VTA do licznych obszarow zlokalizowanych
w przodomézgowiu (Nakahara i in. 1999). Stwierdzono spadek, o ponad 50% liczby wybarwionych
jader komoérkowych (we wszystkich badanych strukturach préocz bocznej powierzchni
przedwzrokowej (lateral ocular surface; LOS) i jader przednio-bocznego podwzgorza (anterolateral
hypothalamus nuclei; AH)) u zwierzat poddanych dtugotrwatej samostymulacji, w stosunku do
wynikow uzyskanych po krotkiej (ok. 1h) sesji samostymulacji (Nakahara i in. 1999). Ponadto
w badaniach Kawki (Kawka 2019), jednorazowa iniekcja morfiny do jadra konarowo-mostowego
nakrywki (pedunculopontine tegmenta area; PPN) spowodowata zmiany w aktywacji uktadu ML na
poziomie $rédmoézgowia. Zmiany te dotyczyly miedzy innymi ggstosci aktywnego biatka c-Fos
W obregbie parzystych jader VTA (nucleus parabrachialis pigmentosus; PBP i nucleus paranigralis;
PN) oraz w SN, w jego czesci zbitej (substantia nigra, pars compacta; SNC) i siatkowatej (substantia
nigra, pars reticulata; SNR) (Rys.2). Wyniki te jednoznacznie wskazuja, ze jadro PPN zaangazowane
jest w funkcjonowanie uktadu ML, a modulacja aktywnosci receptoréw opioidowych na neuronach
PPN wydaje si¢ mie¢ wazny wplyw na bezposrednie zmiany w aktywacji komorek
dopaminergicznych nie tylko w VTA nalezacego do uktadu ML, lecz i SN nalezacego do uktadu
nigrostriatalnego.

Rys. 2. Zdjecia jader zawierajacych biatko c-Fos (protoonkogen c-fos) (kolor czarny) jednej
z parzystych struktur brzusznego pola nakrywki $rodmoézgowia (ventral tegmental area; VTA) —
parabrachialis pigmentosus (PBP) u szczuréw z grupy kontrolnej (jednostronna stymulacja
elektryczna VTA) (A) i do$wiadczalnej (morfina — jednorazowa i jednostronna iniekcja do jadra
konarowo-mostowego nakrywki (pedunculopontine tegmental nucleus; PPN) wraz z jednostronng
stymulacjg elektryczng VTA do potkuli przeciwnej w stosunku do iniekcji) (B) (pow. 10x20)
(mikroskop $§wietlny Nicon Eclipse E600) (Kawka 2019).

Immobilizacja i wymuszone plywanie s3 dla szczura bardzo silnym stresem i wywoluja
wyzszg ekspresje c-fos w PFC, korze PIRC i CC oraz w LS (Emmert i Herman 1999) w poréwnaniu
z efektami jakie daje w tych strukturach oddziatywanie tagodnego stresu w postaci: ekspozycji na
nowo$¢, oswajania z eksperymentatorem, przenoszenia z domowych klatek (Jerzemowska 2009).
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Takie same bodzce stresowe powoduja roznice w ekspresji ¢-fos w Hip i jadrach przegrody
(septum; S) u samic i samcoOw szczura. Potwierdzeniem tego sa badania w ktérych 90 min. po
podskoérnej iniekcji formaliny stwierdzono wigksza liczbe aktywnych jader c-fos u samic niz
u samcow we wszystkich okolicach Hip, natomiast 120 min. po iniekcji tej substancji ekspresja c-fos
u samic byta wyzsza tylko w polu CA3 Hip (Ceccatelli i in. 1989). Ponadto, ekspozycja na otwarte
pole powodowata znaczaco wigksza ekspresje c-fos w zakrecie zebatym hipokampa (dentate gyrus of
the hippocampus; DG) u samic w porownaniu z samcami. Istnieje takze tendencja do wyzszej
ekspresji c-fos po stresie otwartego pola u samic w polach CAl i CA3 Hip. Z kolei w jadrach S
stwierdzono, ze zaro6wno iniekcja formaliny jak i immobilizacja indukuja ekspresj¢ c-fos u obu pici,
lecz liczba aktywnych komorek byta wicksza u samcow (Ceccatelli i in. 1989).

Ponadto, istnieja sugestie, ze obserwowany model ekspresji c-fos jest niezalezny od
okresowych zmian koncentracji glukokortykosteroidow. Potwierdzajg to badania, podczas ktorych
wykazano, ze podawanie dekstrametazonu, ktéory hamuje aktywacje osi podwzgdrzowo-
przysadkowo-nadnerczowej (PPN) i blokuje indukowany stresem wzrost poziomu
glukokortykosteroidow, nie wptywa na wywotany immobilizacja wzrost immunoreaktywnos$ci c-fos
w Amg (Honkaniemi i in. 1992) i w PVN (Kononen i in. 1992). Podobnie adrenalektomia nie ma
wplywu na poziom c-fos po immobilizacji czy ptywaniu (Halmenchi i in. 1996). Jednakze
wczesniejsze doniesienia $wiadcza o tym, ze adrenalektomia moze zmieniaé odpowiedz c-fos na
stymulacje stresowa (Lu i in. 1993). Te odmienne wyniki sugeruja, ze nie tylko glukokortykosteroidy
moga modulowaé ekspresje c-fos, ale rowniez modulacja ta zalezy od rodzaju badanych struktur,
czasowej charakterystyki eksperymentu oraz typu stresora wywotujacego zmiany W ekspresji c-fos
(Halmenchi i in. 1996).

4. Podsumowanie i wnioski

Poznanie dziatania obwodow neuronalnych ML w spoczynku jak i podczas jego aktywacji
ma istotne znaczenie dla zrozumienia mechanizméw lekozaleznosci i zaburzen w pobieraniu
pokarmu. Mozna zatem sadzi¢, ze badania oparte na analizie immunohistochemicznej detekcji biatka
Fos dotyczace jader uktadu ML moga miec¢ istotne implikacje kliniczne zarowno w diagnostyce
terapii niektorych zaburzen psychicznych, jak i chordb neurodegeneracyjnych, w tym tak wszystkim
znanych choréb Parkinsona i1 Alzheimera, ktore sg zwigzane z dysfunkcjg ukladow
dopaminergicznych mézgu, w duzej mierze odpowiadajacych za stan emocjonalny pacjenta.

Projekt, ktorego niniejsza publikacja stanowi wsparcie merytoryczne, zostat sfinansowany
ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji numer DEC-
2013/09/D/NZ4/02499.
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Streszczenie

Jadro konarowo-mostowe nakrywki (pedunculopotine tegmental nucleus; PPN), jedno
zZ jader siatkowatych pnia mézgu, ze wzglgdu na swe liczne koneksje ze strukturami ruchowymi,
limbicznymi i tworem siatkowatym bierze udzial w szeregu reakcji. Do tej pory udokumentowano
jego role w procesach poznawczych, kontroli ruchowej, cze$ciowej kontroli nad uktadem
autonomicznym, nocycepcja, regulacja snu wolnofalowego, paradoksalnego, indukcji fal PGO czy
rytmu theta. Degradacja tego jadra przebiega wraz z rozwojem choroby Alzheimera, czy tez
w schizofrenii, lecz przede wszystkim obserwowana jest w chorobie Parkinsona. Obecnie trwaja
badania dotyczace szczegotowej roli PPN w rozwoju tej choroby. Stwierdzono migdzy innymi, ze
jednostronna lezja PPN kwasem kainowym powodowata kontralateralny hemiparkinsonizm,
objawiajacy si¢ znieksztalcong postawa i hipokinezja. Wykazano rowniez, ze w chorobie Parkinsona
nastepuje utrata ~50% cholinergicznych neuronéw cze¢sci zbitej PPN. Zatem celem niniejszej pracy
przegladowej jest przedstawienie najwazniejszych doniesien dotyczacych roli PPN w powstawaniu
zaburzen ruchowych u 0sob z chorobg Parkinsona.

1. Wstep

Jadro konarowo-mostowe nakrywki (pedunculopotine tegmental nucleus; PPN) jest wazna
strukturg regulujagca motoryke poprzez swoje polgczenia ze wzgorzem (thalamus; Th),
z podwzgérzem (hypothalamus; Hyp) oraz z jadrami podstawnymi (basal ganglia; BG), czyli
z aktywujacym tworem siatkowatym (reticular formation; RT) oraz obszarem lokomotorycznym
srodmozgowia (Mena-Segovia i Bolam 2017). PPN zaangazowany jest w modulacje pobudzenia,
funkcje napedowe oraz motoryczne, reguluje rowniez napigcie mig$ni, postawe podczas poruszania
si¢ oraz generuje i moduluje neuronalng aktywno$¢ toniczng w trakcie lokomocji. Sam za$ nie jest
struktura zaangazowana w zachowania lokomotoryczne. Swiadczy o tym chocby fakt, ze u szczuréw
lezja PPN kwasem ibotenowym nie zmienia spontanicznej aktywnos$ci lokomotorycznej w tescie
otwartego pola, natomiast iniekcja prokainy redukuje aktywno$¢ lokomotoryczna indukowang
iniekcjg pikrotoksyny, amfetaminy lub N-metyl-D-aspartazy (NMDA) do jadra potlezacego (nucleus
accumbens; Ach), gatki bladej (globus pallidum; GP) oraz do hipokampa (hippocampus; Hip) (Gut
i Win 2015).

Okazuje sie, ze degradacja neurondw w istocie czarnej (substantia nigra; SN) oraz
nadreaktywno$¢ jadra niskowzgorzowego (nucleus subthalamic; STh) majacych bezposrednie
potaczenie miedzy innymi z jadrem PPN, prowadzi do powstania zespotu hypertoniczno-
hipokinetycznych zaburzen, okre$lanych jako choroba Parkinsona (Parkinson's disease; PD)
(Rochester i in. 2012). Najczesciej wystgpujacymi symptomami choroby PD sa: drzenie spoczynkowe
(zwlaszcza dystalnych czgséci konczyn), spowolnienie ruchowe (bradykinezja), sztywno$¢ migsni oraz
zaktocenia procesow inicjacji ruchu (akinezja) (Jellinger 1988). Degeneracja neuronéw SN powoduje
zniesienie modulujacego wptywu dopaminy na neurony prazkowa (striatum; S) i zmiany rownowagi
neurotransmiterowej w catym kompleksie jader podstawy. Nasilona transmisja GABAergiczna na
zakonczeniach projekcji striatalnych zlokalizowanych w gatce bladej, jej czesci zewngtrznej (globus
pallidum, pars externum; GPe) skutkuje odhamowaniem neuronéw z STh, co z kolei prowadzi do
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hyperaktywacji struktur efektorycznych zwojoéw podstawy w tym istoty czarnej czesci siatkowatej
(substantia nigra, pars reticulata; SNR) (Mena-Segovia i Bolam 2017).

W poprzedniej pracy z 2019 roku (Mackiewicz i in. 2019) skupili$my si¢ na roli jadra PPN
u 0s6b z choroba PD w kontekscie zastosowania najnowszej formy leczenia migdzy innymi PD jaka
jest gleboka stymulacja mozgu (deep brain stimulation; DBS). Obecna praca przegladowa stanowi
kolejna czes¢ rozwazan udziatu jadra PPN u chorych z PD, jednak dotyczy bardziej udziatu tego jadra
w mechanizmach regulacji motoryki u tych osob (cze$¢ II). Zatem, celem tej pracy jest proba
odpowiedzi na pytanie, czy na poziomie jadra PPN istniejg mechanizmy lub zaleznosci o charakterze
mi¢dzypotkulowym zwigzane z regulacja funkcji motorycznych u 0séb z choroba PD.

2. Opis zagadnienia

Jadro PPN po raz pierwszy zostalo opisane w 1909 przez niemieckiego anatoma Louis’a
Jacobsohn-Laska. Od tego czasu obszar ten jest przedmiotem licznych badan, ktére wykazaty
zaangazowanie tej struktury w szereg procesow organizmu, mi¢dzy innymi w pobieranie pokarmu,
procesy poznawcze, regulacje snu i czuwania oraz reakcje motoryczne (Guti Winn 2015). Jadro PPN
jest heterogenng struktura, zlokalizowang w gornej czgsSci pnia mozgu, pomiedzy SN a jadrem
czerwiennym (red nucleus; R) (Pienaar i in. 2013). Badania anatomiczne podzielity
cytoarchitektonicznie PPN na dwie cze$ci: czgs$¢ zbitg (pars compacta; PPNc) oraz cze$¢ rozproszong
(pars disspata; PPNd) (Pahapill i Lozano 2000). W PPN znajdujg si¢ zar6wno komorki
glutaminergiczne jak i GABAergiczne oraz cholinergiczne (Mena-Segovia i Bolam 20107). Jeszcze
do niedawna uwazano, ze cz¢s¢ PPN — PPNc w 80-90% sktada si¢ z neurondéw cholinergicznych
(Jones, 1991), natomiast w czesci PPNd dominujg glownie neurony glutaminergiczne (Rye i in.
1987). Jednak wspotczesnie uwaza sie, ze czeS¢ PPNc jest gtownie GABA-ergiczna, a czes¢ PPNd
glutaminergiczna. Co do neuronéw cholinergicznych, to obecnie uwaza si¢, ze neurony te bogato
unerwiajg zardwno jedng jak i drugg cze$¢ PPN (Mena-Segovia i Bolam 2017).

Zaangazowanie jadra PPN w szereg reakcji motorycznych organizmu wynika z tego, ze
posiada ono liczne potgczenia aferentne i eferentne z wieloma strukturami mézgu (Rys.1). Jadro to
odbiera miedzy innymi projekcje z brzusznej gatki bladej (ventral globus pallidum; GPv) oraz z S.
Natomiast wysyta liczne projekcje cholinergiczne do Th, co moze sugerowac jego modulacje
aktywnos$ci kory mozgowej przez Th (Lee i in. 2000). Jadro PPN posiada rowniez bezposrednie
polaczenia z uktadami motorycznymi mézgu, rdzeniem kregowym oraz moézdzkiem i sg to polaczenia
glownie cholinergiczne oraz glutaminergiczne (Pahapill i Lozano 2000). Liczne badania skupiaja si¢
wiasnie na funkcji PPN w reakcjach motorycznych oraz na udziale tej struktury w powstawaniu
deficytow ruchowych wystepujacych w chorobach neurodegeneracyjnych, w tym réwniez w PD
(Mena-Segovia i Bolam 2017). Dowiedziono na przyktad, ze uszkodzenie PPN powoduje wzrost
latencji reakcji u szczurow poddanych badaniom w tescie wyboru — 5CSRT (5-choice serial reaction
time). Metoda ta stosowana jest do modelowania zjawisk i patologii procesdéw psychicznych, takich
jak: face validity (izomorfizm, czyli wystepowanie podobnych objawéw w modelu zwierzecym
i patologii obserwowanej u ludzi), predictive vadility (gdzie opisany wyzej model zwierzecy pozwala
réwniez na przewidywanie dzialania lekow na ludzi — uzyteczny przede wszystkim w badaniach
farmakologicznych) oraz construct vadility (bazujacy na homologicznym podtozu patologii lub
reakcji) (Boguszewski 2004). W badaniach nad rolg PPN w regulacji motoryki wykazano mi¢dzy
innymi, ze degeneracja receptoréw cholinergicznych w PPN moze skutkowa¢ objawami w PD takimi
jak zamrozenie chodu (freezing of gait; FOG) (Rochester i in. 2012). Obecnie najnowsze badania
skupiaja si¢ na zastosowaniu DBS tej struktury jako nowej formy terapii objawoéw w PD (Pahapil
i Lozano 2000).

3. Przeglad literatury

PPN jest czgscig regionu ruchowego $rodmozgowia (locomotor region of the midbrain;

w reakcje motoryczne wykazano doswiadczalnie poprzez stymulacje elektryczne tego regionu u
zwierzat doswiadczalnych. Wedtug Pahapilla i Lozano (2000) liczne potaczenia PPN w tym z Th oraz
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z rdzeniem kregowym $wiadczg o potencjalnej funkcji tego jadra jako stacji przekaznikowej
wysylajacej informacje wazne dla inicjacji chodu i modulacji postawy. Autorzy ci stwierdzili
rowniez, ze cz¢$¢ PPN - PPNc stanowi element petli sprzgzenia zwrotnego uktadu limbicznego oraz
rdzenia kreggowego do Th i jader podstawy. Badania w ktorych dokonywano lezji elektrolitycznych
PPN skutkowaty pojawieniem si¢ hemiparkinsonizmu objawiajacego si¢ zgicta postawa oraz
hipokineza w koficzynach dolnych i gornych po stronie przeciwnej do tej lezji (Kojima i in. 1997).

Liczne badania kliniczne wykazaty, ze przy zaburzeniach akinetycznych, polegajacych na
krotkotrwatym zahamowaniu zdolnoéci ruchowych u chorych, ktére pojawiajg si¢ rowniez u chorych
z PD, wystepuja zmiany degeneracyjne w PPN (Zweig i in. 1989; Jellinger 1988). Ponadto
stwierdzono, ze u chorych na PD wraz z objawami degradacji motorycznej pojawiaja si¢ jednocze$nie
uszkodzenia czeSci podstawnej $rodmozgowia i przodomoézgowia oraz w SN jej czesci zbitej
(substantia nigra, pars compacta; SNC). Réwnoczeénie wraz z utrata motoryki uszkodzeniu ulegaja
rowniez ciatlo migdalowate (amygdala; Amg), jadro przednie szwu (anterior raphe nucleus; RA),
niektore jadra Hyp i jadro PPN. W 2013 Pienaar wraz z zespotem (Pienaar i in. 2013) zbadali
posmiertnie zmiany jakie zaszty w PPN u pacjentéw z PD. Badania wykazaty wyrazng utrate zar6wno
neuroné6w GABAergicznych, cholinergicznych oraz w mniejszym stopniu glicenergicznych. Ponadto
wykazano odmienng budowe samych neuronéw PPN. Okazalo sie, ze komorki neuronalne u chorych
na PD roznity si¢ posiadaniem mniejszej liczby aktywnych mitochondriow w poréwnaniu do
komorek neuronalnych w PPN u ludzi zdrowych. Badania te sugeruja brak rownowagi w aktywnosci
neuronalnej w PPN, ktora moze przyczyniac si¢ do powstawania motorycznych objawdéw u chorych
na PD.

Kora mézgowa I
Obszary limbiczne | N N
| prazkowie |
4
l wzglrze l
Medial Lateral
Brzuszne prazkowie I GP SNr GP
Brzuszna gatka _ _—
prusmna g PPN — STIN
Jadra siatkowate SNe
VTA
Rdzen kregowy

Rys. 1. Schemat przedstawiajgcy polgczenia jadra konarowo-mostowego nakrywki
(pedunculopontine tegmental nucleus; PPN) z innymi strukturami mézgu (zmodyfikowano wg Lee i
in. 2000).

Objasnienia: —® polaczenia eferentne (wychodzace), pot¥zenia aferentne (dochodzace).
Medial/Lateral GP- srodkowa/boczna czes¢ gatki bladej/globus pallidum; SNr- istota czarna, czg§é
siatkowata/substantia nigra, pars reticulata; SNc- istota czarna, cze$¢ zbita/substantia nigra, pars
compacta; VTA- brzuszne pole nakrywki $rodmoézgowial/ventral tegmental area; STN- jadro
niskowzgorzowe/subthalmic nucleus.

Jadra podstawy, ktore biorg udziat w kontrolowaniu funkcji motorycznych, migdzy innymi
poprzez projekcje GABAergiczne z SNR, maja posrednie i bezposrednie wzajemne polaczenia z PPN
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(Frenchi i Muthusamy 2018). Do jader podstawy zaliczamy miedzy innymi SN, jadro ogoniaste
skorupy (caudate putamen; CPu) oraz GP. PPN posiada rowniez bezpo$rednie potaczenia z SNR oraz
z GP z jej cze$cig wewnetrzng (internal globus pallidum; GPi). Zaburzenia chodu u pacjentow z PD
wynikaja z nadmiernej inhibicji MRL poprzez projekcje hamujace z SNR, ktére z kolei otrzymuja
projekcje z PPN (Takakusaki i in. 2004). Ponadto jadro PPN, ktére w normalnych warunkach
spowodowatoby rozluznienie migs$ni, w wyniku nadmiernego hamowania moze spowodowac ich
sztywno$¢ (Frenchi i Muthusamy 2018) (Rys.2).

Ze wzgledu na liczne badania, ktore wskazuja na zaangazowanie jadra PPN w powstawanie
zaburzen ruchowych, jadro to stato si¢ potencjalnym celem DBS w leczeniu objawoéw choroby PD.
W 2012 Thevathasan wraz zespotem (Thevathasan i in. 2012) przeprowadzili badania kliniczne
z zastosowaniem stymulacji PPN u pacjentow z PD u ktorych wystgpowato FoG. Jest to
charakterystyczny objaw tej choroby polegajacy na zatrzymaniu ruchu, ktory znaczaco obniza jakosé
zycia chorych. Badacze podzielili pacjentéw na trzy grupy do§wiadczalne. Pierwsza z grup stanowili
pacjenci z PD, u ktérych wystgpowaly liczne objawy FoG (n=7), druga grup¢ stanowili pacjenci
z niewielkg liczba objawdéw FoG (n=8), natomiast pozostala trzecia grupa to grupa kontrolna
sktadajaca si¢ ze zdrowych osob (n=9). U pacjentdw z grup pierwszej i drugiej zaimplantowano
obustronnie elektrody stymulujace do jadra PPN. W grupach tych oceniano objawy motoryczne
U pacjentow przed samg stymulacja, podczas obustronnej i jednostronnej stymulacji elektrycznej PPN
z rozgraniczeniem na poétkule lewa i prawa. Stwierdzono, ze diugotrwala stymulacja wyrazne
zredukowata epizody FoG u pacjentdw, z czego najskuteczniejsza okazala si¢ obustronna stymulacja
PPN. Jednakze liczne badania wykazujg, ze stymulacja PPN u réznych pacjentow daje odmienne
wyniki (Hamani i in. 2016). Moze to wynika¢ z samego umiejscowienia elektrod stymulujacych
w okreslonej czgsci PPN. W 2015 Gut i Win (Gut i Win 2015) przeprowadzili do§wiadczenia na
szczurach, w ktorych zbadali wptyw stymulacji elektrycznej w réznych obszarach PPN. Model
zwierzgcy choroby PD osiagnigto poprzez obustronne lezje elektrolityczne w obrebie jadra PPN oraz
zmniejszenie wydzielania dopaminy z SNC przy zastosowaniu neurotoksyny 6-hydroksydopaminy
(6-OHDA). W badaniach tych stwierdzono, ze stymulacja tylnej cze$ci PPN nieznacznie poprawita
chod, natomiast stymulacja przedniej czesci PPN spowodowata cigzkie epizody FoG oraz
pogorszenie chodu.

Projekcje z grupy komorek cholinergicznych typu ChS znajdujacych si¢ w obrebie jadra PPN
oraz sgsiadujgcej grupy komorek cholinergicznych typu Ché w obrebie jadra grzbietowo-bocznego
nakrywki (laterodorsal tegmental nucleus; LDT) pobudzajg komorki dopaminergiczne grupy A9
w SN oraz komérki dopaminergiczne grupy A10 w brzusznym polu nakrywki srodmozgowia (ventral
tegmental area; VTA) (Corrigal i in. 2002). Impulsacja wstepujaca do VTA pochodzi z czesci zbitej
PPN oraz z jadra LDT tworzacych pedunculopontine mesencephalic tegmentum (PMT). Wedtug
autoréw (Corrigal i in. 2002), projekcje cholinergiczne aktywuja neurony dopaminergiczne poprzez
receptory muskarynowe oraz nikotynowe. Natomiast iniekcja agonistow cholinergicznych w okolice
komorek dopaminergicznych powoduje wzrost uwalniania dopaminy w okolicach jadra Acb
i grzbietowej czesci prazkowia (dorstal striatum; DS). Ponadto zaobserwowano, ze wysoki poziom
aktywnosci lokomotorycznej wigze si¢ ze wzrostem poziomu dopaminy w Acb (Miserendino i in.
2003). Zatem uwaza sie¢, ze aktywacja receptoréw nikotynowych w VT A moze indukowa¢ aktywno$¢
lokomotoryczng (Yeomans i in. 2000), natomiast iniekcje do VTA skopolaminy, antagonisty
receptorow muskarynowych, tak samo jak i iniekcje do PPN karbacholu, agonisty receptorow
muskarynowych, przyczyniaja si¢ nie tylko do zwigkszenia progu samostymulacji zwierzat i do
Zmniejszenia spozycia przez nich sacharozy i alkoholu, lecz réwniez do zmniejszenia aktywnosci
lokomotorycznej. Zatem po jednoczesnym pobudzeniu cholinergicznym VTA i wygluszeniu
aktywnosci cholinergicznej PPN otrzymano porownywalne wyniki. Autorzy pracy thumacza zjawisko
mozliwo$cig zablokowania przez skopolaming autoinhibitorow receptorow muskarynowych typu M2
przez co nastapi¢ mogto uwolnienie neuronéw cholinergicznych spod hamujacego dziatania tych
receptorow. Efektem mogt by¢ wzrost impulsacji cholinergicznej z PPN do VTA, a wigc wigksze
pobudzenie VT A. Wedlug Katnera i wspotautorow (Katner i in. 1997) sama mikroiniekcja karbacholu
do PPN powoduje supresj¢ pobudzenia lokomotorycznego wywotang iniekcja amfetaminy do Acb.
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Zatem przytoczone do§wiadczenia sg dowodem na istnienie znacznej korelacji czynno$ciowej miedzy
PPN a obszarami bezpo$rednio zaangazowanymi nie tylko w aktywno$¢ motoryczna.

——___ =| Projekcje PPN [,

Sieci wzgorzowo-korowe Sieci pnia mozgu

\ y 4 I

| %

A I
) 1

| Automatyczna kontrola rytmicznych ruchow konczyn, korekta napigcia
i miesniowego, regulacja sen-czuwanie i fazy REM

|
W v v \ 4
Nadaktywne projekcje Zwiekszona inhibicja BG/zmniejszone Nadmierna Pobudzenie
GABAergiczne do BG pobudzenie korowe PPN inhibicja MRL korowe tworu
I \ siatkowatego
\_.\ y,
Bradykinezja, Niewydolnos¢
hypokinezja motoryczna
FoG

Rys. 2. Schemat przedstawiajacy zaangazowanie jadra konarowo-mostowego nakrywki
(pedunculopontine tegmental nucleus; PPN) w neuropatologii choroby Parkinsona. (zmodyfikowano
wg Frenchi i Muthusamy 2018).

Objasnienia. BG- jadra podstawne/basal ganglia; MRL- region ruchowy $§rodmézgowia/locomotor
region of the midbrain; FOG- zamrozenia chodu/freezing of gait.

4. Podsumowanie i wnioski

Liczne badania dowodza, ze patologiczne zmiany w jadrze PPN oraz zmiany w potaczeniach
tej struktury z innymi obszarami mdzgu moga by¢ zaangazowane w powstawanie zaburzen
ruchowych w PD. Doktadniejsze zrozumienie funkcji tego jadra moze pomdc w udoskonaleniu
dotychczasowych metod leczenia tych zaburzen i w opracowaniu nowoczesnych form terapii w celu
poprawy jakos$ci zycia chorych na PD.

Projekt, ktorego niniejsza publikacja stanowi wsparcie merytoryczne, zostat sfinansowany
ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji numer DEC-
2013/09/D/NZ4/02499.
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Stowa klczowe: dopalacze, NPS, legal highs

Streszczenie

Dopalacze (nowe substancje psychoaktywne, ang. new psychoactive substances (NPS), legal
highs, designer drugs) to grupa substancji projektowanych o szerokim spektrum dziatania oraz
roznorakiej budowie. Ich dziatanie nasladuje efekty po zazyciu znanych substancji narkotycznych —
moze by¢ psychostymulujace, halucynogenne, podobne do marihuany oraz opioidow. Do
psychostymulantow nalezy mefedron, syntetyczna pochodna katynonu (substancja narkotyczna
pochodzaca z zimozielonego krzewu Catha edulis wystgpujacego w basenie Morza Czerwonego
stosowana w celach rytualnych i rekreacyjnych). Popularno$¢ zdobyt na poczatku XXI wieku,
prawdopodobnie ze wzgledu na tatwy dostep, ceng oraz pogarszajaca si¢ jako$¢ znanych
psychostymulantéw (amfetamina, kokaina, MDMA). Jego dziatanie jest podobne do substancji
amfetaminopodobnych. Powoduje nasilenie aktywnosci, czujno$ci, ma dzialanie empatogenne, ale
roéwniez wywoluje arytmie, podnosi ci$nienie tetnicze oraz wywoluje zaburzenia psychiczne
(depresjg, psychozy). Wiadomo, ze jego dlugotrwate stosowanie prowadzi do wystgpienia tolerancji,
czyli zmniejszenia odpowiedzi organizmu na dotychczasowg dawke. Uzytkownicy mefedronu
zglaszajg objawy wystapienia zalezno$ci psychicznej i fizycznej. Mechanizm dziatania mefedronu
opiera si¢ na inhibicji wychwytu zwrotnego noradrenaliny, dopaminy i serotoniny w o$rodkowym
i obwodowym uktadzie nerwowym oraz nasileniu wyrzuty tych substancji do szczeliny synaptycznej.
Niekorzystne oddziatywanie na zdrowie, ryzyko wywotania uzaleznienia oraz brak zastosowania
w medycynie spowodowaty zdelegalizowanie mefedronu w Europie.

1. Wstep

Nowe substancje psychoaktywne (NPS) (dopalacze, srodki zastepcze, legal highs, designer
drugs,) to grupa nowych substancji wplywajacych na osrodkowy uktad nerwowy (OUN), ktora jest
bardzo zrdznicowana pod wzgledem budowy, dzialania i pochodzenia. Nalezg do nich m.in.
substancje, ktore powstaly w laboratoriach chemicznych w wyniku niewielkich modyfikacji znanych,
nielegalnych substancji psychoaktywnych, ale takze projektowane w celu uzyskania konkretnego
dziatania w OUN. Uzyskane w ten sposob nowe zwiazki nie byly objete kontrolg i mozna je byto
sprzedawac legalnie jako ,,$rodki kolekcjonerskie”, ,,sole do kapieli”, ,,nawozy roslinne” do czasu ich
delegalizacji (zmiany w prawie w 2018 r. Polsce penalizuja wprowadzanie NPS na rynek). Dziatanie
takich substancji jest podobne do znanych narkotykow, ale ryzyko ich stosowania jest o wiele
wigksze. Nie wiadomo jakie doktadnie substancje zawarte sg w sprzedawanych mieszankach oraz jak
walczy¢ ze skutkami ich zazycia. Co wigcej, preparaty tego typu czesto produkowane sa
W nieprofesjonalnych laboratoriach, co skutkuje zwigkszeniem ryzyka zanieczyszczen chemicznych
i mikrobiologicznych (Nelle i Stepka 2015; Kata 2010). Liczba zatru¢ dopalaczami od 2011 do 2015
roku rosta, w zwigzku z czym podjeto dziatania legislacyjne majace na celu tatwiejsza delegalizacje
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nowych substancji psychoaktywnych (NIK 2018). Do grupy tej naleza substancje o réznych
kierunkach dziatania, tj. substancje psychostymulujace, substancje o nasladujgce dzialanie
marihuany, substancje halucynogenne oraz o dziataniu opioidowym (Zawilska 2013). Do grupy
dopalaczy stymulujacych nalezy mefedron, pochodna katynonu wyst¢pujaca w khat (Czuwaliczce
jadalnej) (Europol-EMCDAA 2010).

2. Opis zagadnienia

Zwiazki psychostymulujace sg zréznicowane pod wzgledem pochodzenia i budowy. Moga
wystgpowac naturalnie (kokaina, efedryna) lub mie¢ prekursor pochodzenia naturalnego (mefedron —
pochodna naturalnego katynonu) albo by¢ catkowicie syntetyczne. Substancje te moga by¢
réznorakiej budowy, np. amfetamina, metamfetamina, efedryna i inne sa pochodnymi
fenyloetyloaminy, a mefedron, metylon czy butylon s3 pochodnymi katynonu. Celem stosowania
psychostymulantéw jest polepszenie koncentracji, zwigkszenie stanu czuwania i zwigkszenie
aktywnosci psychicznej, a takze usuwanie objawow zmeczenia. Ich stosowanie skutkuje czgsto
réwniez polepszeniem nastroju oraz nasileniem wiary we wilasne sity, co moze skutkowaé
zachowaniami ryzykownymi u ich uzytkownikow. Niestety istnieje wiele powaznych powiktan
stosowania psychostymulantow, w tym ostre zatrucie, uzaleznienie, wystapienie standw zagrozenia
zycia w zwigzku z dzialaniem pobudzajacym uktad wspotczulny (wysokie cisnienie, ryzyko udarow,
zawalow) (Europol-EMCDAA 2010; Ptaznik 2008; Schifano i in. 2011)

3. Przeglad literatury

Substancje psychostymulujace towarzyszg ludzkosci od zarania dziejow. Powszechnie znang
kokaing zawiera krzew krasnodrzewu pospolitego (Erythroxylum coca), ktérego liscie zute sg przez
mieszkancow Andow w celach zwalczenia choroby wysokosciowej oraz zwigkszenia wydolnosci
organizmu w trudnych warunkach gorskich, ale réwniez byty stosowane w rytuatach religijnych
(Ptaznik 2008). Podobnie liscie khat (Catha edulis) stosowane sg juz od czaséw antycznych przez
ludno$¢ zamieszkujaca tereny basenu Morza Czerwonego w celach rekreacyjnych oraz
w ceremoniach religijnych (Balint i in. 2009).

Do substancji psychostymulujacych nalezy mefedron, bedacy pochodna naturalnie
wystepujacego w przyrodzie katynonu pochodzacego z rosliny khat (Catha edulis) wystepujacej na
obszarze graniczacym z wodami Morza Czerwonego (Schifano i in. 2011).

Khat (Czuwaliczka jadalna), wiecznie zielony krzew, stosowany byt juz przez ludno$é
starozytng w celach rytualnych, w tym zachowaly si¢ zrédta mowiace, iz Egipcjanie nazywali ja
,boskim pokarmem”. W czasach obecnych jest w dalszym ciggu rozpowszechniony wsrod
mieszkancoOw Potwyspu Arabskiego oraz wschodniego wybrzeza Afryki, ale rowniez w krajach
zachodnich. Zazywany jest w postaci naparu, jego liscie bywajg takze zute oraz palone (Balint i in.
2009). Ro$lina zawiera dwie psychostymulujace substancje: katynon ((S-(-)-2-amino-1-
fenylopropan-lonu) oraz katyng (1S, 2S-pseudoefedryny) (Banjaw i Schmidt 2005). Wiadomo, ze
obie wykazuja dzialanie podobne do amfetaminy, m.in. zmniejszajg zmgczenie psychiczne i fizyczne,
nasilaja aktywno$¢ i wywotuja bezsennos¢, polepszaja zdolnosci poznawcze, koncentracj¢ oraz
wzmagaja pewnosc¢ siebie. Efekt dziatania katynonu ocenia si¢ na potowe sity dzialania amfetaminy,
a katyna wywotuje efekty 7-10 razy mniej nasilone niz efekty po amfetaminie (Hoffman i Al’Absi
2010).

Mefedron (1-(4-metylofenylo)-2-metylo-aminopropan-1-on; 4-metylometkatynon) nalezy
strukturalnie do beta-keto amfetamin, jest pochodng katynonu. Znany jest pod ré6znymi nazwami
slangowymi: ,,Meow meow”, ,,4-MMC”, , Meph”, ,,.Drone” (Europol-EMCDAA 2010). Chociaz po
raz pierwszy raz jego syntezy dokonal Saem de Burnaga w 1929 r. we Francji, to popularno$¢ zdobyt
na poczatku XXI| wieku. W Europie pojawit si¢ w 2007 r., a juz w 2010 r. byt na czwartym miejscu
wsrod najbardziej popularnych substancji odurzajacych w Europie zgodnie z danymi zebranymi
przez Europejskie Centrum Monitorowania Narkotykow 1 Narkomanii. Jego atrakcyjnosé
prawdopodobnie wynikata ze spadajacej w tamtym okresie jakos$ci i czystosci kokainy i MDMA,
a takze dodatkowo przemawiata za nim konkurencyjna cena i jego tatwa dostgpnos¢ w Internecie oraz
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bledne przekonanie o niewielkiej szkodliwo$ci tego psychostymulanta. Stosowany jest w wigkszo$ci
przez osoby mtode, w wickszosci w wielu 15-24 lata w celu uzyskania efektu stymulujacego
i empatogennego (Schifano i in. 2011; Europol-EMCDAA 2010). Mefedron sprzedawany jest
w formie chlorowodorku lub siarczanu jako biaty, krystaliczny proszek, kapsutki lub tabletki (Urban
iin. 2011). Zazywany jest doustnie (biodostepnos¢ wynosi zaledwie 10%) (White 2016), ale rowniez
donosowo, doodbytniczo oraz w postaci iniekcji dozylnych oraz domig$niowych (Europol-EMCDAA
2010).

Uzytkownicy mefedronu porownuja jego dziatanie do innych psychostymulantow, jak
kokaina, amfetamina oraz MDMA (Carhart-Harris i in. 2011). Efekty jego stosowania mozna
podzieli¢ na pozadane i niepozadane przez osoby go zazywajace. Do efektow ,,pozadanych” nalezy
przede wszystkim znaczne polepszenie si¢ nastroju, odczuwana jest euforia, podniecenie. Mefedron
silnie pobudza psychicznie i fizycznie, a takze polepsza funkcje poznawcze oraz nasila czujno$é. Ma
dzialanie empatogenne, czyli nasilajace odczuwanie empatii, otwarto$¢ emocjonalna, a takze potrzebe
bliskosci. Polepsza umiejetnosci interpersonalne, zwigksza rozmownos¢, powoduje wzrost napiecia
seksualnego. Uzytkownicy mefedronu opisuja, iz po jego zastosowaniu lepiej odczuwajg doznania
zmystowe, w szczegolnosci dzwigkowe. Podobnie jak inne amfetaminopodobne mefedron powoduje
ostabienie apetytu, a podczas dluzszego stosowania chudni¢cie (Schifano i in. 2011).

Kolejng kategorig dziatan mefedronu sg te niepozadane przez jego uzytkownikow.
Charakterystycznie dla stymulantow wystepujg objawy z uktadu sercowo-naczyniowego. Pobudzenie
uktadu wspodtczulnego powoduje przyspieszenie pracy serca, jego niemiarowg praceg, podwyzszone
ci$nienie, bodle wiencowe. Skurcz naczyn powoduje silne boéle glowy, a takze wywotanie
charakterystycznego objawu u uzytkownikow mefedronu — sinienie palcow stop i rak. Wystepuja
takze zaburzenia uktadu pokarmowego, takie jak nudnosci, wymioty, bdle brzucha. Moga wystapi¢
takze zaburzenia w termoregulacji — temperatura obnizona lub podwyzszona, z towarzyszacym
wydzielaniem potu o charakterystycznym zapachu (tzw. ,,mefedronowy pot”), co pociaga za soba
odwodnienie. Wystgpi¢ moga takze objawy grypopodobne, zmeczenie, rozszerzenie Zzrenic,
bolesnos$¢ stawow, wysypki i swedzenie skory. Jesli mefedron stosowany jest donosowo, moga
wystapi¢ owrzodzenia w jego $luzowce. Osoba po zazyciu mefedronu moze by¢ bardzo pobudzona
i agresywna. Istnieje takze ryzyko wystapienia zaburzen psychicznych, takich jak odczuwanie
nadmiernego strachu, wystgpienie epizodow manii i depresji. Moga wystapi¢ takze halucynacje
i psychozy. Mefedron powoduje takze bezsenno$¢, a takze wystepowanie koszmardéw sennych.
Czesto zaburzenia psychiczne sa na tyle nasilone, Ze istnieje potrzeba leczenia ich farmakologicznie.
Efekty ,,niepozadane” moga objawiaé si¢ takze zaburzeniami neurologicznymi, w tym nasilonym
napieciem migéniowym, sztywnoscig karku czy zaburzeniami czucia (Schifano i in. 2011).
Specyficznym objawem po ditugotrwatym stosowaniu mefedronu jest parkinsonizm. Wynika on
zZ zatrucia organizmu manganem, ktory pochodzi z procesu produkcji mefedronu z pseudoefedryny
z uzyciem nadmanganianu potasu (Stepens i in. 2008).

Efekty dziatania mefedronu wynikaja bezposrednio z jego mechanizmu dziatania.
Analogicznie do innych pochodnych katynonu, mefedron zwigksza st¢zenie noradrenaliny (NA),
dopaminy (DA) i serotoniny (5-HT) w szczelinach synaptycznych os$rodkowego (OUN)
i obwodowego uktadu nerwowego poprzez nasilenie ich wyrzutu oraz inhibicj¢ ich wychwytu
zwrotnego (jest nieselektywnym inhibitorem) (Schifano i in. 2011). Dane literaturowe donosza, iz
powinowactwo mefedronu do transportera dopaminowego jest pie¢ razy wieksze niz do transportera
serotoninowego (Simmler i in. 2013). Wiasciwos$¢ te znajdujemy w réznych strukturach moézgowia
— transportery DA sg blokowane w prazkowiu, a 5-HT w hipokampie (Handlock i in. 2011). Mefedron
nasila wyrzut DA i 5-HT w tych strukturach z sitg podobng do MDMA. Wykazano, Ze substancja
wiaze si¢ takze z receptorami 5-HT2A oraz a-1 adrenergicznymi (Simmler i in. 2013). W zwiazku
Z opisanym mechanizmem obserwujemy aktywacj¢ struktur moézgowych w uktadzie
mezolimbicznym, ktora skutkuje euforig, dzialaniem empatogennym, polepszeniem zdolnosci
intelektualnych (Zawilska i in. 2013).

W zwigzku z tym, iz mefedron nasila uwalnianie DA w OUN uwaza si¢ ze ma on potencjal
uzalezniajacy (Simmler i in. 2013). W wyniku przeprowadzenia badania ankietowego
u uzytkownikéw mefedronu uzyskano niepokojace dane. 29,5% ankietowanych ujawniala minimum
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3 objawy uzaleznienia od substancji wg kryteriow DSM-1IV (klasyfikacja zaburzen psychiatrycznych
wg Amerykanskiego Towarzystwa Psychiatrycznego). Nalezaly do nich m.in. trudna do opanowania
che¢ zazycia mefedronu, brak panowania nad jego stosowaniem, przyjmowanie substancji pomimo
psychicznych, fizycznych i spotecznych konsekwencji ktére ono generuje oraz najwazniejsze
kryterium — zwigkszona tolerancja na narkotyk (Winstock i in. 2010).

W 2010 komitet naukowy Europejskiego Centrum Monitorowania Narkotykow
i Narkomanii wezwat kraje cztonkowskie Unii Europejskiej do objecia mefedronu kontrola. Decyzja
ta byla podyktowana przeprowadzona przez komitet analiza, ktoéra wykazata brak korzysci
medycznych ze stosowania mefedronu, wystapienie ryzyka uzaleznienia oraz zagrozenia dla zdrowia
oraz jego wilasciwosci stymulujgce (Dziennik Ustaw UE (2010/759/UE)). Polska wprowadzita
mefedron na list¢ substancji psychotropowych I-P (substancje bez zastosowan medycznych,
z potencjalem uzalezniajacym, stosowane jedynie w celu przeprowadzania badan naukowych)
w2010 r. w wyniku nowelizacji ustawy o przeciwdziataniu narkomanii. W 2018 r. usprawniono
obejmowanie dopalaczy kontrola prawng oraz zaostrzono kary za ich posiadanie (3 lata wig¢zienia)
i handel nimi (12 lat wigzienia). Obecnie dopalacze bedace na wykazie substancji psychotropowych,
srodkow odurzajacych oraz nowych substancji psychoaktywnych traktowane sa jak narkotyki
(Ustawa z dnia 29 lipca 2005 r. o przeciwdziataniu narkomanii; NIK 2018).

4. Podsumowanie i wnioski

Dopalacze jako olbrzymia grupa substancji jest bardzo niejednorodna pod wzgledem
pochodzenia, budowy, szkodliwo$ci, potencjatu uzalezniajacego oraz kierunku dzialania. Istnieje
wiele podzialdow NPS, z czego najbardziej popularny jest ze wzgledu na sposob dziatania:
psychostymulujace, halucynogenne, podobne do marihuany oraz opioidowe. Do dopalaczy
z kategorii psychostymulantow nalezy pochodna katynonu, mefedron. Katynon jest substancja
aktywng wystepujacag w khat (Czuwaliczce jadalnej), roslinie wystepujacej na Potwyspie Arabskim
i we wschodniej Afryce, ktdra stosowana jest na tych terenach od czasow starozytnych. Ma dziatanie
pobudzajace i euforyzujace. Efekt dziatania syntetycznych pochodnych katynonu nasladuje dziatanie
psychostymulantéow takich jak amfetaminy, MDMA oraz kokaina. Mefedron jest zwigzkiem
0 dzialaniu empatogennym, pobudzajacym osrodkowy i obwodowy uklad nerwowy oraz
wywotujacym euforie. Ze wzgledu na nasilenie odczu¢ zmystowych po jego zazyciu stosowany jest
w klubach muzycznych. Substancja powoduje wiele dziatan niepozadanych, tj. bole wienicowe,
zaburzenia rytmu serca, zaburzenia psychiczne (bezsenno$¢, depresja, stany psychotyczne, stany
lgkowe), nieprawidlowosci neurologiczne i inne. Charakterystycznym objawem u uzytkownikoéw
mefedronu sg zsiniate palce oraz pot o ostrym, specyficznym zapachu. Powtarzajace si¢ zazywanie
mefedronu moze powodowaé rozwoj uzaleznienia psychicznego i fizycznego objawiajace si¢ miedzy
innymi rozwojem tolerancji na substancj¢ oraz silng potrzebg jej zazywania pomimo strat w zdrowiu,
zyciu rodzinnym i spotecznym. Jego dziatanie wynika w najwigkszym stopniu ze wzrostu stezenia
neurotransmiteréw w szczelnie synaptycznej uzyskanego w dwojaki sposob: poprzez inhibicj¢ biatek
transportujagcych NA, DA i 5-HT, co hamuje wychwyt zwrotny tych neurotransmiteréw oraz wskutek
nasilenia wyrzutu tych przekaznikéw. Szczegdélowy mechanizm dziatania nie jest jednak dokladnie
znany, nie wiadomo jakie doktadnie s3 dtugofalowe skutki zazywania mefedronu, z jakimi
konsekwencjami wiaze si¢ jego podaz w wieku mtodzienczym w zwiazku z czym istnieje potrzeba
prowadzenia dalszych badan naukowych nad tym zwiagzkiem.

Niewatpliwie zazywanie dopalaczy stanowi olbrzymi problem wielu spoleczenstw. Ich
stosowanie wiagze si¢ z wieloma kosztami spotecznymi i zdrowotnymi ponoszonymi przez
uzytkownika, ale takze stanowi wyzwanie dla roznych instytucji ochrony zdrowia oraz zajmujacymi
si¢ uzaleznieniami. Nie ulega watpliwosci, iz niezbgdna jest Scista kontrola nad tymi zwiazkami.
W Polsce mefedron jest nielegalny w produkcji, obrocie i posiadaniu od 2010 r., co umozliwito
ograniczenie jego rozpowszechnienia. Dodatkowo w 2018 wprowadzono zmiany w prawie
ulatwiajace dopisywanie NPS na liste substancji kontrolowanych oraz penalizujagce wprowadzanie
ich na rynek. Mimo to istnieje ciggla potrzeba monitorowania NPS juz znanych oraz
nowowprowadzanych oraz dostosowywanie zmian legislacyjnych do tak plastycznego
i niebezpiecznego rynku dopalaczy. Pamigta¢ nalezy, iz to osoby mlodociane sg najbardziej narazone
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na zagrozenia zwigzane z NPS, w zwigzku z czym niezbegdne jest prowadzenie odpowiednio skrojonej
kampanii edukacyjnej w szkotach w zakresie wiedzy 0 zagrozeniach ze strony tych substancji.
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Stowa kluczowe: cGMP, NO, EDRF

Streszczenie

Tlenek azotu (NO) to niewielka, bardzo labilna czasteczka gazowa wystepujaca w ludzkim
organizmie. W latach osiemdziesiatych uwaga badaczy skierowata si¢ na mechanizm rozkurczu
mie$nidowki naczyn krwiono$nych. Okazato si¢, iz w procesie wazodylatacji kluczowa role odgrywa
czynnik wydzielany przez $rodbtonek naczyn nazwany EDRF (ang. endothelium-derived relaxing
factor). W toku do$wiadczen okazato si¢ iz jest nim tlenek azotu. NO syntezowany jest w ludzkim
organizmie z L-argininy przez enzym syntaza tlenku azotu (NOS). Wyrézniamy izoformy:
endotelialng, neuronalng (i jej odmian¢ mitochondrialng) oraz indukowana. R6zne izoformy syntazy
sa pobudzane do produkcji NO poprzez rézne czynniki, w tym cytokiny, lipopolisacharyd bakteryjny
czy acetylocholing. NO znajdujemy w tkankach uktadu nerwowego, gdzie odgrywa rolg atypowego
neurotransmitera, wplywajacego m.in. na procesy uczenia si¢, odczuwania bodlu, rozwoju
uzaleznienia. Obecny jest rowniez w naczyniach krwiono$nych, gdzie bierze udzial w procesie
regulacji ciSnienia krwi. Wykazuje takze dziatanie antyagregacyjne na ptytki krwi. NO w wysokich
stezeniach ma dziatanie toksyczne dla patogenéw oraz komoérek nowotworowych, w zwigzku z czym
obecny jest w komorkach uktadu odpornosciowego. NO swoje efekty wywiera poprzez wptyw na
sGC (rozpuszczalna cyklaza guanylowa) ktora produkuje drugorzedowy przekaznik cGMP
(cykliczny guanozyno-3’,5’-monofosforan). Rozpowszechnienie i ilo$¢ efektow, ktore wywotuje NO
ukazuje olbrzymie jego znaczenie dla utrzymania homeostazy w ludzkim organizmie.

1. Wstep

Tlenek azotu (NO) to substancja wystepujaca naturalnie w przyrodzie, a w organizmie
cztowieka pelnigca wiele réznorodnych funkcji. Jedna z nich jest zdolno$¢ do regulacji ci$nienia krwi,
ktérej mechanizm rozpoczeto badaé w latach 80" XX wieku. Do§wiadczenia przeprowadzane przez
Roberta F. Furchgotta, Louisa J. Ignarro i Ferida Murada obejmowaly badania nad substancja
wydzielang przez srodblonek naczyn krwiono$nych. W toku doswiadczen odkryto, iz ma ona
wlasciwosci wazodylatacyjne (naczyniorozszerzajace) i nazwano ja EDRF - ang. endothelium-
derived relaxing factor - czynnik rozkurczowy pochodzenia $rédbtonkowego. Badacze wykazali, iz
substancja ta to tlenek azotu. Odkrycie znaczenia tlenku azotu w regulacji ci$nienia krwi
doprowadzito wymienionych badaczy do zdobycia Nagrody Nobla z dziedziny medycyny i fizjologii
w 1998 r, co potwierdza olbrzymie znaczenie tlenku azotu w funkcjonowaniu organizmu czlowieka
(https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1998/summary/). NO odkryto takze w innych tkankach,
m.in. w tkance nerwowej osrodkowego ukladu nerwowego. Odgrywa tam rol¢ nietypowego,
gazowego neuroprzekaznika. Bierze takze udzial w procesach lezacych u podstaw rozwoju
uzaleznienia od substancji psychoaktywnych, w odczuwaniu leku czy pobierania pokarmu (Uzbay
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i Ogelsby 2001). Fizjologicznie tlenek azotu znajdowany jest takze w komoérkach uktadu
odpornoéciowego i tkance mig¢éniowej (Prado i in. 2011).

2. Opis zagadnienia

NO to czastka gazowa majaca w ludzkim organizmie wiele rél biologicznych. U cztowieka
powstaje ona przy udziale enzymu syntaza tlenku azotu (NOS - ang. nitric oxide syntase). W r6znych
rodzajach tkanek tlenek azotu spelnia odmienne funkcje, w zwigzku z czym istniejg odr¢bne odmiany
syntazy tlenku azotu. Aktywno$¢ biologiczna NO jest bardzo szeroka, a jego synteza zalezna od wielu
czynnikow. Odpowiednia ilo$¢ tlenku azotu jest niezbedna do utrzymania stanu zdrowia, jednakze
zaburzenia jego syntezy (czy to zbyt duza, czy zbyt mata ilo$¢) moga by¢ przyczyng powstawania
wielu chordb, poczawszy od zmian w ukladzie krazenia prowadzacych do nadcisnienia tetniczego
i mogacych w konsekwencji skutkowa¢ zawatem czy udarem, po zmiany w obrebie osrodkowego
uktadu nerwowego.

3. Przeglad literatury

Tlenek azotu to niewielka, lipofilowa czastka, tatwo dyfundujaca przez blony komoérkowe,
a jej rozpowszechnienie w ludzkim organizmie §wiadczy o szerokiej aktywnos$ci farmakologicznej
(Sharma i in. 2007). Jego czasteczka jest jednak wyjatkowo labilna — w przeciagu 6-10 sekund przy
udziale tlenu i wody powstaja z niej azotany i azotyny (Uzbay i Oglesby 2001). W zwiazku z tym, ze
NO ma niesparowany elektron nalezy do wolnych rodnikow i moze tatwo reagowaé z innymi
molekutami takimi jak tlen, nadtlenki czy metale przej$ciowe (Prado i in. 2011).

Produkcja tlenku azotu ma miejsce w wielu tkankach, a katalizowana jest przez syntaze NO
(NOS). Do tej pory opisano odmiane¢ indukowang (iNOS), srodbtonkows, zwana takze endotelialng
(eNOS), neuronalng (nNOS) i jej izoform¢ mitochondrialng (mtNOS) (Zhou i Zhu 2009). Literatura
podaje, iz syntaza NOS indukowana wystepuje w komorkach uktadu odpornosciowego (granulocyty
obojetnochtonne i kwasochtonne, makrofagi i inne) (Prado i in. 2011). Odmiana endotelialna znajduje
si¢ natomiast w $rodbtonku naczyn krwionosnych oraz w nabtonku wyscietajacym uktad oddechowy
(Shaul 2002). Z kolei nNOS ulega ekspresji w neuronach oraz migéniach poprzecznie prazkowanych
i w migéniu sercowym (Zbrojkiewicz i Sliwiniski 2016). Aktywnos¢ kazdej NOS jest uzalezniona od
zwigzania si¢ jej z kalmoduling (Sharma i in. 2007), ale odmiany konstytutywne enzymu nNOS
i eNOS zalezne sg dodatkowo od obecnosci Ca?* i czynnikdw zwigkszajgcych jego poziom we krwi,
takich jak acetylocholina, estrogeny, bradykinina, histamina, serotonina, endotelialny czynnik
wzrostu (Scibior i Czeczot 2005). Forma indukowana syntazy NO jest niezalezna od obecnosci jonow
wapnia, stymulowana jest natomiast przez endotoksyny bakteryjne - lipopolisacharyd (LPS),
bradykinine, cytokiny prozapalne takie jak czynnik martwicy nowotworéow (TNF-a), interferon y
(IFN- y) i interleuking 1 (IL-1) (Scibior i Czeczot 2005). Iloé¢ tlenku azotu produkowanego przez
nNOS i eNOS jest na poziomie pikomolowym zabezpieczajacym biezace potrzeby organizmu,
a syntaza dziata krotko. Z drugiej strony iNOS, daje okoto 100-1000 razy wigcej NO niz formy
konstytutywne oraz jest aktywna przez dtuzszy czas (kilka godzin-kilka dni) w odpowiedzi na kontakt
z patogenem (Sokotowska i Wiodek 2001; Zhou i Zhu 2009; Guix i in. 2005).

Synteza NO jest dwuetapowa. Substratami sa tlen i L-arginina - gtownie jej osoczowa forma
1 w mniejszej iloéci arginina powstata w cyklu przemian arginina/cytrulina oraz powstata poprzez
degradacje biatek. W pierwszej fazie czgstka aminokwasu jest hydroksylowana przy udziale NADPH,
z powstaniem N-o-hydroksy-L-argininy. Nastepnie ten produkt poéredni zostaje utleniony do L-
cytruliny z wytworzeniem czgsteczki tlenku azotu. W procesie biorg udziat kofaktory takie jak
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NADPH), dinukleotyd flawinowy (FMN), dinukleotyd
flawinoadeninowy (FAD), tetrahydropteryna (BH4) i hem (Scibor i Czeczot 2005).

Aktywnos$¢ biologiczna tlenku azotu jest bardzo szeroka. W latach osiemdziesiatych XX
wieku Robert Furchgott odkryt, iz srodbtonek naczyn produkuje nieznany wczesniej zwiazek, ktory
powoduje rozkurcz ich migéniéwki, co prowadzi do spadku ci$nienia krwi. Czastke t¢ nazwano EDRF
(ang — endothelial-derived relaxing factor), a w kolejnych badaniach odkryto, iz jest nig wtasnie
tlenek azotu. Jego dziatanie w uktadzie krwiono$nym nie ogranicza si¢ do regulacji ci$nienia krwi.
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Obserwuje si¢ takze jego efekty przeciwzakrzepowe wynikajace z hamowania agregacji i adhezji
plytek krwi (Furchgott i Zawadzki 1980; Furchgott 1988). Niestety, NO ma takze udzial
W patogenezie choréb uktadu sercowo-naczyniowego takich jak miazdzyca i nadcis$nienie tetnicze
oraz prowadzi do zwezenia naczyn w moézgu i wiencowych, co moze powodowaé niedokrwienie
narzadow przez nie zaopatrywanych (Simon i in. 2007). Odkrycia zwigzane z NO jako czastka majaca
udzial w regulacji ci$nienia krwi skutkowaty otrzymaniem nagrody Nobla przez trzech badaczy:
Roberta F. Furchgotta, Louisa J. Ignarro i Ferida Murada w 1998 r. (The Nobel Assembly at
Karolinska Institutet 1998).

Udowodniono, iz tlenek azotu ma wptyw na uktad immunologiczny oraz przebieg chorob
zapalnych. Makrofagi i inne komorki uktadu odpornosciowego wydzielaja tlenek azotu, ktory dziata
toksycznie na patogeny, a takze komoérki rakowe (Forstermann i Sessa 2012). Wedtug Kroncke i in.
(2001) NO moze dziata¢ jako aktywator, ale takze supresor reakcji immunologicznej. Literatura
wskazuje takze, iz nadmierna produkcja NO w trakcie przewleklych stanéw zapalnych prowadzi do
zbyt nasilonej aktywacji cyklooksygenazy (COX), w wyniku czego powstaje nadmierna ilos¢
prostaglandyn i rodnikéw tlenowych. W uktadzie krwiono$§nym moze to prowadzi¢ do poszerzenia
naczyn krwionosnych, a w konsekwencji do spadkdéw cisnienia. W przypadku wickszych tetniczek
nasilenie aktywacji COX moze prowadzi¢ do zwigckszonej przepuszczalnosci ich $cian dla albumin
i powodowa¢ obrzeki (Sokotowska i Wiodek 2001). Co wiecej, nadmierna ekspozycja na NO
przyczynia si¢ do uszkodzenia tkanek (nasila apoptoze i nekroz¢ komorek) oraz moze mie¢ udziat w
patogenezie chordb z autoagresji (Bruckdorfer 2005). W mikrogleju moze dochodzi¢ do nadmierne;j
ekspresji  iNOS, ktora w konsekwencji prowadzi do destrukcji komédrek nerwowych
Najprawdopodobniej mechanizm ten ma udziat w patogenezie chordb neurodegeneracyjnych mozgu
takich jak np. choroba Alzheimera, a takze w stanach hipoksji tkanki nerwowej (Forstermann i Sessa
2012; Uzbay i Oglesby 2001). Forma mtNOS produkuje tlenek azotu w mitochondriach i uwaza sie,
ze reguluje on tam oddychanie komorkowe (Guix i in. 2005). Tlenek azotu wplywa regulujaco na
perystaltyke uktadu pokarmowego oraz dziata w obrgbie uktadu hormonalnego, a takze reguluje
kurczliwos¢ i metabolizm migéni szkieletowych (Prado i in. 2011).

Tlenek azotu moze wplywac pozytywnie, ale tez negatywnie na przebieg astmy. Produkcja
NO przez izoformy konstytutywne powoduje relaksacj¢ mie$ni gladkich droég oraz naczyn
oddechowych, co zmniejsza nasilenie choroby. Z drugiej strony duza ilo§¢ NO produkowana przez
syntaze indukowang powoduje chemotaksje komodrek zapalnych, co skutkuje nagromadzeniem
eozynofilii i limfocytow T w ptucach. Ich obecno$¢ nasila stan zapalny i objawy choroby (Prado i in.
2011).

NO dziata rowniez w obrgbie o$rodkowego uktadu nerwowego. Ze wzgledu na to, iz jest
syntezowany w zalezno$ci od potrzeb i nie jest magazynowany w zakonczeniach synaps, uwaza sig,
iz dziata on jako nietypowy neuroprzekaznik. Co wigcej, przez swoja labilnos¢ jego stezenie nie
poddaje si¢ klasycznym mechanizmom regulacji (wychwyt zwrotny, rozktad enzymatyczny) oraz nie
istnieja dla niego receptory w blonie komorkowej (Bruckdorfer 2005; Garthwaite 2008). Tlenek azotu
ma udziat w kontroli wydzielania szeregu neurotransmiteréw takich jak dopamina, noradrenalina,
serotonina oraz acetylocholina i glutaminian. Co wigcej, NO nasila transmisj¢ GABA-ergiczna
(neuroprzekaznik hamujacy) w korze mozgu, prazkowiu i hipokampie (Garthwaite 2008). Dziatanie
osrodkowe NO manifestuje si¢ m.in. w regulacji snu i czuwania, regulacji osrodka glodu i sytosci
oraz pobierania wody. Poprzez wptyw na receptory NMDA i wplyw na transmisj¢ glutaminergiczna
bierze udzial w plastyczno$ci synaptycznej, uczeniu si¢ i zapamigtywaniu. Literatura donosi, iz NO
ma udziat w procesie odbierania impulséw bdélowych. Ma znaczenie w kontroli zachowan
seksualnych, aktywnosci lokomotorycznej oraz w regulacji cieptoty ciata (Guix i in. 2005; Garthwaite
2008; Sokotowska i Wtodek 2001). Literatura wskazuje, iz tlenek azotu ma réwniez udzial
W mechanizmie dziatania substancji psychostymulujacych (kokaina, amfetamina), rozwoju
uzalezniania oraz odczuwanie lgku (Uzbay i Oglesby, 2001).

Synteza tlenku azotu w tkance nerwowej zalezna jest od obecnosci jondw wapnia. Aktywacja
receptora NMDA powoduje otwarcie bramkowanych napigciem kanatéw wapniowych. Uwolnione
jony wapnia taczac sie z kalmoduling pobudzaja neuronalng NOS do produkcji NO. Zrédtem jonéw
wapnia moga by¢ takze zapasy zgromadzone w komorkach. Strukturami mézgu, gdzie dochodzi
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W duzym stopniu do ekspresji nNOS i w konsekwencji syntezy NO sa hipokamp oraz mézdzek
(Wiesinger 2001; Vincent 2010).

Mechanizm dziatania NO na poziomie molekularnym rozpoczyna si¢ od potaczenia si¢ go
zZ cytozolowsa (rozpuszczalng) cyklaza guanylowa (sGC — ang. soluble guanyl cyclase) uwazang za
jego receptor. Tlenek azotu ma powinowactwo do zelaza trojwartosciowego ktére znajduje sig
W hemie w sGC. sGC aktywowana przylaczeniem si¢ do niej NO powoduje przejscie GTP
(guanozyno-5'-trifosforan) w cGMP (cykliczny guanozyno-3',5'-monofosforan). c¢cGMP to
drugorzedowy przekaznik wywotujacy efekt biologiczny poprzez wptyw na kanaty jonowe zalezne
od cGMP, kinazy biatkowe oraz fosfodiesterazy (Bruckdorfer 2005; Zbrojkiewicz i Sliwinski 2016).

Fosfodiesterazy (PDE) to grupa enzymow roznigcych si¢ od siebie wieloma wlasciwosciami
oraz umiejscowieniem odpowiedzialnych za rozktad wigzan fosfodiestrowych, najczesciej
w nukleotydach cyklicznych (cAMP - cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan i cGMP). PDE
podzielone sa na 11 klas, z czego enzymami o powinowactwie przewazajacym do cGMP sa PDES,
PDEG6 i PDE9. PDES jest szczegolnie swoista dla ¢cGMP 1 jej niewielka ilo§¢ powoduje rozktad
nukleotydu. Badania nad tymi enzymami doprowadzity do rozwoju farmakologii. Najbardziej
znanymi lekami sg inhibitory PDES5, czyli sildenafil, wardenafil, tadalafil - stosowane jako substancje
wazodylatacyjne stosowane w leczeniu nadci$nienia plucnego oraz w zaburzeniach erekcji.
Obserwuje si¢ rowniez dziatanie ochronne na uklad krwionos$ny zwigzane z ich dzialaniem
antyagregacyjnym (PDE jest obecna réwniez w ptytkach krwi). PDE5 wystepuje takze w tkance
tluszczowej, jednakze rola jaka w niej odgrywa nie jest do konca wyjasniona. Wiadomo, iz
zahamowanie PDE i w konsekwencji wzrost stgzenia c¢cGMP wywotuje szereg przemian
prowadzacych do zmniejszenia ilosci tkanki ttuszczowej. W lecznictwie wykorzystuje si¢ takze
inhibitory PDE3 (amrinon, milrinon, cilostazol) i PDE4 (rolipram). cGMP dziata réwniez poprzez
kinazy bialkowe G (PKG) nalezace do klasy kinaz serynowo-treoninowych. Biora udzial m.in.
W rozkurczu miesni gladkich, w agregacji ptytek krwi, podziale komorek oraz w syntezie kwasow
nukleinowych. cGMP wptywa takze bezposrednio na kanaty jonowe bramkowane cyklicznymi
nukleotydami (CNG — ang. cyclic nucleotid-gated). Aktywowany kanat przez czasteczki cGMP
bierze udzial w przekazywaniu sygnatow w komorce. Znajduja si¢ w wielu organach, w tym w OUN,
sercu, phucach i watrobie (Zbrojkiewicz i Sliwinski 2016).

4. Podsumowanie i wnioski

Przytoczone dane wskazuja na olbrzymie znaczenie tlenku azotu w organizmie cztowieka.
NO dziatajac jako pierwszorzgdowy przekaznik aktywuje sGC, ktéra produkuje cGMP. Uruchamia
to kaskade reakcji i poprzez rézne drogi molekularne (fosfodiesterazy, kanaty jonowe, kinazy
biatkowe) wplywa na wiele tkanek w ludzkim organizmie. Jedna z najwazniejszych wiasciwosci
tlenku azotu jest dziatanie w obrebie uktadu krwionosnego, czyli jego zdolnos¢ do rozkurczu
mig$niowki naczyn krwiono$nych i tym samym obnizanie ci$nienia krwi. NO odgrywa rowniez
olbrzymig role w odpowiedzi immunologicznej — cytokiny prozapalne oraz lipopolisacharyd
bakteryjny pobudzajg indukowang syntaze tlenku azotu do produkcji jego duzych ilo$ci, ktore sa
toksyczne dla patogenu. Substancja ta jest takze uznawana za nietypowy neuroprzekaznik w OUN.
Bierze udzial w regulacji wydzielania innych neurotransmiteréw oraz ma znaczenie W rozwoju
uzaleznien od substancji psychoaktywnych. Tlenek azotu odgrywa rol¢ nie tylko w fizjologii, ale
takze w procesach patologicznych. Laczy si¢ go m.in. z chorobami neurodegeneracyjnymi oraz
autoimmunologicznymi. Odkrycie jakie role pelni tlenek azotu w ludzkim organizmie pociagnal za
soba rozwoj farmakoterapii, w tym wprowadzono na rynek grup¢ inhibitorow fosfodiesterazy 5.
Najstynniejszym jej przedstawicielem jest sildenafil stosowany w nadcisnieniu ptucnym oraz
w zaburzeniach erekgji.

Obszerna literatura na temat tlenku azotu ukazuje duze zainteresowanie tematem badaczy,
zardwno w kontekscie fizjologicznego wptywu tlenku azotu na organizm cztowieka, ale takze jego
udzialu w mechanizmie wystepowania chorob. Co wiecej, szlak L-arginina:NO:cGMP i kolejne cele
molekularne na ktére oddziatuje cGMP sa bogate w potencjalne punkty uchwytu dla nowych lekow.
W zwigzku z tym w ciggu najblizszych lat mozna spodziewac si¢ pojawienia nowych terapii chordb
w ktérych patogenezie udzial ma tlenek azotu. Bardzo pozgdanym bytoby pojawienie si¢ lekow
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uderzajacych w choroby neurodegeneracyjne, ktére w dalszym ciggu nie sg skutecznie leczone oraz
pojawienie si¢ lekow wspierajacych wychodzenie z uzaleznienia.
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Streszczenie

Grelina jest hormonem polipeptydowym wykazujacym wielokierunkowa aktywnoscé.
Obecnie udowodniono, ze pobudza syntez¢ hormonu wzrostu, prolaktyny. Nalezy do zwiazkéw
regulujacych funkcje metabolizmu organizmu. Grelina stymuluje apetyt, z tego powodu czgsto
nazywany jest ,,hormonem gtodu”. Ponadto pobudza motoryke zotadka oraz wptywa na wlasciwosci
wydzielnicze trzustki. Oprocz tego wykazano wplyw greliny na pracg uktadu krazenia, osteogeneze
oraz procesy reprodukcyjne. Ma dziatanie przeciwzapalne oraz moduluje uktad immunologiczny.
Udokumentowano dodatkowo, jej udzial w procesach zapamigtywania. Produkcja greliny
W organizmie zachodzi przede wszystkim w komorkach btony sluzowej uktadu pokarmowego.

1. Wstep

Grelina zostata po raz pierwszy wyizolowana przez japonskich naukowcéw w 1999 roku
z komorek btony Sluzowej zotadka szczura (Kojima i in. 1999). Jest to peptyd sktadajacy si¢ z 28
reszt aminokwasowych, a jego masa czasteczkowa wynosi 3315 Da. Powstaje z 117-
aminokwasowego prekursora — preprogreliny. Prekursor greliny jest kodowany przez gen ghrl. Jego
obecnos¢ stwierdzono u wszystkich ssakow, a u cztowieka znajduje si¢ on na chromosomie trzecim
(Lee i in. 2002).

2. Przeglad literatury

Do niedawna sgdzono, ze grelina jest jedynie syntetyzowana w przewodzie pokarmowym
i Z tego wzgledu byta zaliczana do hormondéw zotadkowo-jelitowych. Obecnie wiadomo, ze grelina
wykazuje wielokierunkowa aktywno$¢. Dziata endokrynnie oraz parakrynnie. Wykazano, ze
odpowiada za uwalnianie prolaktyny, adrenokortykotropiny, hormonu luteinizujacego. Bierze udziat
w regulacji steroidogenezy i metabolizmu weglowodandow. Wptywa na prace trzustki oraz uktadu
krazenia, wykazujac dziatanie inotropowo dodatnie i wazodylacyjne. W przewodzie pokarmowym,
grelina nasila motoryke¢ zotadka oraz stymuluje wydzielanie kwasu zotadkowego. Odpowiada za
prawidtowe zachowanie fizjologicznego stanu snu i czuwania. Wykazano, ze hamuje réwniez
proliferacj¢ niektorych linii nowotworowych oraz reguluje dziatanie uktadu odpornosciowego
(Barreiro i in. 2002).

Grelina jest gtéwnie syntetyzowana w komorkach btony sluzowej uktadu pokarmowego. Jej
najwyzsze stezenie stwierdza si¢ w obrgbie dna i trzonu zotadka (Lee i in. 2002). Nie jest wydzielana
do swiatla przewodu pokarmowego. Hormon ulega wydzielaniu wewngtrznemu do naczyn
krwiono$nych. Sugeruje si¢, ze nawet 80% hormonu jest wytwarzane w zotadku, a po zabiegu
gastrektomii, st¢zenie greliny w osoczu ulega znacznemu spadkowi (Kojima i in. 1999). Mniejsze
ilosci sa wydzielane przez jadro tukowate podwzgorza, przysadke moédzgows, komorki uktadu
immunologicznego, w plucach, nerkach, gruczole sutkowym, gonadach, korze nadnerczy,
kardiomiocytach i w trzustce. Wystepuje takze w hepatocytach oraz w komorkach cytotrofoblastu
lozyska ludzkiego w pierwszym trymestrze cigzy. Jej obecnos¢ zostata stwierdzona takze w tkankach
nowotworowych, m.in. w guzach ptuc, rakach tarczycy, gruczolakach przysadki (Kojima i in. 1999;
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Barreiro i in. 2002). Istniejg réwniez doniesienia wskazujace na obecnos$¢ przypadkow pacjentow
z guzami neuroendokrynnymi, o wyjatkowo duzej ekspresji greliny, tzw. ghrelinoma (Kojima i in.
1999).

Na wydzielanie hormonu wzrostu (GH) wplywaja dwa antagonistyczne hormony
podwzgorza: somatoliberyna (GHRH, growth hormone releasing hormone) oraz somatostatyna.
Dziataja one poprzez receptor GHRH-R znajdujacy si¢ w przednim ptacie przysadki. Na uwalnianie
GH wptywaja rowniez tyroksyna, glikokortykosteroidy, hormony ptciowe, wolne kwasy tluszczowe
oraz niektore aminokwasy (Hattori i in. 2001). Grelina jest pierwszym opisanym hormonem
pobudzajacym wydzielanie hormonu wzrostu, nalezagcym do zwiazkéw GHS, czyli growth hormone
secrategogues, ktore nie wykazuja swojej aktywnos$ci poprzez receptor GHRH-R. Grelina, a takze
inne zwiazki zaliczne do GHS, tacza si¢ z receptorem GHS-R poprzez fosfolipaze C. Powoduje to
wytworzenie po wewngtrznej stronie blony komoérkowej inozytolotrifosforanu i diacyloglicerolu.
Powstale zwiazki inicjuja przeplyw jondéw wapniowych z siateczki S$rddplazmatycznej do
cytoplazmy, co aktywuje kinaze biatkowa. Dochodzi do zwigkszenia metabolizmu komoérkowego
(Howard i in. 1996). Grelina poprzez powigzanie z receptorem GHS-R, wzmaga wydzielanie
hormonu wzrostu. Jest wytwarzana miejscowo w jadrze tukowatym podwzgorza, dzieki czemu
stymuluje transport GHRH do przedniego ptata przysadki. Wedtug badan Inui i wspot. z 2001 roku,
podanie egzogennej greliny razem z GHRH powoduje wzrost sekrecji hormonu wzrostu.
W przypadku aplikacji antagonistow GHRH oraz przeciwciat anty-GHRH wykazano zmniejszenie
syntezy stymulowanego greling GH. Somatoliberyna reguluje wigc nie tylko wydzielanie hormonu
wzrostu, ale rowniez greliny. Bowers udowodnil, Ze grelina silniej stymuluje produkcje GH niz
GHRH (Bowers, 2001). Wykazano réwniez, ze juz po 10 minutach od podania dozylnego greliny
w dawce 10 ug u szczuréw nastgpowat wzrost stezenia hormonu wzrostu. Jej okres pottrwania wynosi
30 minut (Tolle i in. 2002).

Na uwalnianie greliny w organizmie maja wplyw czynniki zwigzane ze sposobem zycia. Jest
zwigzana z uwalnianiem kortykotropiny. W badaniach wykonanych na szczurach, iniekcja greliny do
komoér mozgowych wywotata pojawienie si¢ objawow stresowych oraz stymulowata zachowania
podobne do leku. Dziatanie greliny jest zwigzane z uwalnianiem kortykotropiny (Adams i in. 2011).
Dozylne podanie greliny pochodzenia ludzkiego powodowata wzrost stezenia ACTH 1 kortyzolu,
atakze powigkszenie komorek przedniego ptata przysadki odpowiedzialnych za wydzielanie
hormonu adrenokortykotropowego (Stevanovic i in. 2007). Badania wykonane przez Fujitsuke
i wspol. w 2009 roku wykazaly, ze podanie selektywnych inhibitoréw wychwytu zwrotnego
serotoniny (SSRI) stosowanych w celu zmniejszenia Igku, powodowato zmniejszenie poziomu
greliny za posrednictwem receptora 5-HT2c. Wyniki te sugeruja, iz leki, dzialajace poprzez ten
receptor mogag specyficznie redukowaé stezenie greliny. Wykazano réwniez, ze grelina moze
regulowa¢ wydzielanie prolaktyny. (Fujitsuka i in. 2009).

W procesie stymulacji uwalniania greliny wazna role przypisuje si¢ hipoglikemii i leptynie.
Wzmozone wydzielanie greliny wystepuje takze podczas wyniszczenia organizmu oraz przy
stosowaniu diety redukcyjnej. Hamujacy wplyw na syntez¢ tego hormonu ma hiperglikemia,
hiperinsulinemia, otylo$¢ oraz uczucie sytosci (Adams i in. 2011). Zauwazono, ze u 0s6b z silnymi
niedoborami energetycznymi, poziom greliny w organizmie jest znacznie wyzsze niz u prawidtowo
odzywionych pacjentow. W zwiazku z tym przypuszcza si¢, ze grelina bierze udzial w rozwoju
jadtowstretu psychicznego. Z drugiej strony, znacznie nizsze stezenia greliny mozna zauwazy¢ u osob
z nadwaga wraz ze zmniejszeniem poziomu hormonu wzrostu.

2.1 Wplyw greliny na funkcje uktadu pokarmowego

W przewodzie pokarmowym, grelina odpowiada za przyspieszenie perystaltyki zotgdka
i jelit oraz za wzmozong sekrecje soku zotgdkowego i gastryny. Grelina, oddziatywujgc na nerw
btedny oraz na enteryczne zwoje jelitowe powoduje zwigkszenie amplitudy i czgstotliwosci skurczow
zotadka. Co ciekawe, hormon ten nasila proliferacj¢ adipocytow oraz hepatocytow w skutek replikacji
genetycznej (Futagami i in. 2011). Odnotowano, Ze u pacjentéw z neurogennym porazeniem motoryki
zoladka, grelina zmniejszata dolegliwosci takie jak zgaga, nudno$ci i wymioty, popositkowe poczucie
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petosci. U pacjentdow ze stwierdzonymi zotadkowymi polipami hiperplastycznymi mozna zauwazy¢
zmniejszenie poziomu greliny w poréwnaniu do 0séb zdrowych. (Ersoy i in. 2012).

W uktadzie pokarmowym, stwierdzono cytoprotekcyjne wiasciwosci greliny w odpowiedzi
na czynniki chemiczne (75% etanol) oraz fizyczne (zimno) w obregbie komorek btony $luzowej jelit.
Podanie hormonu zmniejsza stopien uszkodzenia blony §luzowej. Na obrzezach owrzodzen zotadka
dochodzi do syntezy greliny, a podanie jej egzogennie nasila proces gojenia blony sluzowej zotadka.
Dzieje si¢ tak, poniewaz grelina aktywuje wydzielanie prostaglandyn PGE,, tlenku azotu przy
jednoczesnym hamowaniu czynnikow prozapalnych (IL-6, TNF-a) (Lundholm i in. 2010).

Wedtug badan Lundholma i wspoét. grelina wykazuje dziatanie terapeutyczne w pacjentow
onkologicznych. U chorych cierpigcych na nowotwor przewodu pokarmowego w zaawansowanym
stadium, podawanie podskoérne greliny spowodowato poprawg metabolizmu. Podejrzewa sig, ze
doszto do redukcji zespotu kacheksja — anoreksja, czyli stanu zapalnego towarzyszacego
nowotworzeniu, przy ktdrym obserwuje si¢ wzrost poziomu cytokin prozapalnych, utrate migsniowa
oraz wzmozony metabolizm thuszczéw, biatek i cukréw (Lundholm i in. 2010).

2.2 Wptyw greliny na funkcje uktadu rozrodczego

W meskim ukladzie rozrodczym, synteza greliny zachodzi w komorkach Leydiga
i Sertoliego. Zauwazono, ze stgzenie hormonu u me¢zczyzn jest mniejsze niz u kobiet, a wraz
z wiekiem zmniejsza si¢ jadrowa synteza greliny. W mgskim uktadzie ptciowym grelina kontroluje
synteze hormonéw steroidowych, hamuje wydzielanie testosteronu w komoérkach Leydiga, a takze
bierze udziat w kontroli funkcji kanalikoéw nasiennych (Barreiro i in. 2003).

U kobiet grelina jest wytwarzana przez komorki tozyskowe, pecherzyka jajnikowego oraz
ciatka zottego. W zaleznosci od fazy cyklu piciowego oraz trwania cigzy obserwuje si¢ wahania
poziomu hormonu. Najwyzsze stgzenia greliny zanotowano w fazie lutealnej oraz w poczatkowych
etapach cigzy. Tak samo jak w jadrach, grelina w jajnikach wplywa roéwniez na steroidogeneze.
Hormon odpowiada za regulacj¢ zmian zachodzacych w warstwie czynnosciowej §luzowki macicy
pod wplywem implantujacej si¢ blastocysty. Najwyzsze st¢zenia greliny sg widoczne w momencie
inplantacji zarodkowej, a najnizsze sg osiagane w fazie krwawienia. Grelina, za pos$rednictwem GH
wykazuje wzrost intensywnosci procesu decidualizacji (Tawadros i in. 2007).

2.3 Wplyw greliny na fizjologi¢ serca i uktadu krwiono$nego

W przypadku uktadu krgzenia, grelina jest hormonem dzialajacym wielokierunkowo.
Powoduje wzrost frakcji komorowej serca oraz zwigkszenie masy lewej komory, przy czym czgstos$¢
akcji serca pozostaje bez zmian. Poprzez oddzialywanie na komorki migéni gtadkich oraz §rodbtonek,
wywoluje obnizenie ci$nienia tetniczego krwi. Efekt ten moze by¢ rdwniez wynikiem przenikania
greliny przez barier¢ krew-modzg oraz oddziatywaniem na neurony jadra pasma samotnego. Dzialanie
powodujace obnizenie ci$nienia krwi w wyniku aktywnosci greliny, jest zwigzane ze wzrostem
produkcji w $rodbtonku syntazy tlenku azotu (eNOS). Enzym ten odpowiada za produkcje tlenku
azotu, ktory uwazany jest za zwiazek najsilniej obnizajacy ci$nienie krwi (Michalski i in. 2008).

Grelina modyfikuje szlaki apoptyczne komoérek, co wiaze si¢ z jej dzialaniem
kardioprotekcyjnym. Jednocze$nie hormon poprawia metabolizm energetyczny komorek.
W przypadku oséb z ostrym zawalem mig$nia sercowego, zauwazono istotne zmniejszenie poziomu
greliny we krwi. Stezenie hormonu jest zwigzane ze stopniem uszkodzenia narzadu oraz spadkiem
jego wydolno$ci. Co wiecej, grelina moze mie¢ wlasciwosci przeciwarytmiczne (Michalski i in.
2008). Udowodniono réowniez role hormonu w redukcji nadmiernego pobudzenia rytmu serca
wywotanego adrenaling. Grelina indukuje syntez¢ VEGF (czynnika wzrostu nablonka
naczyniowego), ktory bierze udziat w procesie angiogenezy pozawatowej serca. Ochronne dziatanie
greliny zostalo rowniez udowodnione u pacjentdw z zespotem poperfuzyjnym serca, gdzie hormon
wykazywat dziatanie ochronne i protekcyjne (Chang i in. 2004).

2.4 Wplyw greliny na uktad kostny i chrzgstny

Grelina wplywa na tkanke kostng bezposrednio poprzez aktywacj¢ osteocytow oraz
chondrocytow, co skutkuje wzmozonym metabolizmem komérek. Jednoczesnie w sposdb posredni
poprzez nasilong syntez¢ hormonu wzrostu rowniez stymuluje rozwoj uktadu kostno-chrzegstnego
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(Cassoni i in. 2001). Hormon powoduje wzmozona proliferacj¢ oraz roznicowanie osteoblastow.
Wywotuje nasilenie chondrocytarnej produkcji kwasu hialuronowego i proteoglikanow jako skutek
wzrostu produkcji cAMP. Wzmaga synteze fosfatazy zasadowej w osteocytach, ktora bierze udziat
w procesie mineralizacji kosci (Nikolopoulos i in. 2010).

Najnowsze doniesienia wskazuja, ze grelina hamuje pobieranie kwasow thuszczowych przez
chondrocyty. To z kolei powoduje zmniejszenie ilosci dostepnego kwasu arachidonowego, ktory jest
prekursorem w syntezie prostaglandyn i leukotrienéw. Zwigzkéw posrednich w rozwoju stanu
zapalnego. Sugeruje si¢, ze grelina w przyszlosci moze mie¢ zastosowanie jako nowy lek
przeciwzapalny w terapii schorzen kosci i stawow (Nikolopoulos i in. 2010).

2.5 Wplyw greliny na pamig¢ oraz regulacj¢ rytmu snu i czuwania

Grelina wptywa pozytywnie na procesy pami¢ciowe 1 uczenia si¢. Wykazano, ze
w strukturach nerwowych mézgu szczura takich jak ciato migdatowate, hipokamp, jadro grzbietowe
szwu, wystepuja liczne receptory dla greliny. Ponadto, wstrzyknigcie hormonu bezposrednio do
wnetrza jadra grzbietowego szwu, komoér mozgu, a takze ogdlnoustrojowo wywoluje proces retencji
pamigci u gryzoni (Davis i in. 2011). U myszy pozbawionych receptora GHS-R zauwazono silny
deficyt pamigci przestrzennej. Swiadczy o tym doswiadczenie Davisa i wspot. w ktorym to po
ulokowaniu zwierzat bez receptora dla greliny w basenie, nie byly one w stanie w odpowiednim czasie
dotrze¢ do platformy znajdujacej si¢ okolo 1 cm ponizej tafli wody. Mozna przypuszczaé, ze
W hipokampie hormon ten jest odpowiedzialny za intensyfikacje powstawania nowych potaczen
nerwowych (Davis i in. 2011).

U pacjentow cierpiacych na chorobe¢ Alzheimera mozna zanotowaé wysokie wahania
stezenia greliny w osrodkowym uktadzie nerwowym. Sugeruje si¢, ze grelina jest odpowiedzialna za
modyfikacje funkcji poznawczych, a zmiany jej poziomu moga by¢ zwigzane z rozwojem schorzenia
lub nasileniem jego objawow (Chen i in. 2009).

Grelina, poprzez modyfikacje neurondéw jadra nakrywkowego boczno-grzbietowego, bierze
udziat w regulacji procesu snu i czuwania oraz rytmu dobowego. Dochodzi do zmniejszenia poziomu
jonow potasowych w tej czesci osrodkowego uktadu nerwowego. Podczas snu, stezenie greliny ulega
wzrostowi, a w momencie wybudzenia osiaga mniejsze wartosci (Chen i in. 2009). Tej zalezno$ci nie
zauwazono u 0s6b majacych problemy ze snem, sypiajacych niewystarczajaco dtugo. Co ciekawe, ci
pacjenci wykazywali wzrost apetytu. Sugeruje si¢ wiec, ze istnieje zaleznos¢ migdzy jakoscia snu,
a predyspozycjami do nadwagi i otytosci, co ma bezposredni zwigzek z wahaniem poziomu greliny.
U os6b skarzacych si¢ na bezsenno$¢, wykazano wyzsze stezenia greliny we krwi (Chen i in. 2009).

3. Whnioski

Grelina jest hormonem odpowiadajacym za regulacje procesow metabolicznych
W organizmie. Dziatla zar6wno na poziomie komoérkowym jak i ogoélnoustrojowym, co czyni ja
waznym hormonem bioragcym udzial w funkcjonowaniu ustroju. Jest odpowiedzialna za modulacje
faknienia. Dodatkowo, reguluje stezenia innych hormonéw. Wplywa na procesy rozmnazania,
pobudza kos$ciotworzenie oraz wywiera efekt przeciwzapalny. Udowodniono jej protekcyjne
dzialanie na uklad pokarmowy i krazenia. To pozwala stwierdzi¢, ze grelina jest zwigzkiem
dzialajacym plejotropowo. Z tego powodu istnieje wielka potrzeba kontynuowania badan
dotyczacych dziatania tego hormonu, co w przysztosci moze by¢ wykorzystane do opracowania
nowych terapii leczenie standw chorobowych organizmu.
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Streszczenie

Kofeina jest zwigzkiem regularnie spozywanym przez wigkszos¢ populacji. Jej zrodtem jest
glownie kawa i herbata. Oddziatywanie kofeiny na organizm polega przede wszystkim na pobudzeniu
osrodkowego ukladu nerwowego. Jest ona uwazana za najczeSciej spozywang substancje
psychoaktywna. Dzialanie fizjologiczne kofeiny powoduje duze zainteresowanie jej wptywem na
zdrowie, zwlaszcza w odniesieniu do ryzyka choréb sercowo naczyniowych. W organizmie kobiet
cigzarnych metabolizm kofeiny jest trzykrotnie wydluzony, a kofeina i jej metabolity swobodnie
przechodzg przez barier¢ tozyskowa do ptodu. Z tego powodu kobiectom w okresie cigzy zaleca si¢
ograniczenie spozycia kofeiny. Kontrola ilosci kofeiny zalecana jest takze w diecie u 0sob starszych,
a takze u dzieci 1 mlodziezy, przede wszystkim z uwagi na jej oddziatywanie na osrodkowy uktad
nerwowy. Kofeina ma udzial w regulacji gospodarki wapniowej organizmu i czas snu. Srednie
spozycie kofeiny w krajach europejskich ksztattuje sie w granicach 280-490 mg dziennie.

1. Wstep

Kofeina (metylteobromina, teina, guaranina, 7-metyloteofilina) wystepujaca pod postacig
biatego krystalicznego proszku, jest zaliczana do grupy alkaloidow purynowych. Jest substancja
0 gorzkim smaku, bezwonng, ktora dos¢ ciezko rozpuszcza si¢ w wodzie oraz w rozpuszczalnikach
organicznych. W warunkach naturalnych obecno$¢ kofeiny wykazano w lisciach krzewu
herbacianego, nasionach kawy, kakao czy ostrokrzewu paragwajskiego Mate. Najpowszechnigj
wystepuje w postaci czekolady, kawy i herbaty. Kofeina jest uznawana za najbardziej popularng
psychoaktywna substancje na $wiecie (Wierzejska i Jarosz 2003).

Kofeina jest pozyskiwana syntetycznie lub z surowcéw pochodzenia roslinnego. Zawarto$¢
tego alkaloidu w nasionach kawy sig¢ga do 2,5%, w lisciach herbaty do 4,5%, a w przypadku lisci
ostrokrzewu paragwajskiego Mate do 1,8% (Andrews i in. 2007). Mimo tego, ze w liSciach herbaty
stezenie kofeiny jest wyzsze niz w ziarnach kawy, to po sporzadzeniu naparu, zawarto$¢ kofeiny
W herbacie maleje. Jest to spowodowane obecnoscig garbnikéw katechinowych, uwalnianych
podczas przygotowania napoju.

Zawarto$¢ kofeiny w herbacie w duzym stopniu zalezy od sposobu jej przygotowania,
odmiany, warunkow uprawy. Herbata czarna zawiera od 2,8 do 3,8 g teiny na 100 g, podczas gdy
w zielonej herbacie jest jej dwukrotnie mniej. Szacuje si¢, ze 160 ml czarnej herbaty zawiera do 50
mg kofeiny. W przypadku kawy, ilo$¢ kofeiny jest rowniez uwarunkowana od gatunku ziaren
i sposobu przygotowania. W Arabica znajduje si¢ dwukrotnie mniej kofeiny niz w przypadku
odmiany Robusta. Uwaza sig, ze 150 ml kawy z ekspresu sporzadzonej z jednej tyzeczki kawy
zawiera okoto 27 mg kofeiny (Wierzejska i Jarosz 2003).

2. Wchlanianie

Kofeina jest wchtaniana z przewodu pokarmowego w sposob prawie catkowity, a jej
dostepnos¢ biologiczna sigga 100%. Przenika przez bariere §luzowa zotadka i w 90% rozprowadza
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si¢ po calym organizmie w postaci niezdysocjowanej. Powinowactwo do teiny w duzym stopniu
zalezy od poziomu uwodnienia oraz od jej stezenia we krwi (Dworzanski i in. 2009).

Maksymalne poziomy kofeiny w organizmie sa odnotowane po 40 min od jej spozycia. Co
ciekawe, jej stezenie w moézgu i plynie rdzeniowym jest poréwnywalne do wartosci substancji
W osoczu. Na jej wlasciwosci farmakokinetyczne maja wplyw wiek, cigza, przyjmowane leki
i uwarunkowania genetyczne.

3. Dystrybucja i metabolizm kofeiny

Kofeina jest rozprowadzana po calym organizmie i w 30 % wiaze si¢ z biatkami osocza.
Zuwagi na lipofilowy charakter substancji, z latwoscia przenika ona przez wszystkie btony
biologiczne, w tym barier¢ krew-mozg. Przedostaje si¢ do mleka, tozyska i do ptynu owodniowego
(Dworzanski i in. 2009).

Biotransformacja teiny zachodzi w wiekszosci w watrobie, i jedynie 2% przyjetej substancji
jest uwalniana z moczem w formie niezmienionej. Szlak metaboliczny teiny uwzglednia synteze
trzech glownych zwigzkéw — paraksantyny, teofiliny i teobrominy, ktore powstaja w komorkach
watroby przy udziale cytochromu P450 1A2 (Janus 1993). Metabolizm paraksantyny zachodzi
w dwoch procesach przebiegajacych w tym samym czasie. Wytwarza sie 8-hydroksyparaksantyna
oraz w wyniku demetylacji dochodzi do syntezy kwasu 1-me-tylomoczowego, 1-metyloksantyny i 5-
acetyloamino-6-formyloamino-1-metylouracylu. Zwiazki te sg transportowane do ukladu
moczowego, a ich stezenie jest pomocne w okresleniu szybkosci metabolizmu teiny (Janus 1993).

Wydalenie kofeiny zachodzi poprzez nerki i okresla si¢, ze jej okres biologicznego
poltrwania wynosi 3-5 godzin, przy czym biorac pod uwage rdznice osobnicze, czas ten moze
wydtuzy¢ si¢ do 10 godzin (Wierzejska i Jarosz 2003). U kobiet okres poitrwania jest o 30% krotszy.
Wydhuzenie czasu biofransformacji kofeiny wystgpuje u osoéb cierpigcych na schorzenia watroby,
u kobiet przyjmujacych leki antykoncepcyjne, u noworodkéw oraz w okresie cigzy. Udowodniono,
ze podczas pierwszego trymestru cigzy, metabolizm kofeiny jest na stalym poziomie, a w 17.
tygodniu, okres pottrwania zwigzku wzrasta do 10 godzin. Co ciekawe, pod koniec cigzy czas procesu
biotransformacji zwigzku moze trwaé nawet do 18 godzin (Grosso i Bracken 2005). U noworodkdéw
wydluzony okres poltrwania kofeiny jest spowodowany niewyksztalconym w petni mechanizmem
przeksztalcania teiny oraz niewielkg aktywnoS$cig cytochromu P450.

4. Mechanizm dzialania kofeiny

Kofeina zaliczana jest to grupy antagonistow nieselektywnych receptorow Al i A2 dla
adenozyny. Pod wzgledem strukturalnym, kofeina jest podobna do adenozyny. W matych dawka
blokuje ona swoiste receptory, co w konsekwencji powoduje wzmozong aktywnos¢ osrodkowego
uktadu nerwowego. Z uwagi na to, ze kofeina jest inhibitorem cyklazy adenylanowej, dochodzi do
wzrostu stezenie cAMP w komorce (Zhang 2001). Zahamowanie receptora A1l w konsekwencji
powoduje nasilenie uwalniania neuroprzekaznikow — acetylocholiny, dopaminy i noradrenaliny oraz
pobudzenie organizmu. Zauwaza si¢ przyspieszenie akcji serca, a naczynia krwionos$ne sa
rozszerzone (Tanda i Goldberg 2000). Dziatanie antagonistyczne na receptor A2A wywoluje
zwigkszong aktywnos¢ dopaminy oraz jej mocniejsze potaczenie z receptorem D2. W wyniku tego
dziatania dochodzi do stymulacji uktadu nerwowego. Receptor adenozynowy A2A wystepuje na
obszarze opuszki wechowej, w jadrze pdtlezacym oraz w prazkowiu (Tanda i Goldberg 2000).
Odwrotnie jak w przypadku receptora Al, zahamowanie receptora A2A, wywoluje obnizenie st¢zenia
CAMP.

Po spozyciu kofeiny w stezeniach od 0,1 do 1 mM, dochodzi do inhibicji fosfodiesterazy,
ktéra odpowiada za konwersje cCAMP do formy niecyklicznej, co wywotuje wzrost cyklicznego
cAMP i nagromadzenie zwigzku w komorkach. W wyniku tego dziatania dochodzi do ostabienia
czynnosci komorek zapalnych, wzmozenie sekrecji soku zotadkowego oraz do rozkurczu komoérek
mig$ni gladkich. Kofeina dostarcza energi¢ komoérkowa w wyniku pobudzenia mechanizméw
degradacji lipidow i glikogenu (Fiebich i in. 2000).
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5. Toksycznos¢ kofeiny

Uwaza sig, ze kofeina jest zwigzkiem o niewielkiej toksycznosci, ze wzgledu na szybka
eliminacje¢ zwigzku z organizmu. W dawce przekraczajacej 1 g, kofeina wywotuje pojawienie si¢
skurczy mig$ni twarzy i konczyn. Obserwuje si¢ rozdraznienie, bezsenno$¢ i niepokdj. Zauwazyé
mozna takze przyspieszenie oddechu, zaburzenia rytmu serca i objawy ze strony przewodu
pokarmowego. Spozycie kawy w ilosci od 3 do 5 g wywotuje pobudzenie o$rodkowego uktadu
nerwowego, co czesto objawia si¢ wystgpieniem drgawek. Okresla si¢, ze dawka Smiertelna kofeiny
wynosi co najmniej 6,5 g (Wielosz i Kleinrok 1996).

Objawy toksycznosci u dzieci dotyczg pobudzenia centralnego uktadu nerwowego,
wzmozonej diurezy, tachykardii i wymiotow. Przewlekle narazenie na niekorzystne dziatanie kofeiny
moze powodowac¢ schorzenia nerek, migéni i przewodu pokarmowego (Nawrot i in. 2003).

Regularne przyjmowanie kofeiny powoduje wystapienie tolerancji, co utozsamiane jest
z uzaleznieniem. U dorostych spozywajacych kofeine (od 300 do 1000 mg dziennie) przez okres
pigciu dni zauwazy¢ mozna zmniejszenie rytmu sercowego. Tolerancja jest utracona po krétkim
czasie odstawienia substancji. Mechanizm powstawania tolerancji nie jest w pelni wyjasniony.
Przypuszcza si¢, Ze jest ona zwigzana z rozwojem zmian w receptorach dopaminowych w wyniku
ciaglej blokady receptoréw adenozynowych. U ludzi dochodzi rowniez do fizjologicznej tolerancji
na zmiany ci$nienia i rytmu serca wywotane kofeing. Kazdorazowe spozycie substancji wywotuje
stymulacje uktadu nerwowego, przede wszystkim struktur odpowiedzialnych za funkcje motoryczne
oraz procesy snu i czuwania (Nehlig 1999).

6. Wplyw kofeiny na uklad krazenia

Kofeina dziata stymulujaco na autonomiczny uktad nerwowy. W wyniku dziatania
antagonistycznego na uktad adenozyny, kofeina wywoluje pobudzenie uwalniania noradrenaliny, co
w konsekwencji powoduje wzrost czgstosci akcji serca i jego kurczliwos$ci. Wzmaga rOwniez napigcie
sercowe oraz wptywa na zwigkszenie objetosci minutowej serca (Nawrot i in. 2003).

W wyniku dziatania kofeiny odnotowano wzrost ci$nienia skurczowego $rednio o 5-15 mm
Hg lub rozkurczowego 0 5-10 mm Hg. Najwyrazniejszy wzrost zauwazono po spozyciu ponad 250
mg kofeiny, zard6wno u kobiet jak 1 mezczyzn, w kazdym wieku, bez wzgledu na warto$¢ ci$nienia
poczatkowego. Po okresie od 1 do 3 dni widoczna jest tolerancja na zmiany ci$nienia wynikajace ze
spozycia teiny (Nawrot i in. 2003).

Wplyw kofeiny na naczynia krwionosne jest zalezny od poczatkowego stezenie adenozyny.
Przy zwigkszonym stezeniu adenozyny, w wyniku blokowania receptora A2, dochodzi do zwezenia
obwodowych naczyn krwiono$nych. Rozszerzenie naczyn jest obserwowane w przypadku
prawidtowego poziomu adenozyny, co jest spowodowane bezposrednim dziataniem miolitycznym.
Kofeina wywoluje rozszerzenie naczyn wiencowych, skérnych i nerkowych, a kurczy naczynia
moézgowe, co tlhumaczy udzial zwiazku w leczeniu bolow glowy. W wyzszych dawkach kofeina
stymuluje osrodek naczynioruchowy, co wywotuje skurcz naczyn w obrgbie jamy brzusznej (Wielosz
i Kleinrok 1996).

W ostatnich latach udowodniono, ze kofeina zawarta w kawie przyczynia si¢ do wzrostu
poziomu cholesterolu we krwi. Efekt ten jest zwigzany z obecno$cia diterpenow (kafestol, kahweol),
do uwalniania ktorych dochodzi podczas parzenia kawy ,,po turecku”. Kawa filtrowana nie wywotuje
tego zjawiska (Nawrot i in. 2003). Udowodniono, ze spozycie kawy gotowanej w ilosci 6 filizanek
dziennie skutkuje wzrostem lipoprotein o niskiej gestosci o 17,8 mg/L. Kawa przyczynia si¢ do
rozwoju choroby niedokrwiennej serca, w zwigzku ze wzrostem poziomu cholesterolu jak rowniez
niekorzystnym dziataniu na $rédbtonek naczyn krwionosnych (Dam 2008).

7. Wplyw kofeiny na uklad kostny

Codzienne spozycie wysokich dawek kofeiny moze wywolywaé objawy osteoporozy,
przyczynia¢ si¢ do powstawania ztaman oraz mie¢ udzial w procesie gojenia kosci. Podczas
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intensywnego wzrostu, kofeina negatywnie wplywa na strukture kostng. Zwigksza si¢ ryzyko ztaman
ktore jest zwigzane ze wzrostem dawki teiny (Duarte i in. 2009).

U oso6b, ktére dostarczaja niewielkie ilosci wapnia z pozywieniem, kofeina wywotuje
eliminacj¢ wapnia i magnezu z organizmu. Wzrost wydalania wapnia z moczem nastepuje juz po 2
godzinach od przyjecia 150-300 mg kofeiny. Suplementacja wapnia na poziomie 800 mg dziennie,
pomimo przyjmowania kofeiny (okoto 400mg) nie powoduje zmian w strukturze kosci, ani nie
powoduje obnizenia poziomu wapnia we krwi. Okresla si¢, ze kofeina wywoluje apoptoze
osteoblastow. Podawanie kofeiny w okresie noworodkowym skutkuje opdzniong przebudowa nasad
kosci piszczelowych oraz obrzgkiem mitochondriow w osteoblastach. Wzmacnia ekspresje
receptorow dla glukokortykoidow w osteoblastach, ktore sg uwazane za gléwny czynnik bioracy
udziat w rozwoju osteoporozy (Duarte i in. 2009).

8. Wplyw kofeiny na uklad nerwowy

Kofeina jest uznawana za jeden z najpopularniejszych $rodkow psychoaktywnych
pobudzajacych osrodkowy uktad nerwowy. U pacjentdw spozywajacych umiarkowane ilosci kofeiny
mozna zauwazy¢ wzrost czujnosci i koncentracji, poprawe nastroju oraz polepszenie funkcji
poznawczych i motorycznych.

Korzysci wynikajace ze spozywania kofeiny w duzym stopniu zalezg od przyjetej dawki. Po
przyjeciu okoto 32 mg kofeiny zauwazono polepszenie czujnosci oraz wzrost reakcji organizmu na
bodzce wzrokowe i stuchowe. Dawka 200-250 mg wywotuje blokad¢ receptoréw adenozynowych,
co wplywa na poprawg nastroju, koncentracji i koordynacji ruchowej. Odnotowano, ze u o0sob
zmeczonych, wykonywanie funkcji motorycznych oraz intelektualnych przebiega lepiej po przyjeciu
kofeiny. U 0s6b wypoczetych nie zauwaza sig takiej zaleznosci (Wielosz i Kleinrok 1996).

Wysokie dawki kofeiny rzgdu od 300 do 600 mg dzialaja pobudzajaco na caty osrodkowy
uktad nerwowy, tacznie z rdzeniem kregowym, co wywotuje nadmierne pobudzenie, bezsennosc,
niepokoj oraz wzrost napigcia. W przypadku pacjentow z zaburzeniami lgkowymi, dochodzi do
nasilenia tych objawow. Wysokie dawki teiny powodujg stymulacje osrodka termoregulacii,
oddechowego i naczynioruchowego (Wielosz i Kleinrok 1996; Dworzanski i in. 2009).

Czgstotliwos¢ spozywania kofeiny ma rowniez wptyw na wrazliwo$¢ organizmu na teing.
Podanie zwigkszonej dawki kofeiny u osob, ktoére zwykle przyjmuja jej mniejsze ilosci wywotuje
wzrost cisnienia krwi i pobudzenie. W przypadku oséb zwykle przyjmujacych wysokie dawki
substancji, obserwuje si¢ wzmozona reakcje na bodzce zewnetrzne. U 0s6b starszych, kofeina moze
wywotywaé objawy sennosci, co jest efektem zwigkszonego obrotu katecholamin w osrodkowym
uktadzie nerwowym (Attwood i in. 2007).

9. Wplyw kofeiny na uklad pokarmowy

W przewodzie pokarmowym, kofeina wywoluje nasilenie wydzielania soku zotadkowego
oraz dziala rozkurczowo na mig$nie gtadkie. Mozna wigc przypuszczac, ze przyczynia si¢ do rozwoju
zmian zapalnych w obrebie blony §luzowej zotadka i jelit. Kofeina zwigksza syntezg gastryny, ktora
wywotuje rozkurcz migéni zwieracza przetyku (Lohsiriwat i in. 2006).

Stale przyjmowanie umiarkowanych dawek kofeiny wplywa negatywnie na tolerancje
glukozy co powoduje wzrost jej stezenia we krwi. Zwigksza stgzenie insuliny przy jednoczesnym
spadku wrazliwo$ci tkanek na dziatanie tego hormonu. W przypadku pacjentdw przyjmujacych dwa
razy dziennie kofeine w ilo$ci 200 mg przez tydzien, zauwazono spadek wrazliwo$ci na insuline
0 35%. Uwaza sig, ze jest to zwigzane ze zwigkszeniem stezenia adrenaliny we krwi. Spozywanie
okoto 6 filizanek kawy dziennie hamuje rozwo6j cukrzycy typu 2, a ryzyko zapadalno$ci na t¢ chorobe
spada o 22%. To zjawisko jest zwigzane z uwalnianiem kwasoéw ttuszczowych i glikogenu oraz ich
oksydacja. Powoduje to wzrost wydatkowania energii (Dam 2008). Istnieja dane literaturowe
wskazujace, ze spozycie kofeiny hamuje rozwoj raka jelita grubego, jednak mechanizm tej protekcji
wymaga kolejnych badan (Temple 2009).
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10. Wplyw kofeiny na ciaze i laktacje

Kofeina przenika przez barier¢ tozyskowa, a u plodu osiaga podobne st¢zenia jak
W organizmie matki. U noworodkéw czesto obserwuje si¢ hiperkofeinemi¢. Czas polowicznego
rozpadu kofeiny w okresie cigzy jest trzykrotnie duzszy. Kofeina ulega przemianie do teofiliny, ktora
ponownie w procesie metylacji ulega przeksztalceniu do kofeiny (Wierzejska i Jarosz 2003).

Badania na modelach zwierzgcych pokazuja, ze wysokie dawki kofeiny moga wykazywac
dziatanie teratogenne. Doswiadczenia przeprowadzane na malpach ujawnily, ze dzienne stosowanie
kofeiny w dawce 10-30 mg/kg powoduje zmniejszenie masy urodzeniowej ptodow. Zanotowano
wzrost liczy poronien. Badania z uzyciem myszy ujawnity, ze kofeina wywotuje pojawienie si¢
obrzekow i wylewow u ptodow (Burdan 2000).

Wykazano, ze u dzieci matek spozywajacych okoto 28 filizanek kawy tygodniowo, wzrasta
ryzyko pojawienia si¢ wad rozwojowych. Obserwowano rozszczep warg, wady konczyn,
spodziectwo 1 wady przegrody miedzykomorowej. Czestotliwos¢ pojawienia si¢ tych schorzen jest
dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu z grupa kontrolna (Subramanian 2008). Kofeina moze takze
utrudniad zajécie w cigz¢ ze wzgledu na jej dziatanie embriotoksyczne, a spozycie kofeiny w dziennej
dawce powyzej 300 mg zwigksza ryzyko poronienia. Warto zauwazyé, ze nadmierne spozycie kawy
(ponad 600 mg/dzien) wptywa na niska mas¢ urodzeniowg dziecka. Wzrasta ryzyko utraty ptodu oraz
istnieje mozliwos$¢ rozwoju dysfunkcji uktadu oddechowego i krazenia (Burdan 2000). Kofeina
wystepuje w mleku matki karmigcej. Przyjmowanie kofeiny w dawce 30-300 mg przez matke
powoduje, ze do organizmu dziecka dostaje si¢ okoto 1-3 mg substancji. Ma to negatywny wptyw na
mtody organizm, wywotujac problemy ze snem i rozdraznienie (Subramanian 2008).

11. Podsumowanie

Kofeina jest czesto spozywana przez ludzi w celu poprawy wydajnosci uczenia si¢ i pamigci.
Zaliczana jest do najpopularniejszych srodkow o dziataniu psychoaktywnym. Kofeina jest dobrze
przyswajana w ukladzie pokarmowym i szybko dystrybuowana do pozostatych tkanek, a takze tatwo
przekracza barier¢ krew-mozg zarowno poprzez dyfuzje prosta, jak i na drodze aktywnego transportu.
Kofeina wykazuje szerokie dzialanie lecznicze. Znalazla zastosowanie w preparatach
przeciwmigrenowych, przeciwastmatycznych, przeciwbdlowych i pobudzajacych (Frankowski i in.
2008). Nalezy jednak pamigta¢ o negatywnych skutkach jej zazywania i jej ujemnym wplywie na
fizjologi¢ uktadu krazenia, uktadu pokarmowego, nerwowego i kostnego. Szczegdlnie kobiety
W cigzy, matki karmigce, dzieci i osoby starsze powinny uwazac¢ na ilo$¢ spozywanej kofeiny, ktora
u tych grup ludzi moze wywotywac negatywne dzialanie.
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Streszczenie

System CRISPR/Cas9 jest narzedziem stuzacym do edycji genomu, ktére znajduje szereg
zastosowan w medycynie. Poprzez wybiorcze przecinanie nici DNA, prowadzi do insercji, delecji lub
substytucji w zaktadanych wcze$niej miejscach. Umozliwia usuwanie, indukowanie lub wygaszanie
mutacji stajac si¢ dzigki temu doskonatlym aparatem do modyfikacji materialu genetycznego.
CRISPR/Cas9 jest wykorzystywany w badaniach nad nowymi strategiami diagnostycznymi
i terapeutycznymi w zakresie choréb nowotworowych, zakaznych, dziedziczonych genetycznie, dla
ktorych nie opracowano dotychczas metod leczenia przyczynowego.

1. Wstep

Edycja genomu jest narzgdziem mogacym znalez¢é zastosowanie w diagnostyce i terapii
wielu chorob. Wykorzystanie potencjatu tej metody moze pozwoli¢ na stworzenie nowych strategii
diagnostycznych i terapeutycznych oraz zastapi¢ konwencjonalne, dotychczas stosowane metody
leczenia. W niektorych przypadkach moze pozwoli¢ na catkowite wyeliminowanie czynnika
wywotujacego dane schorzenie. W niniejszej pracy postaramy si¢ przyblizy¢ szczegdlnie obiecujgcy
rodzaj edycji genomu, a mianowicie system CRISPR/Cas9.

2. Opis zagadnienia

Zgrupowane, regularnie powtarzajace si¢ sekwencje palidromiczne CRISPR (Clustered
Regullary-Interspaced Short Palidromic Repeats)/Cas9 moga stuzy¢ jako narzedzie do edycji
genomu. Umozliwiaja precyzyjne manipulowanie okreslonymi elementami genomowymi oraz
pomagaja wyjasni¢ funkcje genéw w biologii organizméw i procesach patologicznych. Kompleks
CRISPR-Cas9 sktada si¢ z niespecyficznej endonukleazy Cas9 i RNA CRISPR (crRNA)
umozliwiajacego wybiodrcze przecigcie nici DNA przez Cas9 w docelowym miejscu. Nastepujacy
p6zniej proces naprawy komorkowego DNA prowadzi do pozadanych insercji, delecji lub substytucji
w zakladanych wcze$niej miejscach docelowych. Specyficzno$¢ rozszczepiania DNA, w ktorym
uczestniczy CRISPR/Cas9 wwymaga sekwencji docelowych pasujacych do crRNA sasiadujacego
PAM (protospacera) zlokalizowanego ponizej sekwencji docelowych (Feng Zang i in. 2014).
Kompleks ten zostal wykryty w bakteriach i archeonach (jednokomorkowce zaliczane do
prokariotow), jako nabyty uktad odpornosciowy przeciw wirusom i bakteriofagom. W systemie
CRISPR-Cas9 inwazja obcego DNA jest przetwarzana przez nukleaze Cas-9 na male fragmenty
DNA, ktore nastepnie sa wiaczane do locus CRISPR genoméw gospodarza jako przerywniki.
W odpowiedzi na infekcje wirusowe i fagowe, przerwyniki sg stosowane jako matryce transkrypcyjne
do wytwarzania crRNA, ktory umozliwia endonukleazie cigcie docelowych sekwencji DNA
atakujgcych wirusow i fagow (Knott i in. 2018). Wyzej opisane narzedzie do edycji genomu zostato
po raz pierwszy zastosowane w 2013 roku (Ishino i in. 2018). Metoda ta jest bardzo obiecujaca
W poréwnaniu z konwencjonalnymi, poniewaz jest prosta w obsludze i projektowaniu, a takze
umozliwia multikompleksowanie (mozliwo$¢ edycji wielu genow jednoczesnie). Moze by¢
narzedziem terapeutycznym poprzez korygowanie mutacji be¢dacych przyczynami zaburzen
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monogenicznych. Znajduje zastosowanie podczas modyfikacji genomu patogenéow (m.in. HIV-1)
oraz moze indukowa¢ ochronne lub terapeutyczne mutacje w tkankach gospodarza. CRISPR/Cas9
wykazal w badaniach potencjat w terapii genowej raka, poprzez dezaktywacje wirusa onkogennego
i indukowanie ekspresji onkosupresorow (Xiao-Jie i in. 2015). Wprowadzenie mutacji w genotypie
organizmow wektorowych (komary Anopheles) moze skutkowaé zmniejszeniem ich populacji,
a w konsekwencji zachorowalno$ci i $miertelno$ci na choroby przez nie przenoszone.

3. Przeglad literatury

3.1 Nowotwory

Rozwoj nowotworu jest wieloetapowym procesem, ktory jest wyzwalany przez wrodzone
i nabyte mutacje powodujace nieprawidtowos$ci funkcjonalne, skutkujace indukcjg i progresja
choroby. System CRISPR/Cas9 wprowadzajac modyfikacje genetyczne w liniach komorkowych,
narzadach izwierzetach umozliwia rozszerzenie edycji genéw na badania przesiewowe catego
genomu. Znajduje zastosowanie w tworzeniu modeli raka u zwierzat in vivo umozliwiajac doktadne
analizy 1 badania (np. obserwowanie dynamicznych procesow takich jak regulacji aktywacji
transkrypcji lub represji) (Chen i in. 2016). Nowotwory jelita grubego u ludzi sa zwigzane
Z nawracajacymi mutacjami w genach kodujacych biatka dziatajacych na szlakach WNT, MAPK,
TGF-B, TP53 i PI3K. Badacze z Uniwersytetu Keio w Japonii uzyli systemu CRISPR-Cas9 do
wprowadzenia mutacji do organoidow pochodzacych z prawidtowego nablonka jelita grubego
cztowieka. Poprzez modulowanie warunkow hodowli w celu nasladowania warunkoéw niszy jelitowej
wybrano izogeniczne organoidy niosgce mutacje w genach supresorowych nowotworow: APC,
SMAD4 i TP53 oraz w onkogenach: KRAS i PIK3CA. Organoidy zaprojektowane do ekspresji
wszystkich pigciu mutacji rosty niezaleznie od czynnikéw niszowych in vitro i tworzyty guzy po
wszczepieniu do nerki myszy. Po wstrzyknieciu do $ledziony myszy wytworzyly mikroprzerzuty
zawierajace komorki inicjujace powstawanie nowotworu, jednak nie udalo im si¢ skolonizowac
W watrobie. Natomiast zmodyfikowane organoidy pochodzace z ludzkich gruczolakow tworzyly
kolonie przerzutowe. Wyniki te sugeruja, ze mutacje szlaku ,,driver” umozliwiaja utrzymanie
komorek macierzystych w wrogim mikrosrodowisku guza, a do przejscia w posta¢ inwazyjna
potrzebuja dodatkowych zmian molekularnych (Matano i in. 2015). W 90% przypadkow
gruczolakoraka przewodowego trzustki wystepuje zmiana w obrebie protooknogenu Kras, ktora
prowadzi do niekontrolowanej proliferacji komoérek nowotworowych. Naukowcy z Uniwersytetu w
Erlagen w Niemczech odkryli system klastrow CRISPR/Cas9, ktéry mozna wykorzysta¢ do
wyeliminowania mutacji Kras. Podczas badan zastosowano trzy linie komérkowe z heterozygotyczna
mutacjg Kras (ludzkie linie komorkowe SUIT-2 i Panc-1 oraz linia komorkowa TB32047 z mysiego
modelu KPC). Po transfekcji i klonowaniu jednokomérkowym wyizolowano biatka z dwoch kontroli
uyjemnych i od pieciu klondow w celu weryfikacji ,.knock-out” i analizy kluczowych zmian w biatkach
transdukcji sygnatu. Western Blot wykazat specyficzny ,.knock-out” w biatku KrasG12D, ale Kras
typu dzikiego byt obecny we wszystkich komoérkach. Analiza transdukeji sygnatu dla Erk, Akt, Atat3,
AMPKG i c-myc ujawnita poziomy ekspresji zblizone do typu dzikiego. Wyniki te dowiodly, ze jest
mozliwe wyeliminowanie mutacji KrasG12D przez CRISPR/Cas9 (Lentsch i in. 2019).

3.2 Choroby zakazne

Edycja genomu przez system CRISPR/Cas9 pierwotnie zostala odkryta jako adaptacyjny
prokariotyczny uktad odpornosciowy, ktory zostat ponownie wykorzystany do badan genetycznych.
Pierwotniaki to pasozyty jednokomoérkowe wywotujace choroby u milionéw ludzi na $wiecie.
W przypadku chorob takich jak malaria, choroba Chagasa, leiszmanioza, kryptosporydioza nie
odkryto dotad skutecznych metod zapobiegania zakazeniu lub szczepionek. Malaria jest chorobg
powodujaca bardzo wysoka zachorowalno$¢ i $miertelnos¢ wsrdd ludzi mieszkajagcym na obszarze
tropikalnym i subtropikalnym. Jest wywotywana przez drobnoustroje z rodzaju Plasmodium
przenoszone przez komary. Przeprowadzono badania majace na celu sprawdzenie, czy edycja
genomu moze przyczynic¢ si¢ do zmniejszenia zachorowalno$ci na malarie, ktorej glownym wektorem
jest Anopheles gambiae. Zmodyfikowano trzy geny u A.gambiae (AGAP005958, AGAP011377 i
AGAP007280), ktore nadaja recesywny fenotyp bezptodnosci po rozbiciu i wstawiono do kazdego
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locus CRISPR/Cas9 zaprojektowanego do edycji kazdego z gendéw. Dla kazdego docelowego locus
zaobserwowano silny ,,naped genowy” na poziomie molekularnym z szybko$cig transmisji do
potomstwa od 91.4% do 99.6%. Modelowanie populacji i eksperymenty wykazaty, ze kompleks
CRISPR-Cas9 ukierounkowany na loci AGAP007280 spetnia wymagania dla ,,napedu genowego”
ukierunkowanego na reprodukcje samic w populacji owadow. Metode ta mozna wykorzysta¢ do
tlhumienia populacji owadéw poprzez doprowadzenie samic do bezptodnosci, co bezposrednio
przetozy si¢ na zmniejszenie liczny wektorow odpowiedzialnych za rozprzestrzenianie si¢ malarii
(Lander i in. 2016). W przebiegu malarii pasozyty Plasmodium oddziatuja z powierzchnig krwinek
czerwonych umozliwiajac inwazje, a nastgpnie namnazanie wewnatrz komorki. Wytworzono system
hodowli in vitro do wytwarzania czerwonych krwinek (red blood cel -RBC), ktory pozwala na
generowanie nokautow genowych przez CRISPR/Cas9 przy uzyciu niesmiertelnej linii erytoleukemii
(JK-1). Komorki JK-1 réznicujac sig, generuja komorki na réznych etapach erytropoezy, w tym
koncowo zroznicowane jadrzaste czerwone krwinki ( terminally differentiated nucleated RBC -
JKRBC). Badanie drobnoczasteczkowych regulatorow epigenetycznych zidentyfikowato kilka
inhibitorow dla specyficznych domen, ktére promujg réznicowanie i umozliwiaja wytwarzanie
populacji jkRBC. Proteomiczne profilowanie powierzchni wykazato, ze jkRBC posiadaja ekspresje
wszystkich znanych receptorow wystepujacych u gospodarza Plasmodium podobng do tej
wystepujacych na pierwotnych krwiotworczych komorkach macierzystych CD34+ (cRBC).
Zauwazono, ze wiele szczepow Plasmodium atakuje jkRBC na porownywalnym poziomie, co cRBC
i RBC. Za pomocg CRISPR/Cas9 usunigto ,,basign” (BSG) i CD44. ,,Knockout” BSG byt catkowicie
odporny na inwazj¢ pasozytow, potwierdzajac istotng rol¢ BSG podczas inwazji. CD44 zostato
zidentyfikowane na przegladzie RNAi genéw grup krwi jako czynnik sprzyjajacy inwazji, w zwigzku
z czym jego ,.knockout” moze spowodowaé znaczace zmniejszenie inwazji pasozyta (Kanjee i in.
2017). Edycja genomu CRISPR/Cas9 jest skuteczna jako narzgdzie do badania genow bakteryjnych
oraz zywych atenuowanych szczepionek. Opisano metod¢ edycji genomowego DNA Bacillus
anthracis i Bacillus cereus przy uzyciu CRISPR/Cas9. Wykorzystano w niej dwa profagi B.anthracis
jako cele i uzyskano mutanty z duzym fragmentem z czg¢stoscia 100 lub 20%. W przypadku B.cereus
wprowadzono precyzyjne mutacje punktowe do pIcR przy pomocy testow fenotypowych, ktore
wykazaty, ze uzyskane mutanty stracity aktywno$¢ hemolitycznych i fosfolipazowych podobnych do
B.anthracis, ktory jest naturalnym mutantem pIcR. Udowodniono, ze CRISPR/Cas9 moze skutecznie
modyfikowaé geny docelowe bez pozostawiania obcego DNA, takiego jak markery selekcyjne
antybiotykow, w zwiazku z czym moze stuzy¢, jako narzgdzie genetyczne edycji genomu w grupie
Bacillus. System ten moze by¢ stosowany do wytwarzania zywych szczepionek przeciw waglikowi
(Wang i in. 2019).

Mozliwos$ci edycji genomu przez CRISPR/Cas9 zainteresowaty naukowcow zajmujacych
si¢ badaniami nad HIV-1 . Badacze z Uniwersytetu w Wuhan w Chinach wykorzystali CRISPR/Cas9
do zaktdcania koreceptorow HIV-1 CCR5 lub CXCR4, co doprowadzito do zmniejszenia wiremii.
Zaprojektowano dwie kombinacje gRNA ukierunkowane na CXCR4 i CCRS5. Po zastosowaniu testow
prowokacji HIV-1 stwierdzono, ze w zmodyfikowanych komorkach odsetek infekcji byt znaczaco
nizszy. Ponadto testy apoptozy wykazaly, ze jednoczesne rozerwanie CXCR4 i CCRS5 przez
CRISPR/Cas9 nie miato cytotoksycznego wplywu na zywotno§¢ komorek (Liuiin. 2019). Przeszczep
krwiotworczych komoérek macierzystych (HSC) z naturalnie wystepujacg mutacja CCRS powodowat
U pacjentow wezesniej zarazonych HIV-1 poddanych temu zabiegowi brak wykrywalno$ci wirusa we
krwi. Leczenie antyretrowirusowe (CART) jest skuteczne w zmniejszaniu miana wirusa, jednak nie
powoduje jego eradykacji. Konwencjonalne leczenie powoduje szereg skutkow ubocznych, a takze
zmusza do przyjmowania lekoéw do konca zycia. Ablacja CCR5 w HSC zostala przebadana pod katem
zastosowania jej jako leczenia HIV-1, dajacego szans¢ na pelne wyleczenie. Stworzono system edycji
genow CRISPR/Cas9 w ludzkich komorkach progenitorowych CD34+. Skuteczno$¢ zaktdcania
CCRS zostala potwierdzona w powtornie przeszczepionych komorkach. Edycja CCR5 moze stanowié
strategi¢ terapeutyczng w kierunku leczenia zakazenia HIV-1 i umozliwi¢ calkowita eradykacje
wirusa z organizmu (Xu i in. 2017; Mefferd i in. 2018). Choroby zakaZne sa jedng z glownych
przyczyn S$miertelnosci na calym S$wiecie. System CRISPR/Cas9 zrewolucjonizowal badania
biomedyczne i dal nadziej¢ na opracowanie metod leczenia zakazen wywotanych przez
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wielolekooporne organizmy (np. Mycobaterium tuberculosis) oraz ograniczenie $miertelnosci
zwiazanej z przewlekltymi zakazeniami (WZW B, HIV-1) (Doerflinger i in. 2017).

3.3 Choroby genetyczne

Technologia CRISPR/Cas9 dzigki swoim wilasciwosciom umozliwiajacym wybiorcza
edycje genomu, moze by¢ stosowana do tworzenia nowych strategii terapeutycznych dla schorzen
wywotywanych przez mutacje genetyczne takich jak: Dystrofia mi¢§niowa Duchenne’a, hemofilia,
mukowiscydoza, zesp6t tamliwego chromosomu X (Cai i in. 2016). Dystrofia migsniowa Duchenne’a
(DMD) jest nerwowo-migéniowg chorobg genetyczng sprzezong z chromosomem X, spowodowang
brakiem dystrofiny z powodu mutacji w genie DMD. Poniewaz dystrofina jest niezbedna do
prawidtowego funkcjonowania serkolemy, brak tego biatka prowadzi do uszkodzenia migséni
i yjawnienia si¢ DMD. Obecnie nie ma terapii skierowanej na przyczyng tego schorzenia, stosuje sig
jedynie leczenie objawowe. Poniewaz DMD jest schorzeniem monogenicznym, do jej leczenia moze
by¢ zastosowana terapeutyczna edycja genomu. Technologia CRISPR/Cas9 moze by¢ wykorzystana
doprowadzenia terapii genowej pacjentoéw z DMD. W sposéb niezalezny od posiadanej przez pacjenta
mutacji mozna modulowa¢ czynniki modyfikujace przebieg choroby. Zaleznie od rodzaju mutacji,
w przypadku duplikacji dystrofinge odpowiedniej dtugosci mozna przywréci¢ za pomocg sgRNA.
Delecje w genie DMD i mutacje punktowe mozna przywrdci¢ poprzez usunig¢cie lub modyfikacje
eksonow w celu wytworzenia krotszej dystrofiny. Skladniki dla wyzej wymienionych strategii
dostarczono in vivo przy pomocy wektora AAV (adeno-associated virus,wirus zwigzany
z adenowirusem) do modelu mysiego. Uzyskano normalizacje wytwarzania dystrofiny (Wong i in.
2017). Ten sam wektor zostat wykorzystany przy edycji genomu podczas opracowywania strategii
terapeutycznej hemofilii B, ktora jest chorobg krwotoczna spowodowang mutacjami w genie czynnika
krzepnigcia IX (F9). Za pomoca CRISPR/SaCas9 i AAV uzyskano modyfikacje F9 w hepatocytach,
ktora doprowadzita do przywrocenia prawidtowej hemostazy u badanych myszy (Ohmori i in. 2017).
Zespot tamliwego chromosomu X (Fragile X-chromosome syndrome FXS) jest czesta przyczyna
niepetnosprawnosci intelektualnej, ktora jest spowodowana mutacjg powtorzen CGG w genie FMR1,
ktéra wyzwala epigenetyczne wyciszenie genu. Dostepne leki mogg jedynie przej$ciowo indukowac
reaktywacje FMR1 w obecno$ci wydtuzonego powtoérzenia CGG. Naukowcy z Emory University
w Atlancie wycieli poszerzone powtdrzenie CGG z hybryd komérek somatycznych zawierajacych
mutacj¢ FXS przy pomocy CRISPR/Cas9. Zaobserwowano reaktywacje¢ transkrypcji w okoto 67%
kolonii hybrydowych poddanych obrébce przez CRISPR/Cas9 i wykazano spadek metylacji DNA
w locus FMRI1. Wycigcie rozszerzonego powtorzenia CGG z tamliwego chromosomu moze
spowodowa¢ reaktywacje FMR1, co zapobiegnie wyciszeniu genu i nastepujacej mutacji (Xie i in.
2016).

4. Podsumowanie i Wnioski

Edycja genomu za pomoca systemu CRISPR/Cas9 moze stuzy¢ jako narzedzie
umozliwiajace wdrozenie nowych strategii diagnostycznych i terapeutycznych w medycynie.
CRISPR/Cas9 moze by¢ wykorzystywany do eliminacji onkogendw, zapobiegajac w ten sposob
pdzniejszej inicjacji i progresji nowotworu. Pozwala na wytworzenie modeli nowotworowych in vivo
u zwierzat, umozliwiajgc dokonanie analiz na temat przebiegu procesu nowotworzenia. System ten
ma szerokie zastosowane w dziedzinie walki z chorobami zakaznymi. Edycja genomu moze by¢
narzedziem umozliwiajacym wytworzenie odpornosci genetycznej na rézne patogeny. Poklada si¢
takze nadzieje w wykorzystaniu CRISPR/Cas9 w ograniczeniu populacji organizméw bedacych
wektorami dla groznych dla zdrowia ludzi drobnoustrojow. Wprowadzanie punktowych mutacji do
materiatu genetycznego patogendw moze pomdc w wytworzeniu skutecznych szczepionek przeciwko
tym patogenom. Wybidrcza edycja genomu ma szans¢ otworzy¢ nowy rozdziat w leczeniu schorzen
genetycznych w sposob przyczynowy. Jednak istnieje konieczno$é przeprowadzenia szeregu badan,
aby mogta by¢ wprowadzona do praktyki klinicznej. Nalezy sprawdzi¢ ich skuteczno$¢, oraz czy
wprowadzanie mutacji w zaplanowanym punkcie, nie wplywa na powstawanie innych,
niepozadanych zmian. Dyskusja toczy si¢ takze wokot wywotywania odpowiedzi ze stronu uktadu
immunologicznego organizmu, w ktérym dokonywana jest edycja genomu. Manipulowanie ludzkim
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genomem i tworzenie zarodkow poddanych modyfikacjom budzi wiele kontrowersji natury etycznej.
Niemniej jednak system CRISPR/Cas9 jest obiecujacym narzedziem, w ktérym wielu naukowcow
poktada nadzieje na rozw6j niedostepnych dotad metod terapeutycznych.
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Streszczenie

Gen FKBPS koduje biatko, ktoére moduluje aktywnos$¢ receptora kortyzolu w mézgu. Dzigki
temu uczestniczcy w odpowiedzi na dzialanie stresu. Powstalo wiele badan majacych na celu
sprawdzenie, na rozwoj ktorych patologii moga wplywa¢ polimorfizmy genu FKBP5 i za pomoca
jakich mechanizméw oddziatuja. Zbadano istnienie korelacji z rozwojem zespotu stresu
pourazowego, stanéw lgkowych, depresji, czy zespotu chronicznego zmgczenia. Z badan wynika, ze
nokaut (usuniecie) genu FKBP5 u myszy narazonych na dlugotrwaly stres powoduje, ze
W poréwnaniu z grupa kontrolng nie wykazuja one zachorowania na depresje. Zwickszone ujemne
sprzezenie zwrotne glukokortykoidow w obrebie osi podwzgorze-przysadka-nadnercza zostato
wykazane u myszy z nokautem genu FKBP5. Stwierdzono brak korelacji migdzy genotypem FKBPS
w polimorfizmie rs1360780 a wystgpowaniem zespotu chronicznego stresu oraz poziomem klas
immunoglobulin. Interakcja genu FKBP5 w rs3800373 z narazeniem na wydarzenie traumatyczne,
wigze si¢ z bardziej nasilonymi objawami PTSD. Istniejg tez korelacje¢ genu FKBPS5 z genem CRHR1,
ktore wspdlnie wptywajg na wzrost nasilenia objawow pacjentdw z zespolem stresu pourazowego.
Gen FKPB5 odpowiada rowniez za wystgpienie przewlektych dolegliwosci bolowych po przebytej
traumie. Udowodniono, ze polaczenie wariantu genu FKBPS ze stresem zwigzanym
z przeciwnosciami losu we wczesnym okresie dziecinstwa wplywa na lek, jak rowniez na rozwoj
mozgu.

1. Wstep

Gen FKBPS jest zlokalizowany w egzonie 13 na krotkim ramieniu chromosomu 13. Gen
FKBPS5 koduje izomeraze propylowa 5, czyli biatko wiazace FK506. Biatko to nalezy do rodziny
immunofilin, ktoére zaangazowane sg w immunoregulacje i procesy komdrkowe, takie jak faldowanie
biatek. Jest to proteina, ktéra moduluje receptor kortyzolu w mozgu. Gtowna ekspresja tego biatka
zachodzi w tkance thuszczowej 1 weztach limfatycznych.

Biatko wigzace FK506 jest waznym elementem odpowiedzi organizmu na stres. Dodatkowo
pelni ono rolg biatka opiekunczego dla receptora glukokortykoidowego. Badania wskazuja, ze
FKBPS5 pelni hamujaca rolg w sygnalizacji glukokortykotropowej na poziomie molekularnym
i ogolnoustrojowym. FKBP5 wiaze si¢ z biatkiem szoku cieplnego 90, biatkiem P23 oraz z innymi
biatkami petlnigcymi funkcje opiekuncze w receptorze steroidowym, wptywajac w ten sposob na
regulacje reakcji na stres.

2. Opis zagadnienia

Wokoét genu FKBPS narodzito si¢ wiele hipotez, ktore naukowcy w ciagu ostatnich lat
postanowili zbada¢. Nasza praca miata na celu zestawienie najnowszych doniesien zwigzanych z
genem FKBPS5. Skoncentrowali$my si¢ na najczgsciej badanych zagadnieniach, poruszajacych role
genu FKBPS5 w reakcji organizmu na stres z uwzglednieniem zespotu stresu pourazowego oraz stresu
zwigzanego z przeciwnosciami losu w okresie wczesnego dziecinstwa. ZaglebiliSmy si¢ rowniez
w tematyke funkcji genu FKBPS w depresji i jej patofizjologii, w leku i przemeczeniu.
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3. Przeglad literatury

Naukowcy z Uniwersytetu Chung-Ang w Seulu postanowili sprawdzi¢ czy utrata genu
FKBPS5 ma wptyw na reakcje organizmu na stres. W tym celu przeprowadzili badanie na myszach,
porownujac osobniki homozygotyczne typu dzikiego do tych z nokautem genu FKBP5. Myszy
zostaty poddane ekspozycji na dlugotrwaly stres ograniczajacy. W wyniku ekspozycji osobniki dzikie
wykazaly anhedoni¢, czyli gldéwny objaw zaburzenia depresyjnego. Natomiast myszy z nokautem
genu FKBPS5 nie zaprezentowaly zadnych zachowan $wiadczacych o wystapieniu u nich depresji.
Dodatkowo przeprowadzono sekwencjonowanie RNA. Analiza ta pozwolita zauwazy¢, ze
przewlekly stres powodowal zmiany w procesach biologicznych zwiazanych z odpowiedzia zapalna
i adhezjg komorek. Dzigki temu zidentyfikowano moduty korelujace ze stresem lub genotypem
badanego genu. Analiza badaczy pokazata, ze u podstaw zachowania odpornego na stres u myszy
z nokautem genu FKBP5 moze leze¢ abberacja w regulacji odpowiedzi immunologicznej oraz
rozwoju uktadu neuroendokrynnego. Badania te pozwoli na potwierdzenie hipotezy, ze gen FKBP5
petni istotna role w reakcji na stres oraz wskazaly drogg do stworzenia strategii leczenia tagodzenia
powodowanych stresem objawow depresyjnych. (Kwon i in. 2019).

Jednymi z najwigkszych stresorow, na jakie jesteSmy narazeni sg oczekiwania spoteczne
i wynikajacy z nich Igk przed porazka w spoteczenstwie. Kolejne doswiadczenie przeprowadzone na
myszach poréwnato zachowanie, zmiany ekspresji neuroendokrynnej i mRNA pomig¢dzy dzikimi
myszami a laboratoryjnymi pozbawionymi genu kodujacego FKBP5 (nokaut genu). Myszy
z brakujacym genem posiadaty nizsza mas¢ nadnerczy, jak roéwniez poziom kortykosteronu
podstawowy i po przewlektym stresie. Cechowaly si¢ takze bardziej aktywnym zachowaniem, jako
sposobem radzenia sobie ze stresem. WyniKi testow sugerujg zwickszone ujemne sprzezenie zwrotne
glukokortykoidow w obrgbie osi podwzgoérze-przysadka-nadnercza, u myszy z nokautem genu.
(Hartmann i in. 2012).

Jesli tak zaskakujace wyniki badan zaobserwowano u myszy, jaka role moze pehié stres
psychospoteczny i zaburzenia hormonalne wérod ludzi?

W gronie pacjentow chorych na depresje obserwuje si¢ zaburzenia regulacji hormonalnej
w uktadzie sprzgzen pomiedzy podwzgorzem, przysadka i nadnerczami. FKBP5 moze stuzy¢, jako
potencjalny mediator systemu reakcji na stres, z czego moze wynikaé jego rola w rozwoju chorob
zwigzanych ze stresem.

Badanie przeprowadzone na 368 zdrowych dorostych, ktorzy zostali poddani procedurze
wywotywania umiarkowanego stresu w warunkach laboratoryjnych (TSST, Trier Social Stress Test);
test skutkowal zmienionymi poziomami kortyzolu. Nastepnie skorelowano u pacjentéw poziom
kortyzolu z r6znymi wariantami genomowymi.

W analizie, najbardziej znaczacy zwigzek wystepowal migdzy wyjsciowym kortyzolem
a homozygotycznymi lub heterozygotycznymi nosicielami allelu C w rs4713902. Ponadto zostata
zauwazona korelacja z ptcia. Odpowiedz kortyzolu u mezczyzn w badaniu byta wigksza niz u kobiet
(Mahon i in. 2013).

Poniewaz zostat udowodniony wpltyw genu FKBP5 na rozwdj depresji, naukowcy
postanowili sprawdzi¢ czy gen ten moze réwniez wptywac na rozwdj, badz objawy przemeczenia.

Zespdt chronicznego zmeczenia jest chorobg o podtozu neuroimmunologicznym, ktorej
etiologia jest stabo poznana. Diugotrwate wyczerpanie po mimo odpoczynku, wystepowanie
zaburzen poznawczych oraz nadwrazliwosci na bol i bodzce czuciowe to ucigzliwe symptomy dla
chorych. W obrazie klinicznym obserwowany jest rowniez niewielki spadek immunoglobulin 1gG3
i 1gG4.

W testach przeprowadzonych w Niemczech na grupie badanej sktadajacej si¢ z 74 chorych
pacjentdow i 76 0séb zdrowych (grupa kontrolna) nie wykazano korelacji migdzy genotypem FKBP5
rs1360780 a wystgpowaniem zespotu chronicznego przemeczenia.

Co wigcej, nie zauwazono rowniez bezposredniego wptywu SNP w rs1360780 (polimorfizm
pojedynczego nukleotydu) na poziom badanych klas immunoglobulin. (Lobel i in. 2015).
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Powyzej zostat opisany wptyw wariantow genu FKBP5 na poziom kortyzolu we krwi, jako
efekt dziatania przewleklego stresu. W tej czgéei artykutu opiszemy wplyw wspomnianego genu na
ryzyko rozwoju zespotu stresu pourazowego po traumatycznym przezyciu.

Zespot stresu pourazowego (PTSD) jest przewleklym zaburzeniem, ktoére wynika
z doswiadczonego wezesniej urazu. W celu zrozumienia zwigzku miedzy objawami zwigzanymi ze
strachem i stresem a osig podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA) zbadano relacje pomiedzy
polimorfizmami pojedynczego nukleotydu (SNP) gendéw osi HPA a objawami PTSD. W tym celu
przeprowadzono badania na 1132 osobach, ktore byly ofiarami trzgsienia ziemi w Chinach. Oceniono
objawy PTSD przy uzyciu skali PCL-5 oraz nasilenie i klastry objawow siedmioczynnikowa
hybrydowa skalg DSM-5 dla PTSD. Dodatkowo oceniono SNP trzech gen6w osi HPA, w tym genu
FKBPS5: rs3800373, rs1360780, rs9470080, rs9296158. Z przeprowadzonych badan wynika, ze
interakcja genu FKBP5 w rs3800373z reakcja srodowiskowa, jaka jest narazenie na uraz, wigze si¢
Z nasileniem objawow PTSD. Dodatkowo stwierdzono korelacj¢ genu FKBPS z genem CRHR1, ktore
wspolnie wptywaly na wzrost nasilenia objawdw U pacjentow z badanym zaburzeniem. (Zhang i in.
2019).

Ze wzgledu na szerokie zainteresowanie naukowcow zwigzkiem migdzy genotypem FKBPS
a diagnoza i nasileniem objawow PTSD Jaksic i wspolpracownicy przeprowadzili badania na 719
osobach, posrod ktorych znajdowaty sie ofiary wojen batkanskich z lat 90 z objawami PTSD i ofiary
wojny bez PTSD oraz zdrowi wolontariusze. Wérodd uczestnikoéw badania przeprowadzong ocene
zgodng ze skalg PTSD oraz oznaczono genotyp SNP FKBP5 w rs1360780. Odkryto nominalny
zwiazek migdzy allelem C a diagnozg PTSD wsrdod ofiar wojen batkanskich. (Jaksic i in. 2019).

W 2019 roku Kuan i wspotpracownicy postanowili sprawdzi¢ patofizjologie PTSD.
Dokonano badania ekspresji genéw w komorkach odpornosciowych u 39 uczestnikow tragedii World
Trade Center: 20 z PTSD 1 19 bez PTSD. Wyniki pokazuja, ze gen FKBP5 i biatko przez niego
kodowane, podobnie jak w poprzednich badaniach jest regulowany w gore i proces ten zachodzi we
wszystkich badanych komorkach odpornosciowych, co wskazuje, ze wptyw PTSD na badany gen
prawdopodobnie nie jest specyficzny w stosunku do komorki. (Kuan i in. 2019).

Kolejnym krokiem, byto przeprowadzenie badania, ktore sprawdzato wykorzystanie biatka
FKBP51, jako potencjalnego punktu uchwytu w leczeniu zespotu stresu pourazowego (PTSD) oraz
depresji i znalezienie mozliwych ligandow.

Jak juz byto wspominane, 0§ podwzgorze - przysadka mézgowa - nadnercza (HPA) jest
centralnym regulatorem reakcji na stres w organizmie. OS$ ta jest kontrolowana przez hormony miedzy
innymi - glukokortykoidy (CORT) wytwarzane przez kore nadnerczy. Receptory glukokortykoidowe
(GR) sg gltdéwnymi receptorami cytoplazmatycznymi dla CORT. Receptory te w duzej iloSci
wystepuja w mozgu. Biatko wigzace - FKBP51 jest centralnym regulatorem systemu odpowiedzi na
stres. Jego dzialanie polega na hamowaniu aktywnosci receptora glukokortykoidowego, zmniejszajac
jego powinowactwo do glukokortykoidow.

Celem badania byta identyfikacja ligandow, ktore miaty zdolno$¢ blokowania supresji
receptora glukokortykoidowego (GR) za posrednictwem FKBP51. W badaniu in vitro mesylan
benztropiny zaburzyt heterokompleks FKBP51 / GR / Hsp90. Dziatanie tego zwigzku potwierdzono
wykonujac kolejne analizy na modelach hodowli komdrkowej, pierwotnych neuronach i skrawkach
moézgu ex vivo. (Sabbagh i in. 2018).

Poza udowodnionym wplywem na rozwoj PTSD gen FKBPS wywiera wplyw na
przetwarzanie doznan boélowych a takze oddzialuje na ryzyko wystgpienia przewlektych dolegliwos$ci
boélowych.

Istotne badanie przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych na 1607 osobach pochodzacych
z réznych etnicznie grup wykazalo zalezno$¢ miedzy wariantem genu FKBP5 w rs3800373
a chronicznym bolem mig$niowo-szkieletowym. Molekularny proces thumaczacy ten proces sugeruje,
ze allel korelowany z ryzykiem powoduje zmiang¢ drugorzedowej struktury RNA, co skutkuje
zmniejszeniem wigzania mikro RNA (miR-320a) do FKBP5. Docelowo wystepuje zmniejszona
wrazliwo$¢ na receptor glukokortykoidowy. (Linnstaedt i in. 2018).

Posrod pacjentow, ktorzy uczestniczyli w wypadkach drogowych oraz wsrdd ofiar napasci
seksualnej przeprowadzono badanie majace powigzaé wystgpienie chronicznego bolu po uplywie
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sze$ciu tygodni od traumatycznego przezycia z genetycznymi wariantami genu FKBPS5. Pod uwage
wzieto szes¢ SNP (polimorfizméw pojedynczego nukleotydu). Poza opisanym powyzej rs3800373,
na wystapienie uogo6lnionego bodlu catego ciata badz bolu migsni karku mialy wplyw rs9380526,
rs9394314, rs2817032 oraz rs2817040. Wsrod tych genotypdw najsilniejsza korelacje wykazat
rs2817032. (Bortsov i in. 2013).

Kolejnym aspektem jest wptyw stresu we wezesnym okresie zycia. Przeciwnosci losu we
wczesnym okresie zycia, dziecinstwie i okresie dojrzewania wptywaja negatywnie na zachowania
W okresie dorostosci, zwigkszaja tez ryzyko rozwoju zaburzen psychicznych.

Przebadano 543 pacjentow, w grupie znajdowaly si¢ osoby, ktére do$wiadczyly stresu
w pierwszych okresach zycia. Wykazano wptyw genu FKBP5 (rs9196158) na zdolnosci kognitywne
pod katem pamigci roboczej. Do oceny pamigci zadaniowej uzywa si¢ interferencje poznawcza. Do
tego celu zostal wykorzystany test oparty na efekcie Stroopa. Im wigksza interferencja tym gorszy
wynik sprawdzenia. Grupy homozygot AA i heterozygot AG z traumatycznymi przezyciami
w dziecinstwie wypadty znaczaco stabiej. (Lovallo i in. 2019).

Kolejne badanie dotyczace interakcji stresu zwiazanego z przeciwnosciami losu we
wcezesnym okresie dziecinstwa i wysokiej ekspresji FKBPS5, przeprowadzone przez Criado-Marrero
i wspotpracownikow, miaty za zadanie sprawdzi¢ czy w takiej korelacji sa indukowane zmiany
fenotypowe na poziomie zmian molekularnych w mézgu. W tym celu badacze poddali separacji
matczynej nowonarodzone myszy z nadekspresja FKBP5 w przodomdzgowiu. Po kolejnych dwoch
miesigcach zaobserwowano, ze u myszy z nadekspresja FKBP5 zwickszyl si¢ poziom Igku.
W grzbietowej cze$ci hipokampu tych myszy zaobserwowano zredukowang fosforylacj¢ kinazy
biatkowej B (AKT), co potwierdza zmiany molekularne zachodzace podczas stresu we wczesnym
okresie dziecinstwa przy zmiennych poziomach FKBPS5. W rezultacie przeprowadzonych badan
udato si¢ udowodni¢, Zze kombinacja stresu zwigzanego z przeciwnosciami losu we wczesnym okresie
dziecinstwa i FKBPS wptywa na gk i sygnalizacj¢ AKT w hipokampie. (Criado-Marrero i in. 2019).

Podobne do poprzednich badania nad przeciwnos$ciami losu w okresie wczesnego
dziecinstwa byly przeprowadzone przez Matsudaira i wspotpracownikéw. Jako przeciwno$é losu
potraktowali oni stopien akceptacji ze strony matek, a nie jak w innych badaniach maltretowanie
w dziecinstwie. W celu przeprowadzenia badania wykonali oni genotypowanie polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu rs1360780 i obrazowanie rezonansem magnetycznym moézgu 202
japonskich dzieci, oraz kwestionariusz Family Diagnostic Test dla rodzicow. Wyniki wykazaty, ze
wérod nosicieli allelu T, powszechnie uwazanego za ryzykowny allel dla zaburzen zwigzanych ze
stresem, stwierdzono pozytywna korelacje migdzy akceptacjg ze strony matki a objetoscig istoty
szarej w lewym wzg6rzu, przy poréwnaniu ich z homozygotami CC. Przy poziomie akceptacji matki
réwnej i ponizej 70 percentyla, dzieci z allelem T miaty, w poréwnaniu do homozygot CC,
zmniejszong regionalng objeto$é istoty szarej wzgérza. Swiadczy to o zaleznym od genotypu
w rs1360780 wplywie poziomu akceptacji ze strony matki na rozwoj moézgu. (Matsudaira i in. 2019).

Aby poszerzy¢ wiedzg na temat wptywu genu FKBPS a przeciwno$ciami losu we wezesnym
okresie dziecinstwa, przeprowadzono badanie na 85 osobach w cigzkiej depresji oraz 67 zdrowych
osobach, jako probie kontrolnej. Zbadano polimorfizm pojedynczego nukleotydu rs1360780
i objetos¢ poszczegodlnych pol hipokampu w badanej grupie. Hipokampy pacjentow z cigzka depresja
byly mniejsze, natomiast pacjentdéw narazonych na przeciwno$ci losu we wczesnym okresie
dziecinstwa wigksze. Posrod tych pacjentow nosiciele allelu T, w poréwnaniu do nosicieli allelu C,
prezentowali mniejsza objetos¢ w obszarze miedzy hipokampem a cialem migdatowatym (HATA).
Prezentowana zmiana objetosci HATA zwigzana z polimorfizmem genu FKBP5 jest dowodem na
wazng role badanego genu w powstawaniu zmian strukturalnych w ciezkiej depresji. (Mikolas 1 in.
2019).

Przeprowadzone w Bostonie badanie majace sprawdzi¢ czy zaburzenia afektywne (lek lub
depresja) cigzarnych moze wplywacé na epigenom ptodu, w podobny sposob, w jaki wptywa narazenie
na powazne stresory w dziecinstwie. Istotng rol¢ w rozwoju neurologicznym petni genetyczna
i epigenetyczna regulacja genow odpowiedzi na glikokortykoidy. Stresujace i niekorzystne warunki
bytowo-srodowiskowe wplywajg na ten proces. Najpierw ustalono zalezno$ci miedzy genotypem
FKBPS5 rs1360780 a wzorami metylacji krwi pepowinowej. Genotyp recesywny znaczaco wptywat
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na zwigkszenie metylacji w podzbiorze przynajmniej 3 CpG zlokalizowanych w intronie 5. Intron 5
zawierajagcy wysoce konserwatywny element odpowiedzi glukokortykoidowej genu FKBPS,
prawdopodobnie odgrywa role rozwojowa. Wniosek ten jest sugerowany przez wystapienie wickszej
metylacji DNA we krwi pepowinowej w stosunku do wystepujacej hipometylacji tego regionu DNA
u dorostych. Probki krwi pepowinowej pochodzgce od matek z zaburzeniami afektywnymi wykazaty
wyzszg metylacje DNA w sposob specyficzny dla genotypu - zwiekszony efekt dla genotypu TT.
Sugeruje to, zZe in uterus okreslony genotyp moze by¢ bardziej wrazliwy na zmiany Srodowiskowe
niz w czasie trwania innych etapéw rozwojowych. Niestety powyzsze badania przeprowadzone byto
na niewielkiej grupie badawczej — na 60 ci¢zarnych. (Duis i in. 2018).

4, Podsumowanie

Obserwujemy pojawianie si¢ wielu nowych publikacji na temat genu FKBP5 omawianego
w tym artykule. Swiadczy to o duzym zainteresowaniu naukowcow tematem potencjalnej mozliwosci
wykorzystania wiedzy o mechanizmie jego dziatania. Istotne okazujg sie rowniez epigenetyczne
zmiany, ktérym podlega.

Analizujagc wybrane artykuly naukowe zajmujace si¢ tematem genu FKBPS i jego
polimorfizméw mozna zauwazyé, ze pelni on rol¢ w patogenezie i regulacji wielu proceséOw
chorobotworczych zwigzanych ze stresem. Kodujaca przez niego lipofilina moze zostaé w przysztosci
wykorzystana, jako punkt uchwytu lekéw przy leczeniu schorzen takich jak depresja czy zespot stresu
pourazowego. Konieczne sg dalsze badania pozwalajace w pelni wyjasni¢ role genu FKBP5S
w organizmie ludzkim.
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9. Rola bialka c-FLIP w patogenezie luszczycy
The role of c-FLIP protein in the pathogenesis of psoriasis
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Streszczenie

Luszczyca jest przewlekla, zapalng i nawracajaca chorobg skory charakteryzujaca sie
zaburzeniem proliferacji i réznicowaniem keratynocytéw. Klinicznym objawem schorzenia jest
wystepowanie blaszek tuszczycowych a poza zmianami skornymi, u czgéci pacjentow odnotowuje
si¢ zajecie innych narzadéw. Ztozona etiopatogeneza tej spondyloartropatii opiera si¢ na czynnikach
genetycznych, epigenetycznych, immunologicznych oraz $§rodowiskowych. Luszczyce
charakteryzuja trzy wazne mechanizmy: hiperproliferacja keratynocytow z ich nieprawidlowym
réznicowaniem oraz obecno$¢ stanu zapalnego. Patogenny mechanizm hiperproliferacji
keratynocytow nie zostal ostatecznie wyjasniony jednak sugeruje si¢ znaczaca rolg zaburzenia
programowanej $mierci komoérki. W procesie apoptozy uczestniczy wiele czynnikow w tym
antyapoptotyczne biatko c-FLIP, strukturalnie spokrewnione z kaspaza 8 ale bez aktywnosci
proteolitycznej, wystepujace jako trzy funkcjonalne izoformy. Biatko c-FLIP wykazuje zdolno$¢
wigzania si¢ do kompleksu zawierajacego biatko FADD blokujac rekrutacje i aktywacje kaspazy-8.
W wyniku zwigzania ligandu z odpowiednim receptorem $mierci, dochodzi takze do oddziatywania
biatka c-FLIP z bialkiem RAF1 oraz RIP co aktywuje czynnik NF-kB oraz $ciezke ERK, promujac
przezycie komorki. Tym samym, wiele badan dotyczacych roli biatka c-FLIP w etiologii tuszczycy,
sugeruje jego znaczaca role w powstaniu i rozwoju omawianego schorzenia udowadniajac istotnie
zwigkszong ekspresje genu CFLAR kodujacego biatko c-FLIP. Badania zwiazane z zastosowanym
leczeniem udowadniaja ponadto, korelacje pomiedzy poziomem wspomnianego biatka
a manifestacjami klinicznymi.

1. Luszczyca

Luszczyca jest przewlekla choroba zapalna skory charakteryzujaca si¢ zaburzeniem
réznicowania keratynocytéw z hiperproliferacja naskorka oraz klinicznym wystgpowaniem blaszek
tuszczycowych. U wielu pacjentow choroba objawia si¢ nie tylko zmianami skérnymi, ale rowniez
zajeciem innych narzadow. Szacuje si¢, ze u 5-30% pacjentdOw oprocz objawowej tuszczycy rozwija
si¢ tuszczycowe zapalenie stawow. Etiopatogeneza schorzenia nie jest w petni poznana, stad sugeruje
si¢ udziat czynnikéw genetycznych, immunologicznych i srodowiskowych. Znanych jest ponad 20
loci zwiazanych z mozliwoécig rozwoju tuszczycy. Ponadto, istotng role odgrywaja czynniki
epigenetyczne tj.: hipermetylacija DNA w zmianach tuszczycowych, nieprawidtowa ekspresja
mikroRNA (miRNA) bedacych jednoniciowymi czasteczkami RNA wplywajacych dodatnio lub
ujemnie na ekspresj¢ innych gendéw oraz hipoacetylacj¢ histonu H4. Wsrod czynnikow
srodowiskowych wyrdznia si¢: zakazenia bakteryjne, wirusowe, leki, alkohol, stres oraz nikotyng
(Owczarczyk-Saczonek i Placek 2014).

Z uwagi na obserwowane w tuszczycy liczne zaburzenia immunotolerancji, chorobe zalicza
si¢ do kregu schorzen autoimmunologicznych. Decydujaca rolg¢ w rozwoju tuszczycy odgrywa
aktywacja osi 1L-12/Th1/IFN-y oraz Th17/IL-23. Interleukina 12 uczestniczy w rdznicowaniu Thl
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a tym samym w reakcjach autoagresji mediowanych przez wspomniane komorki. Interleukina 23
wplywa na podtrzymanie reakcji zapalnej mediowanej przez Thl, na utrzymanie puli komérek
zapalnych a takze na dojrzewanie Th17. Ponadto, obserwuje si¢ zaburzenia funkcji limfocytéw Treg
niszczacych limfocyty autoreaktywne w warunkach fizjologicznych. Dowiedziono réwniez, ze
keratynocyty tuszczycowe wykazuja hiperproliferacje z niepelnym réznicowaniem i znaczng
opornoscig na proces apoptozy (Owczarczyk-Saczonek i Placek 2014).

2. Apoptoza

Apoptoza, czyli programowana $mieré komorki, jest fizjologicznym procesem
warunkujgcym prawidtowa czynno$¢ organizmu, przebiegajacym zawsze wedtug scisle okreslonego
schematu. Pierwszym etapem sa zmiany w jadrze komdérkowym gdzie chromatyna ulega kondensacji,
umiejscowieniu pod btong komoérkowa a nastepnie obkurczeniu i fragmentacji jadra. W nastepnym
etapie dochodzi do kondensacji cytoplazmy a takze utworzenia pecherzykow na komorce.
Uwypuklenia btony komorkowej tworza tzw. ciatka apoptotyczne zawierajace chromatyne,
cytoplazme i organella. Ostatnim etapem jest fagocytoza ciatek apoptotycznych. Apoptoza moze
przebiega¢ w roézny sposob angazujac odmienne organelle komorkowe. Najlepiej poznanymi
Sciezkami apoptozy sa: zwigzany z btong komorkowa szlak zewnetrzny, tzw. szlak receptorowy oraz
zwigzany z udziatem mitochondrium, szlak wewnatrzkomoérkowy. Innymi poznanymi szlakami
apoptozy jest szlak pseudoreceptorowy wykorzystujacy perforyny i granzym B oraz szlak
siateczkowy, indukowany stresem wykorzystujacy retikulum endoplazmatyczne (Paduch i in. 2015;
Stepien i in. 2007).

2.1 Wewngtrzny szlak apoptozy

Wewnetrzny szlak apoptozy, nazywany rowniez mitochondrialnym, ulega aktywacji na
skutek m.in. stresu oksydacyjnego, uszkodzen DNA, zaburzen transportu elektronéw, wzrostu
stezenia reaktywnych form tlenu, a takze jonéw wapnia (Ockner 2001; Stepien i in. 2007). Szlak ten
przebiega z udzialem mitochondrium a najwazniejszym jego elementem sa megakanaly (ang.
permeability transition pore, PTP) utworzone na styku dwoch bton mitochondrialnych. Pory
mitochondrialne powstajg prawdopodobnie z translokazy nukleotydow adeninowych (ANT) w btonie
wewnetrznej oraz kanatu anionowego VDAC (ang. voltage-dependent anion channel) regulowanego
przez zmiany potencjatu btonowego i BRP (obwodowy receptor benzodiazepiny) zlokalizowany
w blonie zewnetrznej. W wyniku otwarcia kanatldéw mitochondrialnych pod wplywem okreslonych
czynnikdw dochodzi do uwolnienia cytochromu ¢ (Stgpien i in. 2007; Kroemer 2003). Kolejna
hipoteza dotyczaca modelu budowy i powstawania poréw mitochondrialnych jest wylaczne dziatanie
translokazy nukleotydéw adeninowych wewngtrznej blony mitochondrialnej z pgczniejagcym matriks,
co powoduje przerwanie zewngtrznej blony mitochondrialnej (Stepien i in. 2007). Czynnikami
sprzyjajacymi przedstawionemu procesowi s3 jony wapnia oraz palmityniany, a takze oddziatujace
bezposrednio z ANT biatka Bax, Bak, Bcl-2 (Stepien i in. 2007; Marzo i in. 1998). Inne znane teorie
to permeabilizacja zewnetrznej btony mitochondrialnej z oddziatywaniem VDAC oraz biatka Bax
atakze indywidualne dzialanie biatka Bax (Stgpien i in. 2007). Wynikiem wszystkich
przedstawionych hipotez ostatecznie jest uwolnienie z mitochondrium cytochromu c, ktory taczy sie
z nieaktywna kaspaza 9 oraz czynnikiem Apaf 1 tworzac struktur¢ nazywang kotem $mierci lub
apoptosomem. Powstaly kompleks aktywuje kaspazg 9 dalej indukujaca dziatanie kolejnych kaspaz
wykonawczych (Stepien i in. 2007; Kroemer 2003).

Mitochondrialny szlak apoptozy jest regulowany przez wiele czynnikdw w tym przez biatka
z rodziny Bcl-2 do ktorych zaliczamy zaréwno inhibitory apopotozy — Bcl-2, Bel-XL, Bel-w, Mcl-1,
jak i biatka proapototyczne — Bid, Bad, Bak, Bax, Noxa (Stgpien i in. 2007; Borner 2003). Ponadto
do czynnikoéw antyapoptotycznych mozna zaliczy¢ biatka IAP a do proapoptotycznych biatko p53
(Stepien i in. 2007).

2.2 Zewnatrzkomérkowy szlak apoptozy

Proces programowanej $mierci komorki przebiegajacy szlakiem zewnatrzkomoérkowym
(receptorowym) jest zwigzany z receptorami blonowymi oraz ich ligandami. Do wspomnianych
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receptorow zaliczamy biatka nadrodziny receptorow czynnika martwicy nowotworu TNF (ang. tumor
necrosis factor) —- TNFR1(p55TNF-R), TNFR2(p75TNF-R), Fas/APO-1/CD95, DR-3/TRAMP, DR-
4/TRAIL-R1, DR-5/TRAIL-2. W wyniku potgczenia odpowiedniego liganda z receptorem dochodzi
do przekazania sygnatu do bialka adaptorowego FADD (ang. fas-associated death domain), ktory
poprzez domeng¢ $mierci (ang. death domain, DD) zlokalizowang na C-koficu, taczy si¢ z domena
$mierci receptora. Ponadto, wystepujaca na N-koncu tancucha polipeptydowego FADD, domena
$mierci laczy si¢ z odcinkiem DED bialek efektorowych: prokaspazy 8 lub 10 (Stgpien i in. 2007;
Paduch i in. 2015). Do przekazania sygnatu niezbedne jest rOwniez przylaczenie przy udziale biatka
TRADD (ang. TNFR-associated death domain), biatka RIP (ang. receptor-interacting protein)
(Stepien i in. 2007; Paduch i in. 2015).

3. Bialko C-FLIP w luszczycy

3.1 Struktura biatka c-FLIP

Biatko c-FLIP (ang. cellular flice-like inhibitory protein) jest biatkiem antyapoptotycznym,
nalezacym do rodziny biatek FLIP, zawierajacym w swojej strukturze domene $mierci (ang. death
effector domain, DED). Gen kodujacy biatko c-FLIP, nazwany CFLAR, znajduje si¢ na ludzkim
chromosomie 2g33-34, ma dtugos¢ 50Kb i jest przestrzennie oddzielony 10 intronami. Wyr6znia si¢
13 wariantow splicingowych biatka c-FLIP, w tym trzy gléwne izoformy ludzkie: c-FLIPs, c-FLIPr
oraz c-FLIP. (Safa 2012). Forma c-FLIP_ to biatko o masie 55kDa, zawierajace dwie domeny DED
na N-koncu tancucha polipeptydowego oraz domen¢ podobng do kaspazy na C-koncowym odcinku
fancucha. Pomimo podobnej organizacji domen do prokaspazy 8, omawiana izoforma nie ma
w strukturze domen katalitycznych, stad nie wykazuje aktywnosci proteolitycznej kaspazy. C-FLIPs
to izoforma o masie 27 kDa ztozona z dwoch domen DED natomiast c-FLIPr jest izoforma o masie
25 kDa (Tsuchiya i in. 2015). Powstanie konkretnej izoformy biatka c-FLIP jest zalezne od
polimorfizmu pojedynczego nukleotydu, nazwanego rs10190751. Ponadto, wszystkie trzy izoformy
biatka c-FLIP wykazuja zdolno$¢ tworzenia heterodimerdéw z kaspazg 8 poprzez interakcje domen
DED (Tsuchiya i in. 2015; Ueffing i in. 2009). Regiony C-koncowe form c-FLIPs oraz c-FLIPr
odgrywaja szczegdlng role w ubikwitynacji i degradacji oraz ich funkcji przeciwapoptotycznej (Safa
2012).

Ekspresja genu kodujacego biatko c-FLIP jest regulowana zardwno na poziomie
transkrypcyjnym, translacyjnym jak i potranslacyjnym. Wielokrotonie wykazano, ze izoformy tego
biatka sg regulowane w sposob zalezny od rodzaju sygnatu jak i okreslonej komorki. Transkrypcje
genu biatka c-FLIP indukuja takie czynniki jak: NFATc2, EGR1, AR i SP1, NF-kB, P53, FoxO,
CREB, AP-1 (cFos / c-Jun), natomiast w hamowaniu transkrypcji biorg udziat: c-myc, FoxO3a, c-
Fos, IRF5i SP3 (Safa 2013; Tsuchiya i in. 2015; Subramaniama i in. 2013). Ponadto, warto zwroci¢
uwagg na brak korelacji pomiedzy iloscig transkryptu c-FLIP a poziomem biatka w komorce. Fakt
ten wynika nie tylko z krotkiego okresu poltrwania tego biatka w komorce, ale rowniez z obrobki
potranskrypcyjnej. Wykazano, ze na poziom biatka c-FLIP wptywaja czasteczki miRNA bedace
matymi jednoniciowymi czasteczkami RNA o dlugosci od 21 do 23 nukleotydow majacymi zdolnos¢
negatywnej lub pozytywnej regulacji genow. Wskazuje si¢ m.in. na role miR-512-3p w indukcji
apoptozy, poprzez hamowanie ekspresji genu biatka c-FLIP. Wskazuje si¢ takze na role nadtlenku
wodoru w indukcji ubikwitynacji biatka cFLIP celem jego proteasomalnej degradacji (Wang i in.
2008; Subramaniama i in. 2013).

3.2 C-FLIP w regulacji szlaku receptorowego apoptozy

Sciezka zewnatrzkomorkowego szlaku apoptozy rozpoczyna sie w chwili potgczenia ligandu
z receptorem $mierci na powierzchni komorki. W wyniku tego dochodzi do asocjacji biatek
adaptorowych: domeny $mierci zwigzanej z Fas (FADD) lub domeny $mierci zwigzanej z receptorem
TNF (TRADD) do receptora poprzez obecng na C-koncu domene DD. Nastepnie biatko adaptorowe
poprzez domeng DED na N-koncu taczy si¢ z prokaspaza 8 tworzac kompleks DISC. W kolejnych
etapach dochodzi do powstania aktywnej formy kaspazy 8 na drodze homotypowej dimeryzacji
prokaspazy 8 i autokatalitycznej aktywacji proteolitycznej do czesciowo czynnej proteazy.
W kolejnym etapie zachodzi dalsza transkatalityczna aktywacja proteolityczna w wyniku czego
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powstaje w pelni aktywna proteaza cysteinowa zdolna do translokacji i uaktywnienia kaspaz
wykonawczych apoptozy (kaspazy 3,6,7). Pod wzgledem strukturalnym biatka z rodziny c-FLIP
i prokaspaza 8 sa do siebie podobne z uwagi na obecno$¢ dwoch domen DED. Biatko c¢-FLIP moze
wiec taczy¢ si¢ z domeng DED biatka FADD uniemozliwiajac prokaspazie 8 proteolityczna
autoaktywacj¢ (Pajak i Orzechowski 2005; French i Tschopp 1999).

Prokaspaza 8 sktada si¢ z czynnej katalitycznie domeny kaspazowej w sktad ktorej wchodzi
podjednostka p20(p18) oraz pl0 niezbedne do utworzenia czynnego heterotetrameru (Pajak
i Orzechowski 2005; French i Tschopp 1999). C-FLIPs oraz c-FLIPg ulegaja przytaczeniu do
kompleksu DISC; tworzg heterodimery z prokaspaza 8. C-FLIPs catkowicie blokuje aktywacje
prokaspazy 8, natomiast w przypadku c-FLIP_dochodzi do czgéciowej aktywacji do formy, ktora nie
jest zdolna do indukcji apoptozy. W wyniku cze$ciowe] aktywacji, sam c-FLIP. ulega podziatowi
w pozycji Asp-376 na dwa fragmenty: C-terminalny FLIP(p12) ulegajacy uwolnieniu oraz N-
terminalny FLIP(p43). W wyniku tego procesu nieprzetworzony c-FLIP. oraz FLIP(p43) tworza
heterodimery z kaspaza 8 powodujac jej sekwestracje w poblizu receptora oraz ograniczajac jej pelna
aktywacje, co w konsekwencji powoduje, ze nie moze ona oddziatywaé¢ na kaspazy efektorowe
i powodowaé przetwarzania skladowych kompleksu DISC np. RIP (Pajak i Orzechowski
2005;Micheau i in. 2002).

Biatko c-FLIP poza hamowaniem szlaku apoptozy, ktéry zalezy od kompleksu DISC,
zwigksza znaczaco przezywalno$¢ komorek poprzez aktywacj¢ antyapoptotycznego czynnika NF-
kB. Wskazany czynnik aktywuje geny takich biatek jak: Bcl-2/Al, TRAF-1, TRAF-2, IAP-1 oraz
IAP-2. Aktywnos$¢ czynnika NF-xB podlega regulacji przez bialka inhibujace IxB. W wyniku
fosforylacji przez kinaze IKK-y, odtaczenie, ubikwitynacje i proteosomalng degradacje, inhibitor nie
hamuje przemieszczania si¢ NF-kB do jadra komoérkowego w wyniku czego jest indukowana
transkrypcja genow poprzez NF-kB (Safa i in. 2008).

3.3 Manifestacja c-FLIP w tuszczycy

Charakterystyczng cechg keratynocytéw tuszczycowych jest ich hiperproliferacja, stad
zaklada si¢, ze w rozwoju tuszczycy dochodzi do zaburzenia regulacji szlakow przezycia komorki
i supresji apoptozy. Wielokrotnie wykazano znaczacy wzrost poziomu inhibitoréw apoptotycznych
w tuszezycy. Istnieje niewiele dowodow na zwiazek zwickszonej ekspresji biatka c-FLIP
z manifestacjg kliniczng tuszczycy. Zaklada si¢ jednak, ze antyapoptotyczne biatko c-FLIP, ze
wzgledu na znacza homologie¢ strukturalng z prokaspaza 8, chroni keratynocyty tuszczycowe przed
apoptoza indukowang receptorami $mierci. Imam i wsp. poddali analizie poziom mRNA omawianego
inhibitora apoptozy — biatka c-FLIP, u pacjentéw z tuszczyca zwykla od ktorych pobrano po dwa
materiaty biopsyjne: jeden z fragmentow skory objetej zmianami tuszczycowymi (proba badana),
oraz jeden z fragmentu skory co najmniej 1cm od zmiany (proba kontrolna). Stwierdzono znaczaco
wyzszy poziom mRNA c-FLIP w komoérkach pochodzacych ze zmian tuszczycowych w porownaniu
z poziomem mRNA tego biatka w komoérkach nie objetych zmianami, co potwierdza znaczacg role
c-FLIP w rozwoju choroby. Ponadto, wykazano istotng, dodatnig korelacje miedzy ekspresjg genu
kodujacego biatko c-FLIP w naskérku zmienionym chorobowo a wynikami wskaznika PASI,
wskazujac na silny zwiazek poziomu ekspresji biatka z klinicznym nasileniem choroby. Autorzy
badan nie wykazali istotnej korelacji migdzy poziomem biatka c-FLIP a takimi czynnikami jak: wiek
chorego, pte¢, wiek w chwili poczatku choroby, czas trwania tuszczycy oraz rodzaj zakazenia
poprzedzajacego schorzenie (Immam i in. 2013).

W kolejnych badaniach poddano ocenie ekspresje genu kodujacego biatko c-FLIP
U pacjentdw chorych na tuszczyce oraz u osob bez dysfunkcji dermatologicznych. Yang i wsp.
stosujac RT-PCR oraz barwienie immunohistochemiczne wykazali silng ekspresje we wszystkich
warstwach naskorka, skory objetej zmianami tuszczycowymi w poréwnaniu z naskorkiem zdrowym.
Ponadto, poziom c-FLIP korelowat z warto$cig wskaznika PASI oraz warto$cia wskaznika apoptozy.
Whnioskowano wigc, ze nadekspresja c-FLIP przyczynia si¢ do nieprawidlowej proliferacji
keratynocytow z powodu funkcjonalnego hamowania szlaku apoptotycznego (Yang i in. 2009).
Podobne wyniki uzyskali Hewedy i wsp., ktorzy poddali badaniu czterdziestu pacjentow z tuszczyca
wykazujac zwickszong ekspresj¢ genu biatka c-FLIP. U os6b bez dysfunkcji dermatologicznych,
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stanowigcych grupe kontrolng, obserwowano negatywna lub staba ekspresje tego genu. Podobnie jak
w przypadku wynikéw badan uzyskanych przez Yang i wsp., wykazano istotna, dodatnia korelacje
migdzy warto$ciami wskaznika PASI a poziomem ekspresji genu biatka c-FLIP (Hewedy i in. 2017).

Obecnie dostepne s3 leki przeciwluszczycowe majace na celu hamowanie proliferacji
keratynocytow oraz pobudzenie szlaku apoptozy. Do lekow wykazujacych wspomniane dziatanie
naleza: propylotiouracyl, steroidy, cyklosporyna A, metotreksat (MTX) oraz kalcypotriol.
Metotreksat, antagonista kwasu foliowego, jest najczesciej stosowanym S$rodkiem w leczeniu
luszezycy stad przeprowadza si¢ wiele badan majacych na celu wyjasnienie skutecznos$ci dziatania
MTX na regulacj¢ apoptozy. Elango i wsp. przeprowadzili badania dotyczace skuteczno$ci leczenia
metotreksatem u pacjentow z tuszczycg badajac m.in. ekspresj¢ biatka c-FLIP przed podaniem leku
i po zakonczeniu leczenia. Ostatecznie wykazano znaczace obnizenie ekspresji genu kodujacego
biatko c-FLIP po 12miesigcach stosowanego leczenia co spowodowalo normalizacj¢ procesu
apoptozy. Redukcja poziomu biatka c-FLIP prowadzi réwniez do obnizenia aktywacji NF-kB,
a nastepnie aktywacji biatek apoptotycznych. Ponadto, we wskazanych badaniach stwierdzono
wzrost aktywnosci kaspazy 9 oraz obnizenie ekspres;ji biatek Bel-x1, NFkBp65 oraz pAktl. Wykazane
skutki zastosowanego leczenia jednoznacznie udowadniaja proapototyczne dziatanie metotreksatu
(Elango i in. 2017).

4. Podsumowanie

Molekularne podstawy proces6w zaburzen proliferacji i réznicowania keratynocytow
umozliwiaja zrozumienie powstawania i rozwoju tuszczycy. Okazuje si¢, iz wiele czynnikow wptywa
na utrate fizjologicznej funkcji apoptozy komorki jaka jest eliminacja uszkodzonych komorek.
Jednym z czynnikdéw powodujacych zatrzymanie programowanej $§mierci komorki jest biatko c-FLIP,
ktére w zaleznosci od izoformy blokuje aktywacj¢ kaspazy 8 (izoforma c-FLIPs) catkowicie lub tylko
czgsciowo (c-FLIPL). Przeprowadzone badania, u chorych na tuszczyce, udowadniajg znaczny wpltyw
nadekspresji c-FLIP na manifestacje kliniczng choroby. Ponadto wykazano, ze w wyniku
zastosowanego leczenia dochodzi do hamowania ekspresji genu kodujacego to biatko, powodujac
normalizacj¢ procesu apoptozy. Sugeruje to, ze zarowno gen CFLAR jak i samo biatko c-FLIP moga
w przysztosci staé si¢ jednym z celow terapeutycznych stosowanych w tuszczycy.
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Streszczenie

MikroRNA (miRNA) to krotkie, niekodujace czasteczki RNA o dlugosci 18-24
nukleotydow. MiRNA wykazuje w postaci dojrzatej zdolno$¢ kontroli ekspresji gendw na poziomie
potranskrypcyjnym. Dojrzate miRNA wchodzac w sktad kompleksu RISC (ang. RNA induced
silencing complex) bioracego udziat w wyciszaniu ekspresji genow, kontroluje translacj¢ docelowego
mRNA, implikujac jego zahamowanie w przypadku niepeinej komplementarnosci obu czasteczek lub
catkowita degradacje docelowego mRNA w przypadku pelnej komplementarnosci. Potwierdzono, iz
czasteczki miRNA wykazuja zdolno$¢ kontroli procesu programowanej $mierci komoérki za
posrednictwem jednego z czynnikow proapoptotycznych — p53. Biatko p53 kontroluje glowne szlaki
indukujace apoptoze poprzez oddziatywanie m.in. z genem kodujacym proapoptotyczne biatko Bax,
genem Noxa oraz PUMA. Ponadto p53 aktywuje geny PIGs oraz jest zaangazowane w $ciezki zalezne
od receptorow $mierci i ekspresje¢ receptora FAS. Biatko p53 podlega regulacji bezposredniej lub
posredniej przez czasteczki miRNA takie jak: miR125b, miR504, miR-34a, miR29 oraz miR122.

1. Biogeneza miRNA

MikroRNA (miRNA) to krotkie, regulatorowe czasteczki RNA, o dlugosci 18-24
nukleotydow, wplywajace na aktywnos¢ okreslonych czasteczek matrycowego RNA (mRNA).
MiRNA odgrywajg szczegblng role w procesach zaréwno fizjologicznych jak i patologicznych, takich
jak: erytropoeza, apoptoza, rdéznicowanie komodrek macierzystych ukladu krwiotworczego,
angiogeneza, neurogeneza czy onkogeneza (Hukowska-Szematowicz i Deptuta 2010). Geny dla
mMiRNA mieszcza si¢ w intronach, egzonach genoéw strukturalnych lub obszarach miedzygenowych
i sa w wigkszos$ci transkrybowane przez polimeraze II. Jednakze opisano réwniez kilka miRNA
ulegajacych transkrypcji przy udziale polimerazy III (Hukowska-Szematowicz i Deptuta 2010; Li
i in. 2007; Filip 2007). Produkt opisanej transkrypcji okresla si¢ jako pri-miRNA i posiada na koncu
5 czapeczke (ang. cap) z 7-metyloguanozyny i ogon zlozony z poli-A na koficu 3'. Wielko$¢
pierwotnego transkryptu pri-miRNA wynosi do Kilku kb. W jego obrebie wystepuje fragment ztozony
z 60-70 nt, przyjmujacy strukture tzw. ,.spinki do wlos6w” bedacej dwuniciowym fragmentem
przedzielonym petla niesparowanych nukleotydow. Dojrzewanie pri-miRNA zwigzane jest
Z dziataniem dwoch enzyméw z rodziny rybonukleazy 1l: enzymu Droscha i Dicer (Filip 2007;
Ouellet i in. 2006; Filip 2006).

Enzym Drosha jest endonukleaza klasy II, zawierajaca podwojna domene RNazy III (RIIID),
domeng wiazacg dwuniciowe DNA (dsDNA) na koncu C, obszar bogaty w reszty proliny (PRR) oraz
na koncu N - domeny bogate w reszty argininy i seryny (RS). Kofaktorem dla enzymu Drosha jest
biatko DGCRS8 (ang. DiGeorge syndrome Critical Region 8) decydujace o specyficznosci
endonukleazy (Filip 2007; Ouellet i in. 2006; Filip 2006). Domeny RIIID maja zdolno$¢ tworzenia

58|Strona


mailto:joanna.miskiewicz@med.sum.edu.pl

Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

wewnatrzczasteczkowego dimeru, co umozliwia przeciecie pri-miRNA u podstawy struktury ,,spinki
do wlosow”, tworzac pre-miRNA o dlugosci ~ 70nt. Domena RIIIDa przecina czg$¢ 5', natomiast
domena RINIDb tnie czg$¢ 3' transkryptu. Prowadzi to do powstania pre-miRNA posiadajacego na
koncu 5' grupe fosforanowg a na koncu 3' dwa niesparowane nukleotydy (Filip 2007; Ouellet i in.
2006).W kolejnym etapie czasteczka pre-miRNA przechodzi do cytoplazmy po polaczeniu
Z jadrowym biatkiem transportowym Exportin-5 (Filip 2007; Chendrimada i in. 2007).

Enzym Dicer jest duzym biatkiem (~200 kDa) wystepujacym glownie w cytoplazmie i w
obszarze siateczki $rodplazmatycznej. Zawiera Kilka domen, w tym: N-koncowa o aktywnosci
ATPazy/helikazy, domen¢ DUF283, domen¢ PAZ (PIWI/Ago/Zwolle) oraz C-koncowa RIIID
ztozong z domeny dsRBD i z dwoch domen katalitycznych wykazujacych aktywno$¢ RNazy 111 (Filip
2007; Ouellet i in. 2006; Filip 2006). Dicer jest zalezny od ATP i wykazuje silne powinowactwo do
dsRNA zawierajacego na koncu 3' dwa niesparowane nukleotydy rozpoznawane przez domen¢ PAZ
(Filip 2007; Ouellet i in. 2006; Zhang i in. 2007). Uwaza si¢, ze kazda z domen katalitycznych RII1D
tnie tancuch pre-miRNA tworzac przejsciowa, dwuniciowg forme, przy czym dhugo$¢ powstatych
tancuchow RNA wynosi ~ 21nt (Filip 2007; Ouellet i in. 2006).

Aktywnos¢ Dicer jest determinowana przez szereg biatek towarzyszacych tj. TRBP (ang.
transactivating response RNA-binding protein), Ago2 nalezace do rodziny biatek Agronaut, biatko
FMRO (ang. fragile X mental retardation protein) oraz biatko PACT (ang. protein kinase R activating
enzyme). W wyniku dziatania enzymu Dicer powstaje nietrwata, dwuniciowa forma miRNA,
ulegajaca rozdzieleniu. Jeden z tancuchéw ulega wilaczeniu w kompleks RISC (ang. RNA induced
silencing complex) — biatkowy kompleks o aktywnos$ci specyficznej nukleazy umozliwiajac
ukierunkowanie do docelowego mRNA, natomiast drugi tancuch ulega degradacji (Filip 2007).

Dojrzate miRNA, wiaczone w kompleks RISC, wykazujg zdolno$¢ oddziatywania na
poziom ekspresji mRNA genu docelowego w sposob dwojaki, w zalezno$ci od komplementarno$ci
obu czasteczek. W wyniku pelnej komplementarno$ci, zwigzanie regionu 3' UTR mRNA z miRNA,
prowadzi do przecigcia matrycowego RNA w obrgbie RISC pomiedzy sparowanymi z 10 i 11
nukleotydem czasteczki miRNA liczac od konca 5'. Z kolei jedynie hamowanie translacji nie zalezy
od peinej komplementarnosci miRNA z mRNA a zachodzi w skutek przytaczania miRNA do regionu
3'UTR mRNA, przy czym poziom transkryptu nie ulega obnizeniu (Filip 2007; Hukowska-
Szematowicz i Deptuta 2010).

2. Apoptoza

Apoptoza jest definiowana jako aktywny, fizjologiczny proces uruchamiany po zadziataniu
odpowiedniego bodzca indukujacego jeden ze szlakow programowanej $mierci komoérki. Gtownymi
szlakami apoptotycznymi jest szlak zewnatrzpochodny i wewnatrzpochodny.

Zewnatrzpochodny szlak apoptozy tzw. szlak receptorowy, jest indukowany w chwili
polaczenia ligandu z jego blonowym receptorem $mierci. Do najliczniejszej grupy wspomnianego
typu receptoréw nalezy rodzina receptorow czynnika martwicy nowotworéw TNFR: TNFRI,
TNFR2, Fas/CD95/Apol lub TRAIL/Apo2, ktore zbudowane sg z domen: cytoplazmatycznej,
transblonowej i zewnatrzkomorkowej. Po polagczeniu receptora z odpowiednim ligandem (TNF-o,
FasL, TRIAL/Apo2L) dochodzi do przekazania sygnatu do biatka FADD (ang. fas-associated death
domain) zawierajacego na C-koncu domeng $mierci DD (ang. death domain), dzigki ktorej taczy si¢
z domeng DD receptora. Obecna na N-koncu tancucha polipeptydowego biatka FADD domena
$mierci, taczy si¢ z domena DED prokaspazy 8 Iub 10. Aktywacja kaspaz efektorowych indukuje
ostatecznie kaspazy wykonawcze, prowadzace do $mierci komorki (Paduch i in. 2015; Stepien i in.
2007).

Szlak wewnatrzpochodny (mitochondrialny) ulega aktywacji w przypadku wzrostu st¢zenia
wolnych rodnikéw tlenowych, jonéw wapnia w cytoplazmie lub uszkodzenia DNA. Dziatanie
wymienionych czynnikow powoduje otwarcie mitochondrialnych kanatéw jonowych nazywanych
megakanatami (ang. permeability transition pore, PTP) umiejscowionych na styku dwoch bton
mitochondrialnych. W wyniku tego procesu dochodzi do uwolnienia do cytoplazmy cytochromu c,
ktéry wiagze si¢ z bialkowym czynnikiem Apaf-1 oraz prokaspaza 9 w wyniku czego powstaje
trojsktadnikowa struktura nazywana apoptosomem. W sktad apoptosomu wchodzi rowniez kompleks
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biatek antyapoptotycznych Bcl-2/Bcl-x1 do ktérych mogg przytaczaé si¢ biatka proapoptotyczne Bid,
Bad, BaK, Bik. Powoduje to unieczynnienie kompleksu Bcl-2/Bcl-xI i prowadzi z kolei do aktywacji
kaspazy 9 oraz kolejnych kaspaz wykonawczych (Paduch i in. 2015; Stepien i in. 2007).

Szlak mitochondrialny jest kontrolowany m.in. przez rodzing biatek Bcl-2 do ktorych naleza
biatka proapoptotyczne takie jak: Bid, Bad, Bak, Bax oraz biatka antyapoptotyczne takie jak: Bcl-2,
Bcl-xl, Bcl-w. Kluczowym biatkiem proapoptotycznym wewngtrznego szlaku apoptozy, jest rOwniez
biatko p53 indukujace ekspresj¢ genow biatek: Bax, APAF-1 (ang. apoptic protease activating factor-
1), NOXA oraz PUMA (ang. p53 upregulated modulator of apoptosis). Biatko p53 dzigki interakcji
z kompleksem Bcl-2/Bcl-x1 powoduje ich unieczynnienie oraz zwigkszenie przepuszczalnosci btony
mitochondrialnej i uwolnienie cytochromu ¢ (Paduch i in. 2015; Stepien i in. 2007).

3. Bialko p53

Biatko p53 to potgzny supresor bedacy czynnikiem transkrypcyjnym odgrywajacym wazna
role w inicjacji odpowiedzi komorki na uszkodzenia DNA, bodZce stresowe czy nieprawidlowe
sygnaty proliferacyjne. Struktura biatka p53 jest ztozona, a pelng aktywnos$¢ zyskuje ono w wyniku
prawidtowego sfaldowania tworzac tetrametry (Sznarkowska i in. 2010).

Gen P53 (TP53) kodujacy biatko p53, wystepuje u cztowieka na chromosomie 17p13.1. Ma
niewielkie rozmiary, gdyz liczy zaledwie 20 kbp. W strukturze genu wystepuje jedenascie eksondw,
kodujacych tylko 393 aminokwasy, poprzedzielanych dziesigcioma intronami. Produkt transkrypcji
genu zawiera siedem domen, spetniajacych $cisle okre§lone funkcje decydujace 0 przezyciu lub
apoptozie komoérki (Sznarkowska i in. 2010; Harms i Chen 2005). Aktywne biatko p53 jest wigc
tetramerem zlozonym z czterech identycznych podjednostek zbudowanych z 393 aminokwasow.
Kazda podjednostka sktada si¢ z trzech domen strukturalnych: domeny N-terminalnej, rdzenia (w
catosci zbudowanego z domeny wigzacej DNA) i domeny C-terminalnej. Domena N-terminalna jest
zbudowana z domeny transaktywacyjnej oraz rejonu bogatego w reszty proliny, ztozonego
z wielokrotnych powtorzen motywu PXXP (P-prolina, X-dowolny aminokwas). Wspomniana
domena jest odpowiedzialna za indukcje apoptozy jedynie poprzez oddziatywania z innymi biatkami,
w tym z antyapoptotycznym biatkiem Bcl-XL. Ponadto, biatko p53 moze przylaczaé si¢ do biatek
proapoptotycznych z rodziny Bcl-2 (np. Bax) indukujac apoptoze (Sznarkowska i in. 2010; Harms
i Chen 2005). Rejon bogaty w reszty proliny domeny N-terminalnej ma zdolnoé¢ regulacji procesu
apopotozy poprzez wigzanie biatlek majacych w swojej strukturze domeny SH3 a ponadto wptywa
na interakcje p53 z innymi biatkami. W przypadku delecji regionu bogatego w proliny zwigksza si¢
podatnos$¢ na degradacje z udziatem ubikwityny MDM?2 a mozliwo$¢ inicjacji apoptozy na szlaku
mitochondrialnym zostaje zablokowana. (Sznarkowska i in. 2010; Hoh i in. 2002).

Koniec C-terminalny biatka p53 zbudowany jest z trzech fragmentow: NLS, NES, fragmentu
TET oraz fragmentu wigzacego nieswoiscie DNA. Fragment NLS umozliwia dostanie si¢ biatka do
wnetrza jadra a fragment NES wydostanie si¢ biatka p53 z jadra do cytoplazmy. Fragment TET jest
zbudowany z tafcucha beta oraz alfa helisy, umozliwiajgc biatku tworzenie struktury tetrameru
w wyniku podwdjnej dimeryzacji. Fragment wiazacy nieswoiscie DNA jest natomiast zbudowany
z sekwencji wykazujacej podwodjne dziatanie — sekwencja wigze si¢ z uszkodzonym DNA promujac
$mier¢ komorki lub naprawe DNA oraz zmniejsza powinowactwo rdzenia biatka do DNA
(Sznarkowska i in. 2010; Vousden i Lu 2002).

Biatko p53 jest wigc zaangazowane w wiele procesoOw majacych na celu utrzymanie
stabilnosci genetycznej komorki zaré6wno poprzez hamowanie proliferacji komorki jak i indukcje
apoptozy w celu jej eliminacji. Wewnatrzkomorkowymi procesami regulowanymi przez p53 sa m.in.
starzenie komorki, kontrola przechodzenia przez kolejne punkty kontrolne cyklu komérkowego —
zdolno$¢ zatrzymania komorki w punktach G1/S oraz G2/M, naprawa DNA czy indukcja apoptozy.
Zewnatrzkomérkowe cele dziatania biatka p53 to hamowanie angiogenezy i indukcja szoku
tlenowego (Sznarkowska i in. 2010).

3.1 Bialko p53 w indukcji apoptozy

Biatko p53 kontroluje gtowne szlaki indukcji apoptozy komorki poprzez transaktywacje lub
oddzialywanie z innymi biatkami. Wykazano, ze p53 aktywuje geny takie jak: Bax bedace
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proapoptotycznym cztonkiem rodziny Bcl-2, Noxa oraz PUMA (Sznarkowska i in. 2010; Oda i in.
2000). Biatka powstajace w wyniku aktywacji wspomnianych gendéw oraz produkt genu p53AIP1
wplywaja na otwarcie poréw obecnych w btonie wewnetrznej mitochondridow. Proces ten zaburza
fosforylacje oksydacyjna, powoduje spadek potencjalu elektrochemicznego oraz uwolnienie
Z mitochondrium cytochromu ¢, co w ostatecznosci skutkuje catkowitym zaburzeniem funkcji
organellum oraz aktywacji kaskady Apafl/kaspaza 9 (Sznarkowska i in. 2010).

Kolejnymi genami ulegajacymi aktywacji pod wptywem p53 jest grupa genéw kodujacych
biatka enzymatyczne kontrolujgce reakcje utleniania i redukcji w komorce, tzw. geny PIGs (ang. p53
induced genes). Powstajace reaktywne formy tleny (ROS) uszkadzajac mitochondria, indukujg proces
apoptotycznej $mierci komorki (Sznarkowska i in. 2010). Ponadto udowodniono, ze biatko p53
znaczaco indukuje ekspresj¢ blonowych receptorow $mierci FAS/APO1, DRS/KILLER, wzmaga
ekspresje genu kodujacego ligand FASL oraz aktywuje biatko PIDD zawierajace domeng $mierci.
Aktywacja wymienionych receptorow $mierci prowadzi do ich trimeryzacji oraz inicjacji kaskady
kaspaz wykonawczych (Sznarkowska i in. 2010).

4. Regulacja aktywnoSci pS3 przez miRNA

W warunkach fizjologicznych biatko p53 wystgpuje w niskim stezeniu i w formie
nieaktywnej. W czasie kolejnych faz cyklu komdrkowego, stgzenie omawianego biatka jest $cisle
kontrolowane. Okres poltrwania p53 w prawidlowym stanie komorki jest krotki, okreslany
W minutach, natomiast w przypadku narazenia na czynniki uszkadzajace DNA, czas biologicznego
péttrwania znaczaco si¢ wydtuza przez co zwigksza si¢ jego poziom w komorce (Sznarkowska i in.
2010).

Regulacja aktywnosci i poziomu p53 odbywa si¢ za posrednictwem wielu biatek w tym:
WT-1, MDM2, MDM4, PARP-1, JNK, Pirh-2. Wazna rol¢ w regulacji, zardbwno bezposrednio jak
i posrednio, odgrywaja czasteczki miRNA.

Pierwszymi zidentyfikowanymi czasteczkami MIiRNA, bezposrednio regulujacymi
aktywno$¢ biatka p53 byly miR-125b oraz miR-504 (Hu i in. 2010; Le i in. 2009). Czasteczki miR-
125b sg negatywnymi regulatorami p53, ktore taczac si¢ z 3’UTR mRNA p53 zmniejszajg ostatecznie
jego iloé¢ w komorce. Obnizenie poziomu miR-125b powoduje tym samym indukcj¢ apoptozy
w wyniku zwigkszenia poziomu p53, natomiast nadekspresja miR-125b zmniejsza poziom
endogennego p53 hamujac programowana $mier¢ komorki (Le i in. 2009). Kolejnym negatywnym
regulatorem p53 jest czasteczka miR-504, ktora poprzez bezposrednie wigzanie z dwoma miejscami
w regionie 3'UTR p53, thumi jego ekspresje. Nadekspresja tego typu czasteczki miRNA wykazuje
odwrotng korelacje z p53, uposledzajac tym samym jego funkcje komorkowe ze szczegdlnym
uwzglednieniem procesu apoptozy (Hu i in. 2010).

Poza bezpo$rednig regulacja, biatko p53 moze by¢ regulowane w sposob posredni przez
wptyw okre$lonych miRNA na inne czynniki regulatorowe. Jedng z czgsteczek jest miR-34a, ktora
reguluje pozytywnie omawiane biatko. Udowodniono, ze mi-34a oddziatuje z czynnikiem SIRT1 —
yjemnym regulatorem p53 (Yamakuchi i in. 2008). SIRT1 jest zalezng od dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NAD) deacetylaza regulujaca proces apoptozy pod wptywem dzialania
czynnikoéw tj.: stres oksydacyjny i genotoksyczny. SIRT1 fizycznie oddziatuje z p53 a poprzez
deacetylacj¢ jego C-koncowej reszty Lys382 prowadzi do ostabienia funkcji w ktorych posredniczy
biatko p53. Zwigkszona ekspresja miR-34a wptywa na obnizenie transkrypcji genu czynnika SIRT1
poprzez wigzanie miR-34a w obrgbie 3'UTR SIRT1 w regionie 1414-1439 pz. Dochodzi wigc do
wzrostu poziomu i aktywnosci acetylowanego p53 indukujacego m.in. programowang S$mieré
komorki. Ponadto wykazano, ze biatko p53 indukuje transkrypcje miR34a, ktory nastgpnie poprzez
obnizenie ekspresji SIRT1 zwigksza aktywno$¢ biatka p53. Sugeruje to istnienie dodatniej petli
sprzezenia zwrotnego. Zatem wnioskuje sig, iz zwigkszona aktywno$¢ SIRT1 moze zwigkszac ryzyko
rozwoju nowotworu a znaczna aktywnos$¢ miR-34 moze dziata¢ jako supresor nowotworu blokujac
SIRT1 oraz zwigkszajgc aktywno$¢ biatka p53 (Yamakuchi i in. 2008).

Kolejnym poznanym regulatorem p53 jest miR-29. Cztonkowie rodziny miR-29, ztozonej
z miR-29a, miR-29b oraz miR-29¢, wykazujg zdolno$¢ zwiekszania poziomu p53 wplywajac tym
samym na indukcje¢ apoptozy zalezng od czynnika p53. Ponadto, bezposrednio hamujg p85a
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(podjednostke regulacyjng kinazy PI3) (Park i in. 2009). PI3K sktada si¢ z podjednostki regulacyjnej
p110 oraz podjednostki regulacyjnej p85a stabilizujacej podjednostke p110. PI3K jest czgscig szlaku
PI3K/AKT wplywajacego negatywnie na aktywno$¢ biatka p53 poprzez fosforylacje i aktywacje
MDM2 przez AKT (Feng i in. 2011). MDM2 to biatko bedace E3 ligaza ubikwitynowa kontrolujaca
poziom biatka supresorowego p53. Kinaza AKT fosforyluje MDM2 na serynach 166 oraz 186
promujac jego transport do jadra komoérkowego. MDM?2 wykazuje zdolnos¢ przylaczania ubikwityny
do p53 powodujac tym samym degradacj¢ proteolityczna tego biatka supresorowego. Cztonkowie
rodziny miR-29 celujac w p85a zmniejszaja aktywnos¢ szlaku PI3K/AKT co wptywa na zmniejszenie
fosforylacji AKT i MDM2 a tym samym prowadzi do aktywacji p53 oraz indukcji apoptozy. Obecnie
wiadomo, ze obnizenie poziomu miR-29 obserwuje si¢ w raku piersi, ptuc oraz w biataczce (Feng
i in. 2011).

Zwigkszenie poziomu oraz aktywno$ci p53 jest rowniez mozliwe dzigki czgsteczce miR-
122, ktora ujemnie reguluje cykling G1 — bialko uczestniczace w regulacji proliferacji komorek
(Fornari i in. 2009). MiR-122 jest czasteczka specyficzng dla watroby, stanowiaca 70% catkowitej
populacji miRNA, ktorej obnizenie jest cecha charakterystyczng raka watrobowokomorkowego
(HCC ang. hepatocellular carcinoma). Cyklina G1 tworzy kompleks z fosfataza PP2A i usuwa resztg
fosforanowa z MDM?2 zwickszajac jego aktywnos¢ a tym samym hamujac aktywno$¢ p53. Ponadto
wykazano, ze cyklina A/CDK2 powoduje fosforylacjg MDM2 hamujac jego aktywno$¢ a stymulujac
p53. Poprzez bezposrednie thumienie cykliny G1 przez miR-122 zwigksza si¢ poziom i aktywno$¢
biatka p53 (Feng i in. 2011).

5. Podsumowanie

Biatko supresorowe p53, nazywane straznikiem genomu, odgrywa kluczowa role w regulacji
cyklu komoérkowego. Dzialajac jako czynnik transkrypcyjny wptywa na aktywnos$¢ wielu gendéw
docelowych w celu zainicjowania réznych odpowiedzi komérkowych. Sam gen p53 podlega jednak
$cistej kontroli przez liczne czynniki w tym miRNA, bedace krotkimi, niekodujacymi czasteczkami
RNA regulujgcymi ekspresje gendw na poziomie potranskrypcyjnym. Ostatnie badania wykazujg ze
p53 nie tylko samo reguluje czasteczki miRNA ale ulega hamowaniu lub indukcji przez miRNA takie
jak: miR125b, miR504, miR-34a, miR29 oraz miR122. Poprzez wspomniang regulacje p53 oraz
czasteczki miRNA istotnie wplywajg na proces apoptozy a tym samym na proces indukcji lub
hamowania nowotworzenia co moze stanowi¢ podstawe do tworzenia ukierunkowanych schematow
terapeutycznych.
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Streszczenie

MikroRNA (miRNA) to grupa matych, niekodujacych czasteczek o diugosci 21-23
nukleotydow, wykazujacych zdolno$¢ regulacji ekspresji genéw na poziomie potranskrypcyjnym.
Uznaje si¢, iz biorg one udzial w wielu waznych procesach komoérkowych takich jak: réznicowanie
komorek macierzystych uktadu krwiotworczego, embriogeneza, apoptoza, stany zapalne, infekcje
bakteryjne lub wirusowe, choroby sercowo-naczyniowe oraz nowotwory. Wiele badan wskazuje na
mozliwo$¢ wykorzystania czasteczek mikroRNA w prognostyce choréb nowotworowych, na
podstawie analizy profilu ekspresji genéw. Wykazano znaczace zmiany w profilu ekspresji miRNA
m.in. w szpiczaku plazmocytowym (szpiczaku mnogim), bedacym choroba nowotworowa
charakteryzujaca si¢ niekontrolowang proliferacja komodrek plazmatycznych wydzielajacych
nieprawidlowe biatka monoklonalne. Jest to schorzenie o nie do konca poznanej etiopatogenezie.
Sugeruje si¢ jednak, ze glowna role odgrywaja zaburzenia molekularne w zmienionych nowotworowo
komorkach plazmatycznych. Udowodniono istotng zalezno$¢ migdzy obnizeniem ekspresji miR-
15a/miR-16 a progresja choroby. MiR-15a oraz miR-16 wykazujg role supresora nowotworowego,
wplywajacego na proliferacje i wzrost komodrek poprzez: hamowanie kinazy AKT3, biatka
rybosomalnego S6, NF-«kB, kinazy MAPK oraz na regulacje ekspresji genow kodujacych takie biatka
jak: BCL2, MCL1, CCDN1, VEGF oraz WNT3A. Ponadto, wskazane miRNA posrednio wplywaja
na zmniejszenie neoangiogenezy szpiku kostnego oraz obnizenie interakcji miedzy komorkami
nowotworowymi a srodowiskiem szpiku. Wnioski z przeprowadzonych dotychczas badan stanowia
podstawe do opracowania nowych celowanych metod terapeutycznych.

1. Szpiczak plazmocytowy

Szpiczak plazmocytowy (ang. plasma cell myeloma, PCM) nazywany réwniez szpiczakiem
mnogim (ang. multiple myeloma, MM) jest nowotworem o charakterystycznym monoklonalnym
rozroécie atypowych komorek plazmatycznych. Choroba charakteryzuje si¢ wieloetapowym
rozwojem. Pierwszym stadium schorzenia jest gammapatia monoklonalna o nieokreslonym
znaczeniu (ang. monoclonal gammopathy of undeterminated significance, MGUS) po czym dochodzi
do progresji do objawowego PCM. U czgéci chorych moze doj$¢ do rozwoju dodatkowego,
bezobjawowego etapu posredniego nazywanego szpiczakiem tlagcym (ang. smoldering multiple
myeloma). Pomimo sukcesywnego rozwoju metod badawczych etiopatogeneza szpiczaka
plazmocytowego nie zostala do konca poznana. Wprowadzenie metody fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (ang. fluorescence in situ hybridization, FISH) pozwolito na analiz¢ atypowych
plazmocytéw oraz potwierdzenie obecnosci zaburzen chromosomalnych. Ponadto, dzigki
zastosowaniu molekularnych technik mikromacierzy DNA/RNA i metod sekwencjonowania
nastgpnej generacji (ang. next generation sequencing, NGS) uzyskano informacje dotyczace
mechanizméw patogenetycznych i architektury wewnatrzklonalnej PCM (Iskierka-Jazdzewska
i Jamroziak 2015). Pomimo niekompletnej wiedzy dotyczacej etiologii PCM wskazuje si¢ na istotng
zaleznos¢ czynnikow srodowiskowych i predyspozycji genetycznych.
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W etiopatogenezie PCM znaczaca role odgrywaja czynniki Srodowiskowe, w tym przebycie
chordb ze szczegdlng aktywacja uktadu immunologicznego. Zwraca si¢ uwage na przebyte choroby
autoimmunizacyjne, np. niedokrwisto$¢ Addisona-Biermera, przewlekte choroby zapalne — np.
klebuszkowe zapalenie nerek, infekcje wirusowe czy bakteryjne — np. zakazenie ludzkim wirusem
niedoboru odpornosci (HIV), zapalenie pluc, zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych. Wsrod
czynnikow $rodowiskowych wymienia si¢ rowniez diete uboga w warzywa i otytos¢ a wsrod nie
potwierdzonych ekspozycj¢ na czynniki szkodliwe, czynniki kancerogenne, spozywanie alkoholu,
tytoniu oraz narazenie na radiacj¢ (Iskierka-Jazdzewska i Jamroziak 2015).

Szpiczak plazmocytowy rozwija si¢ na skutek nasilonej proliferacji patologicznych
plazmocytow. Nieprawidtowo$ci cytogenetyczne opierajg si¢ najcze$ciej na zaburzonym locus
tancucha cigezkiego immunoglobuliny (Ig), delecji chromosomu 13, translokacji t(4;14) zwiazanej
z fuzja receptora wzrostu fibroblastow 3 (FGFR3) i domeny MM SET oraz delecji 17p. Czynnikiem
znaczaco wplywajacym na rozwoj PCM jest interakcja pomiedzy komorkami szpiczaka oraz
mikrosrodowiskiem szpiku kostnego zalezna od niektorych cytokin tj.: interleukiny 6 (IL-6),
insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-1) oraz czynnika wzrostu heptatocytow (HGF). Cytokiny
te wptywaja na indukcj¢ sygnalizacji kaskad RAF/MAPK oraz JAK/STAT poprzez jadrowy czynnik
transkrypcyjny NF kappa B (ang. Nuclear Factor kappa B, NF-«kB) sprzyjajace proliferacji oraz
przezyciu komorek szpiczaka, a takze zahamowaniu procesu programowanej Smierci komorki, czyli
apoptozy. Innymi zaburzeniami molekularnymi w szpiczaku jest deregulacja procesow
epigenetycznych, w tym zmiana ekspresji mikroRNA (Iskierka-Jazdzewska i Jamroziak 2015).

2. Biogeneza mikroRNA

RNA jest uwazany za jeden z glownych czynnikdw mogacych regulowaé proces ekspresji
innych genow. Wyrdznia si¢ kilka rodzajow krotkich, regulatorowych RNA okre$lanych jako srRNA
(ang. small regulatory RNA): miRNA (ang. mikroRNA) wykazujace zdolno$¢ potranskrypcyjnego
wyciszania ekspresji genéw oraz krotkie interferujace RNA- siRNA( ang. small interfering RNA)
wyciszajagce geny na etapie transkrypcyjnym i potranskrypcyjnym (Hukowska-Szematowicz
i Deptuta 2010).

MiRNA to mate, niekodujgce czgsteczki RNA o dlugosci 21-23 nukleotydow. Geny dla
czasteczek miRNA moga wystepowa¢ w obszarach miedzygenowych oraz w intronach i/lub
egzonach genow strukturalnych. Ponadto, moga tworzy¢ policistronowe skupiska lub wystgpowaé
pojedynczo. Organizacja genow czasteczek miRNA jest charakterystyczna dla dziatania polimerazy
II oraz I11, jednak wickszos$¢ genow dla miRNA ulega transkrypcji przez polimeraze II. W pierwszym
etapie powstawania miRNA, dochodzi do utworzenia pierwotnego transkryptu pri-miRNA (ang.
primary miRNA), przyjmujacego poczatkowo strukture ,.spinki do wlosow” ztozonej z petli
i dwuniciowego trzonu (Hukowska-Szematowicz i Deptuta 2010; Filip 2007; Grenda i in. 2013;
Ouellet i in. 2006). Dojrzewanie pri-miRNA odbywa si¢ z udziatlem enzyméw: Drosha oraz Dicer.
Enzym Drosha dziata bezposrednio w jadrze komérkowym, gdzie umozliwia wstepna obrobke pri-
miRNA prowadzac do powstania czasteczki pre-miRNA, ktéra w potaczeniu z jgdrowym biatkiem
transportujacym- eksportyng 5, przechodzi do cytoplazmy i podlega dalszej obrobce. Enzym Dicer
wraz z biatkami Agronaut (AGO) oraz TRBP (ang. transactivating response RNA-binding protein),
bierze udzial w powstawaniu dojrzatej czasteczki miRNA. Dicer rozpoznaje dwuniciowy pre-miRNA
i rozcina go u podstawy petli w wyniku czego powstaja dwuniciowe RNA o dlugosci 22 nukleotydow.
W kolejnym etapie, czasteczka po modyfikacji przez enzym Dicer, pozostaje w kompleksie RISC
(ang. RNA induced silencing complex) — kompleksie rybonukleoproteinowym bioracym udziat
W wyciszaniu ekspresji gendw, rozpoznajacym ni¢ przewodnig dupleksu RNA. Aktywng postacia
miRNA jest wigc czasteczka sRNA wbudowana w kompleks RISC. Dzigki biatkom Ago
wbudowanym we wspomniany kompleks mozliwa jest degradacja docelowego mRNA 1lub
hamowanie translacji (Hukowska-Szematowicz i Deptuta 2010; Ouellet i in. 2006).

Mechanizm dziatania czasteczek miRNA opiera si¢ na potranskrypcyjnej regulacji ekspresji
gendéw, mozliwej dzigki komplementarno$ci par zasad z mRNA. Wyciszenie genéw opiera si¢ na
degradacji mRNA Iub na hamowaniu translacji okreslonego transkryptu. MiRNA ulegaja
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przylaczeniu do 3'UTR docelowego mRNA. W przypadku catkowitej komplementarno$ci migdzy
czasteczkag miRNA a mRNA, biatko Ago2 moze prowadzi¢ do degradacji informacyjnego RNA. Do
rozszczepienia dochodzi miedzy nukleotydami 10 i 11 powstatego dupleksu. Sam miRNA nie ulega
zuzyciu w omoéwionym procesie, stad wynika ze moze uczestniczy¢ w rozszczepianiu kolejnych
czasteczek mRNA. W przypadku niepelnej komplementarnosci migdzy miRNA a mRNA, biatko
Ago2 jedynie rozszczepia czasteczke mMRNA przy zachowaniu odpowiedniego uktadu
i rozmieszczenia miejsc komplementarnych, prowadzac do wyciszenia na zasadzie blokowania
translacji (Grenda i in. 2013; 6., Hutvagner i Zamore 2002; John i in. 2004).

Obecnie wiadomo, ze czasteczki miRNA regulujg ponad 30% genow ludzkiego genomu,
uczestniczac w prawidlowym rozwoju komorek. Ponadto, sa czasteczkami wielofunkcyjnymi,
odgrywajacymi ogromng role zarowno w procesach fizjologicznych jak i patologicznych takich jak:
réznicowanie komoérek macierzystych uktadu krwiotworczego, erytropoeza, megakariocytopoeza,
embriogeneza, roznicowanie komoérek miegsni szkieletowych, angiogeneza, neurogeneza, apoptoza,
odpornos¢, stany zapalne, choroby sercowo-naczyniowe oraz nowotwory (Hukowska-Szematowicz
i Deptuta 2010; Alvarez-Garcia i Miska 2005). Obecnie wiadomo, ze w wielu schorzeniach profil
ekspresji gendow kodujacych okreslone miRNA znaczaco rézni si¢ w poréwnaniu z ich fizjologicznym
poziomem. Wykazano réwniez, ze w przypadku szpiczaka plazmocytowego dochodzi do znaczace;j
zmiany poziomu ekspresji genow kodujacych rozne miRNA w tym miR15a oraz miR-16 (Roccaro i
in. 2009).

3. MiR-15a/MiR16-1 w patogenezie szpiczaka plazmocytowego

Zar6wno miR-15a jak i miR16-1 wykazuja podobne funkcje supresora nowotworow. Sa
zaangazowane w takie procesy jak: roznicowanie komorek, proliferacja, apoptoza lub angiogeneza.
MiR-15a i miR16-1 wystgpuja w loci 13q14.3 bedacym regionem ulegajacym delecji u 50%
przypadkoéw chorych na szpiczaka plazmocytowego co moze wskazywaé na zwigzek z patogeneza
choroby. Badania przeprowadzone przez Roccaro i wsp. wskazujg na znaczaco obnizong ekspresje
miR-15a oraz miR-16 w klonalnych komérkach plazmatycznych pacjentéw z PCM w poroéwnaniu z
komorkami pozyskanymi od 0sob zdrowych oraz na catkowity brak omawianych czasteczek miRNA
u pacjentow z delecjg 13q14 (Roccaro i in. 2009). W wielu badaniach wykazano znaczne obnizenie
ekspresji genu miR-15a oraz miR16 u pacjentéw z nowo zdiagnozowanym szpiczakiem mnogim
W poréwnaniu z osobami zdrowymi (Lii in. 2015). W badaniach Li i wsp. (Li i in. 2015) wykazali
ponadto, ze pomimo tego iz zardwno miR-15a jak i miR-16-1 znajduja si¢ w tym samym loci (13q14),
ich wzory ekspresji wykazywaty znaczne roéznice. U nowo zdiagnozowanych pacjentéw, miR-15a
wykazywal znaczne zrdznicowanie poziomow ekspresji w poréwnaniu do ekspresji miR-16-1.
Ponadto, poziom ekspresji miR-15a byt znacznie obnizony u nowo zdiagnozowanych pacjentow oraz
u pacjentow ze wznowg choroby. Zauwazono natomiast, iz poziom ekspresji miR-15a u pacjentow
w fazie remisji koreluje z poziomem ekspresji u 0s6b zdrowych. Przeciwnie, pomimo obnizenia
poziomu ekspresji miR-16-1 u pacjentdow nowo zdiagnozowanych oraz z nawrotem choroby, nie
zauwazono przywrocenia prawidtowego poziomu ekspresji u pacjentow w fazie remisji. Dane
przedstawione przez Li i wsp. wskazuja iz pacjenci z obnizonym poziomem ekspresji miR-15a
(<2,35) mieli znacznie skrocony czas przezycia wolnego od progresji (ang. progression-free survival,
PFS) oraz czas catkowitego przezycia (ang. overall survival, OS) w poréwnaniu z pacjentami
z wysokim poziomem ekspresji (=2,35) (Liiin. 2015). Wnioskuje si¢ wigc, iz miR-15a jest zwigzany
z postepem choroby oraz ztym rokowaniem, natomiast miR-16-1 moze by¢ cennym markerem
diagnostycznym (Li i in. 2015).

Udowodniono, ze miR-15a oraz miR-16 reguluja proliferacj¢ i wzrost komorek poprzez
hamowanie serynowo/treoninowej kinazy biatkowej (AKT3), biatka rybosomalnego S6, kinazy
MAP, oraz aktywatora NF-kB TAB3. Wykazano réwniez znaczacy wpltyw miR-15a i miR-16 na
aktywno$¢ sSciezki NF-xB, ktorej aktywacja odgrywa kluczowa rolg w promowaniu wzrostu
i przezyciu komorek. Wiadomo, ze aktywacja szlaku NF-kB zachodzi w wyniku dziatania kompleksu
sktadajgcego si¢ z TAKI1 oraz bialek TAB1, TAB2 lub TAB3. Roccaro i wsp. (Roccaro i in. 2009)
wykazali, ze miR-15a oraz miR-16 celujg w biatko TAB3 poprzez jego hamowanie. Jednakze,
w wyniku obnizenia ekspresji gendw kodujacych miR-15a oraz miR16, antyapoptotyczny czynnik
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NF«xB nie ulega hamowaniu, stad proces apoptozy zostaje zahamowany. Ponadto, zwrdécono
szczegbdlng uwage na kluczowa role komodrek $rddbtonka i angiogeneze w patogenezie i progres;ji
szczpiczaka mnogiego. Wiadomo, ze komorki szpiczakowe wydzielajg jedno z glownych bialek
0 dziataniu proangiogennym — czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial
growth factor, VEGF). Konsekwencja indukcji wzrostu komérek $rodbtonka przez komorki
szpiczakowe jest zwigkszona angiogeneza szpiku kostnego, ktéra promuje progresj¢ PCM a tym
samym zwicksza oporno$¢ na terapie. Roccaro i wsp. wykazali, ze miR-15a oraz miR-16 hamuja
wydzielanie VEGF z komorek, zmniejszajac tym samym aktywno$¢ proangiogenng na komorki
srodbtonka. Obnizona ekspresja omawianych czasteczek miRNA moze wplywac¢ na progresje
szpiczaka plazmocytowego (Roccaro i in. 2009). Badania wspomnianych autoréw potwierdzajg
réwniez znaczacy wptyw serynowo/treoninowej kinazy biatkowej (AKT3), biatka rybosomalnego S6
oraz kinazy MAP na progresj¢ szpiczaka. Autorzy wykazali, ze komorki transfekowane pre-miRNA-
15a oraz pre-miRNA-16-1 hamuja AKT3, pAKT, pS6R oraz pERK (Roccaro i in. 2009)

Dowiedziono takze, iz ekspresja miR-15a oraz miR-16 jest odwrotnie skorelowana
z ekspresja genu kodujacego antyapoptotyczne biatko Bcl-2. Wiadomo, ze sekwencja mRNA BCL2
oraz sekwencje miR-15a oraz miR-16-1 sg komplementarne, co sugeruje mozliwos¢ procesu represji
potranskrypcyjnej. Podobnie jak w przypadku braku hamowania aktywnosci NF-kB, obnizenie
ekspresji miR-15a oraz miR-16 wptywa na znaczacy wzrost ekspresji genu biatka Bcl-2 a tym samym
hamowanie procesu apoptozy indukujgc wzrost przezywalnosci komorek szpiczaka (Roccaro i in.
2009; Ageilan i in. 2010; Cimmino i in. 2005).

Jedne z najnowszych badan przeprowadzone przez Zhang i wsp. (Zhang i in. 2018)
dostarczaja kolejnych informacji dotyczacych skutkéw obnizenia ekspresji genu kodujacego
czasteczke miR-15a oraz miR-16 w progresji szpiczaka mnogiego. W badaniu zidentyfikowano
potencjalne miejsca docelowe miR-15a/miR-16 w sekwencji mRNA biatka wigzacego kalcyneuryne
1 (ang. calcineurin binding protein 1, CABIN1) wykazujace zdolno$¢ oddziatywania z biatkiem p53
thumigc jego aktywnos$¢ transkrypcyjng. Biatko p53 jest kluczowym czynnikiem mitochondrialnego
szlaku apoptozy, hamujacym podziaty komoérki umozliwiajac naprawe materiatu genetycznego, stad
nazywane jest rowniez straznikiem genomu. W chwili braku naprawy uszkodzen genomu, p53
uruchamia $mier¢ apoptotyczng komorki. Wykazuje zdolno$¢ tworzenia kompleksu
z antyapoptotycznymi biatkami Bcl-2/Bcl-x1, unieczynniajgc je oraz zwigkszajac przepuszczalno$é
btony mitochondrialnej i uwalniajac do cytoplazmy cytochrom ¢ (Paduch i in. 2015). Kalcyneuryna
jest biatkiem enzymatycznym o aktywnosci fosfatazy serynowo-treoninowej, wykazujacym zdolno$é
wigzania wraz z kalmoduling, jonéw wapnia uwalnianych z retikulum endoplazmatycznego przez
trifosforan inozytolu (IP3). W kolejnym etapie dochodzi do utworzenia kompleksu
kalcyneuryna/kalmodulina/Ca?*. CABIN|1 zostat uznany jako ujemny regulator p53, ktéry utrzymuje
go w stanie nieaktywnym. Wykazano, ze w wyniku wzrostu poziomu miR-15a oraz miR-16 dochodzi
do negatywnej regulacji ekspresji CABIN1 oraz do zahamowania wzrostu komorek. Tym samym
postawiono hipoteze, ze miR-15a oraz miR-16 moga, za posrednictwem CABIN1, wplywaé na
przezycie komorek szpiczaka. Zhang i wsp., podobnie jak inni badacze wykazali, iz ekspresja miR-
15a i miR-16 jest catkowicie zniesiona lub zmniejszona w komodrkach pozyskanych od pacjentow
chorych na szpiczaka w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Réwnoczesnie wykazano, iz poziom
mRNA CABINI byt ujemnie skorelowany z poziomami miR-15a oraz miR-16 (Zhang i in. 2018).

4. MiR-15a/miR-16 jako cele terapeutyczne w szpiczaku mnogim

Odpowiedz na zastosowana terapi¢, u pacjentow chorych na szpiczaka mnogiego, bywa
znaczaco zréoznicowana, co stwarza szereg trudnosci zwigzanych z leczeniem klinicznym. Oporno$é
na leki chemioterapeutyczne, wymusza konieczno$¢ poszukiwania nowych celowanych srodkow
terapeutycznych oraz wskaznikdw prognostycznych do monitorowania odpowiedzi na leczenie.
Czasteczki miRNA wykazuja mozliwos¢ regulacji docelowych gendw poprzez tlumienie ich
ekspresji. Jak wykazuja omdwione badania, zarowno miRNA jak i geny docelowe reguluja
réznorodne funkcje komorek i stanowig cenne strategie terapeutyczne. Li i wsp. wykazali, ze miR-
15a jest zwigzany ze znacznym postepem choroby oraz ztym rokowaniem, natomiast miR-16-1 moze
by¢ dobrym markerem diagnostycznym szpiczaka mnogiego (Li i in. 2015). Opornos¢ na apoptoze
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w komorkach szpiczaka mnogiego wynika czgsto z nadekspresji biatka Bcl-2, promujac przezycie
tych komorek a czasteczki miR-15a/miR-16 wykazujg zdolno$¢ represji potranskrypcyjnej Bel-2.
Ponadto, omawiane czasteczki miRNA wplywaja na kaskady sygnalizacyjne regulujace proliferacje
komorek szpiczaka, w tym wptywaja hamujaco na takie czynniki jak: AKT3, pAKT, pS6R oraz pERK
(Roccaro i in. 2009). Wszystkie te funkcje miR-15a/miR-16, umozliwiaja obiecujaca strategie
rozwoju ukierunkowanych $rodkow terapeutycznych. Uzasadnione jest wigc wprowadzenie
syntetycznie zmodyfikowanych miRNA do komérek nowotworowych lub hamowanie endogennych
czasteczek miRNA. Celem takiej terapii staje si¢ wigc reaktywacja szlakow regulowanych przez
miRNA, co moze prowadzi¢ do blokowania niekontrolowanej proliferacji i indukcji kaskady
apoptotycznej (Ahmad i in. 2014).

5. Podsumowanie

MikroRNA (miRNA) sg glownymi regulatorami ludzkiego genomu, regulujacymi zaréwno
fizjologiczne jak i patologiczne szlaki komorkowe. Znaczaca deregulacja okreslonych miRNA moze
promowaé powstawanie oraz progresj¢ wielu choréb nowotworowych, w tym szpiczaka
plazmocytowego. Wiele badan jednoznacznie wskazuje na istotng role miR-15a oraz miR-16-1
W patogenezie szpiczaka, udowadniajagc ich znaczaco obnizong ekspresjc w komorkach
plazmatycznych. Jednoznacznie wskazuje si¢, iz w wyniku transdukcji wspomnianych czasteczek
miRNA do komorek, dochodzi do regulacji proliferacji i wzrostu a takze przywrdcenia prawidtowej
funkcji procesu apoptozy. Ponadto miR-15a/ miR-16 posrednio wplywa na zmniejszenie
neoangiogenezy szpiku kostnego oraz obnizenie interakcji miedzy komorkami nowotworowymi
a srodowiskiem szpiku. Przeprowadzone dotychczas badania stanowia wigc podstawe do
opracowywania nowych celowanych terapii ukierunkowanych na czasteczki mikroRNA.
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Streszczenie

Selektywny niedobdr IgA jest najcze$ciej wystepujacym wrodzonym niedoborem
odpornosci. W zaleznosci od populacji czgstos¢ jego wystgpowania szacuje si¢ na 1:350-1:700 osob.
Definiuje si¢ go jako spadek poziomu immunoglobuliny A ponizej 0,07g/1 u dzieci po ukoficzeniu 4
roku zycia przy prawidtowym poziomie IgM i IgG. Warto pamigtaé, ze obnizenie poziomu IgA jest
naturalnym elementem dojrzewania ukladu odpornosciowego a ustalanie toru syntezy tej
immunoglobuliny zakonczy¢ si¢ moze okoto 12 roku zycia. Zwykle schorzenie pozostaje
niezdiagnozowane przez cale zycie pacjenta, w zwigzku z czestym bezobjawowym przebiegiem.
U pacjentéw, ktéorzy demonstruja objawy tego schorzenia, moga wystepowal czgstsze, ale
niezagrazajace zyciu zakazenia drog oddechowych, przewodu pokarmowego oraz drég moczowych.
Sugeruje si¢ takze czestsze wystepowanie chordb z autoagresji i alergicznych takich jak: celiakia,
astma oskrzelowa, alergia, choroba Hashimoto, w tej grupie pacjentow. Z niedoborem IgA moze
wspotistnie¢ niedobor podklas IgG2/4 oraz zaburzenia syntezy swoistych przeciwcial. Istnieja
doniesienia 0 mozliwos$ci transformacji SIGAD w pospolity zmienny niedobér odpornosci (CVID)
0 znacznie ci¢zszym przebiegu, rokowaniu i odmiennym leczeniu.

1. Wstep

Pierwotne niedobory odpornosci (PNO) stanowig heterogenng grupg choréb o podiozu
genetycznym i odmiennym sposobie dziedziczenia (z chromosomem X, autosomalnie recesywnie,
wielogenowo) u ktorych podloza lezy ostabienie lub utrata przynajmniej jednej z funkcji uktadu
immunologicznego. Mimo znacznych réznic cechg wspdlng PNO jest ostabienie mechanizméw
obronnych organizmu i w konsekwencji zwickszenie czestotliwo$ci zakazef, wzrost ryzyka
autoagresji oraz czestotliwo$ci wystepowania chordb rozrostowych. (Kumar et al. 2006) Patologie
W tych schorzeniach moga dotyka¢ réznych elementow uktadu odpornosciowego, stad umownie
mozemy je podzieli¢ na zaburzenia w obrebie odpornosci humoralnej (okoto 50%), komorkowe;j,
funkcji fagocytow oraz uktadu dopehliacza. Niektore z PNO, w szczegdlnosci ciezki ztozony
niedobor odpornosci (SCID), moga prowadzi¢ do $mierci pacjenta we wczesnym dziecinstwie
ajedyna szansa na przezycie jest transplantacja komorek hematopoetycznych lub niedostgpna
wnaszym kraju, terapia genowa. Zaburzenia liczebnosci i/lub funkcji przeciwciat
(agammaglobulinemia Brutona, CVID), stanowiace znaczna wigkszo$¢ rozpoznawanych PNO, mimo
swojej bogatej symptomatologii moga by¢ skutecznie leczone preparatami immunoglobuliny
ludzkiej, w tym preparatami podskornymi podawanymi samodzielnie przez pacjenta w domu. (Gotab
i in. 2002) Szczegdlnym schorzeniem w grupie niedoboréw przeciwciat jest selektywny niedobor
IgA, bowiem zwykle przebiega bezobjawowo a jego czgstos¢ w naszej populacji okresla si¢ pomigdzy
1:350 a 1:700 os6b. (Hammarstrom et al. 2000). Celem pracy jest podsumowanie aktualnie dostepne;j
wiedzy dotyczacej selektywnego niedoboru IgA, jego symptomatologii, powiklan, procesu
diagnostycznego oraz leczenia i postgpowania terapeutycznego.
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2. Opis zagadnienia

Immunoglobuliny to heterogenna grupa protein, niezbednych dla funkcjonowania uktadu
odporno$ciowego. Mimo wielu rdznic, cecha charakterystyczng wszystkich immunoglobulin jest
swoisty schemat budowy — dwa tancuchy lekkie i dwa tancuchy cigzkie polaczone mostkami
disiarczkowymi. Wyrdézniamy czg$¢ stala tzw. region Fc oraz czg$¢ zmienna, czyli region Fab.
Funkcja regionu Fab jest rozpoznawanie i wigzanie epitopow. W zwiazku z charakterystyczna
budowa tancucha cigzkiego, mozemy podzieli¢ immunoglobuliny na klasy — 1gG, IgM, IgA, IgE, 1gD.
Swoisto$¢ wzgledem okreSlonych antygendow wynika z pewnych réznic strukturalnych
obserwowanych w obrgbie czg$ci zmiennych, natomiast za réznice w funkcjach efektorowych
odpowiadaja czgéci state Ig (Gotab i in. 2002).

IgA sa klasa immunoglobulin, dla ktérej charakterystyczna jest obecno$¢ tancucha ciezkiego
alfa. We krwi ludzkiej IgA wystepuje w postaci monomerycznej (80-95%), natomiast wydzielnicza
IgA znajdujaca si¢ na powierzchni bton S$luzowych wystepuje zwykle w postaci dimerow,
zdecydowanie rzadziej trimerdéw i tetrameréw. W organizmie ludzkim wyrézniamy dwie podklasy tej
immunoglobuliny: IgAl, gldéwnie monomeryczna, dominujaca w osoczu, o wydluzonym regionie
zawiasowym oraz IgA2, glownie wystepujaca w postaci dimeréw, dominujgcg w obrgbie przewodu
pokarmowego z charakterystycznym, skroconym do 7 aminokwasow regionem zawiasowym. (Gotab
i in. 2002). Do powstania sekrecyjnej IgA wymagane jest wspotdziatanie plazmocytow oraz pIgR
czyli specyficznego receptora dla fragmentu Fc (receptora dla polimerycznych form
immunoglobulin). Dimeryczne przeciwciata, potaczone kowalencyjnie tancuchem taczacym J, na
powierzchni¢ bton $luzowych wydzielane sa z charakterystycznym dla nich fragmentem
wydzielniczym S.C. Zaréwno SC jak i pIgR biorg udziat w transcytozie, czyli specyficznym procesie
transportu IgA, z podstawnej i bocznej powierzchni komorek nablonkowych. (Kaetzel et al. 1991).
Dobowa synteza immunoglobuliny A przekracza sumaryczng produkcje wszystkich innych
immunoglobulin, estymuje si¢, ze wylacznie w blonie $luzowej przewodu pokarmowego
produkowane jest 3-6g/dobg tego biatka. Osoczowe stezenie IgA jest bardzo niskie, niejasna jest takze
jego rola. (Czyzewska-Buczynska i in. 2007).

Sekrecyjna 1gA (slgA) dominuje w obrebie blon §luzowych oraz wydzielin $luzowo-
surowiczych: siarze, $linie, fzach. Ze wzglgdu na tak liczng reprezentacje w obrebie bton §luzowych
uznaje sie, ze sIgA stanowi pierwsza lini¢ obrony organizmu przed szkodliwymi czynnikami
zewnetrznymi. (Fagarasan et al. 2003). Istotnym aspektem sg funkcje tej klasy immunoglobulin.
Udowodniono, ze sIgA ma zdolno$¢ do adsorpcji antygenow pokarmowych, aglutynacji bakterii oraz
hamowania ich adhezji do powierzchni bton $luzowych. Doniesienia wskazuja na zdolnos¢
neutralizacji i hamowania uwalniania czgsteczek wirusoOw, neutralizacji toksyn i enzymow
produkowanych przez liczne patogeny. Oplaszczajac alergeny blokuje ich taczenie sie
z immunoglobulinami E i rozwdj reakcji alergicznej. Co wigcej, wykazano, ze dimeryczna forma tej
immunoglobuliny pelni funkcje antyzapalna dzigki neutralizacji LPS (lipopolisacharydu), ktéry
mediuje ostra reakcj¢ zapalng przez translokacje czynnika NF-kB. (Fernandez et al. 2003). Badacze
wskazujg na pomocniczg funkcje sIgA w tworzeniu mikrobioty przewodu pokarmowego dzieki
utatwianiu niektorym gatunkom bakterii np. Bacterioides fragilis kolonizacji $luzu. (Donaldson et al.
2018). Niskie stezenie IgA w surowicy jest takze wynikiem krotkiego okresu péttrwania (4-7 dni)
oraz wynika z faktu, Ze na jego poziom wplyw majg leki uzywane czesto w praktyce klinicznej —
NLPZ, inhibitory konwertazy angiotensyny, niektore leki przeciwpadaczkowe czy stosowane
w reumatologii leki modyfikujace przebieg choroby. Stosowane leki moga wywotaé jatrogenny
izolowany SIgAD. (Gotab i in. 2002)

Proces dojrzewania uktadu odpornosciowego rozpoczyna si¢ juz w okresie ptodowym.
Woczesne 1gG i IgM syntetyzowane Sa w watrobie dziesig¢ciotygodniowego ptodu, osiagajac
maksymalny poziom do dwudziestego tygodnia. St¢zenie IgG narasta szczegdlnie na przetomie
drugiego i trzeciego trymestru cigzy a najwyzszy poziom osigga w chwili narodzin, przy czym
wiekszo$¢ przeciwciat jest pochodzenia matczynego. (Czyzewska-Buczynska i in. 2007) Organizm
niemowlecia po stymulacji antygenowej ma zdolno$¢ do wytworzenia przeciwciat jedynie klasy IgM
o malym powinowactwie, stad w tym czasie matczyny transfer tozyskowy stanowi najwazniejszy
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element ochrony. Okoto 6 msc. zycia przewaza katabolizm immunoglobulin od matki z jednoczesna
niewielkg synteza wilasnych przeciwcial, dlatego poziomy immunoglobulin sa wowczas niemal
niewykrywalne. (Gotab i in. 2002) Dojrzewanie uktadu odpornosciowego trwa lata, warto$ci nalezne
osobom doroslym dzieci osiagaja w zaleznos$ci od klasy pomiedzy 1 rokiem (IgM) a 12 rokiem zycia
(IgA). Znaczacym aspektem, wplywajacym na prawidtowy rozwdj odpornosci humoralnej jest
adekwatna stymulacja uktadu odpornosciowego i w efekcie, mozliwo$¢ utrzymania odpowiedniej
rownowagi miedzy odpowiedzig komoérkowa i humoralng. (Czyzewska-Buczynska i in. 2007)

3. Przeglad literatury

Selektywny niedobor IgA (SIgAD), nalezacy do grupy pierwotnych niedoboréw odpornosci
w zakresie odpowiedzi humoralnej, jest czesto wystepujaca przypadtosciag. Rozpowszechnienie tego
schorzenia w duzej mierze zalezy od populacji. Badacze wskazuja, ze w §wiecie zachodnim cze¢sto$é
ta wynosi 1:350-1:700 osob. (Hammarstrom et al. 2000). Prawdopodobnym podtozem
patofizjologicznym SIgAD sa wewnetrzne zaburzenia w obrebie komoérek B IgA(+), co uniemozliwia
dalsze podziaty i roznicowanie do prawidtowych funkcjonalnie komoérek plazmatycznych, majacych
zdolnos¢ do syntetyzowania IgA. Poza postacig selektywnego niedoboru IgA, obnizenie st¢zenia tej
immunoglobuliny towarzyszy¢ moze wielu zaburzeniom immunologicznym m.in. niedoborom
podklas 1gG2/1gG4, pospolitemu zmiennemu niedoborowi odpornosci (CVID), zespotowi hiper-IlgM
oraz zespotowi hiper-IgE, cho¢ w tym ostatnim upatrywacé si¢ mozna innego podtoza niedoboru IgA.
(Czyzewska-Buczynska i in. 2007).

Selektywny niedobor IgA, w zwigzku z dlugim procesem dojrzewania uktadu
odpornosciowego, rozpozna¢ mozemy u pacjenta ktory ukonczyt 4 rok zycia, poziom IgA w surowicy
wynosi mniej niz 0,07g/1 oraz wykluczono wspotistnienie niedoboru IgG oraz IgM. (Conley et al.
1999). Istotnym aspektem, na ktory warto zwroci¢ uwagg przy diagnozowaniu tego schorzenia jest
fakt, ze normy laboratoryjne poziomoéw przeciwcial przyjete dla dzieci r6znig si¢ znacznie od norm
dla dorostych. W praktyce immunologa klinicznego zrdéznicowanie pozioméw immunoglobulin
w zalezno$ci od wieku ma istotne znaczenie w procesie diagnostycznym pacjenta, u ktdrego
podejrzewa si¢ pierwotny niedobor odpornosci. (Wolska-Kusnierz i in. 2010).

Badacze wskazuja, ze wigkszo$¢ os6b z SIgAD z duzym prawdopodobienstwem nie dowie
si¢ 0 swojej chorobie, w zwigzku z czgstym przebiegiem bezobjawowym. Ci pacjenci, ktorzy
manifestowa¢ beda objawy selektywnego niedoboru IgA, najczesciej beda prezentowac: nawracajace
infekcje gornych drog oddechowych, gltdwnie o etiologii wirusowej, rzadziej bakteryjnej (gtdwnie
bakterie otoczkowe np. S. pneumoniae); czgstsze zakazenia drog moczowych, zakazenia przewodu
pokarmowego (zwlaszcza o etiologii rotawirusowej). (Szczawinska-Poptonyk i in. 2009). Moga
pojawic¢ si¢ zakazenia uszu, zatok obocznych nosa, spojowek, btony $sluzowej nosa i gardta. Duzo
rzadziej obserwuje si¢ zapalenia oskrzeli i ptuc o etiologii bakteryjnej, w tym przypadku zakazenia
moga powikta¢ si¢ rozstrzeniem oskrzeli. (Janzi et al. 2009). Najczesciej infekcje te bedg mie¢
przebieg tagodny, niewymagajacy hospitalizacji a ich leczenie nie rdzni si¢ w istotnym sposob od
leczenia pacjenta bez sIgAD. Warty zasygnalizowania jest fakt, ze u pacjentéw z nawracajacymi
ZUM, zapaleniami oskrzeli i ptuc, nalezy wykluczy¢ wady uktadow moczowego i oddechowego.
(Lewandowicz-Uszynska i in. 2013). Nalezy takze pamigta¢, ze niedobdr IgA moze wystepowac
W przebiegu innych schorzen lub wynika¢ z ich leczenia.

Istotnym zagadnieniem, podnoszonym przez wielu specjalistow jest szczegdlna
predyspozycja 0s6b z selektywnym niedoborem IgA do rozwoju choréob o podtozu
autoimmunizacyjnym, lub tez do wspoétistnienia tych chorob z SIgAD. (Yel 2010). Dotychczas nie
udato ustali¢ si¢ spdjnego wyjasnienia tego procesu. Niektorzy jako hipotez¢ wskazuja zaburzona
odpowiedz wobec pojawiajacych si¢ antygenow bakteryjnych i w zwiazku z powyzszym dysregulacje
uktadu immunologicznego i nieprawidlowa, nadmierng jego aktywacje¢. Inni autorzy z kolei skupiaja
si¢ na udziale IgA w procesie odpornosci blon S$luzowych 1 usuwaniu kompleksow
immunologicznych, upatrujac si¢ podloza zaburzen w nieprawidlowej degradacji tych kompleksow,
ktore po dostaniu sie do tkanek wywolujg reakcje zapalng. (Mestecky et al. 1999). Za powstanie
nieprawidlowych przeciwciat, skierowanych przeciwko wlasnym tkankom odpowiedzialne moga by¢
takze zaburzenia ze strony odpowiedzi przeciwwirusowej. Naukowcy wykazali, ze IgA biorg udziat
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w wewnatrzkomorkowym niszczeniu czastek wirusa a takze w prezentacji jego antygendéw, stad
zaburzenia tego procesu mogg skutkowaé rozwojem nieprawidlowo skierowanej reakcji ukladu
odpornoéciowego (Cunningham-Rundles et al. 1981). Ostatnimi czasy liczne doniesienia wskazuja
na zwigzek pomiedzy nieprawidtowa mikrobiotg skory, jelit, bton $luzowych a wystepowaniem
objawdéw chordb z autoagresji. W proces kolonizacji $luzu i blon $luzowych bakteriami
symbiotycznymi zaangazowane sa takze immunoglobuliny A. (Donaldson et al. 2018) Wiadome jest
takze, ze IgA maja zdolnos$¢ do adsorpcji antygenow przyjmowanych droga pokarmowsa, w zwigzku
z tym, niedobor tej klasy immunoglobulin moze ulatwiaé¢ przyleganie antygenéw pokarmowych
i bakteryjnych do $cian przewodu pokarmowego, w konsekwencji promowaé nieprawidtowa,
krzyzowa reakcje i tworzenie przeciwciat przeciwko wlasnym tkankom. (Cunningham-Rundles et al.
2001). Hipotezy te potwierdza¢ moze fakt istnienia wspolnych dla PNO i choréb z autoagresji
okreslonych wspdlnych alleli HLA (np. HLA-B8, DR3, DQ2) a wigc wspolnego podioza
genetycznego. (Wang et al. 2010) Warto pamictaé, ze dodatkowym wspotistniejagcym zaburzeniem
moze by¢ wystgpowanie przeciwciatl anty-IgA. Szacuje si¢, ze posiada je 20-40% pacjentow.
Obecnos¢ przeciwciat skierowanych przeciwko wltasnym immunoglobulinom wptywa na utrudnienie
leczenia preparatami immunoglobulin dozylnych i podskoérnych, stosowanych czasem w leczeniu
chor6b z autoagresji. (Ferreira et al. 1988)

Duzo kontrowersji wzbudza wspotistnienie niedoboru IgA i chordb z kregu alergicznych.
Wigkszo$¢ publikacji potwierdza zwigzek sIgAD z atopia, jednak niektorzy badacze neguja go.
Niejasnym jest takze fakt, czy to niedobor immunoglobuliny promuje reakcje alergiczng, czy reakcja
alergiczna ostabiajgc btony $luzowe w konsekwencji doprowadza do wtérnego niedoboru IgA. Do
argumentOw przemawiajacych za wspotistnieniem tych dwodch zjawisk zaliczy¢ mozna istnienie
obnizonego poziomu IgA i sekrecyjnego IgA w wydzielinie z nosa atopikow. Ponadto istnieja
publikacje, ktore wskazuja, ze matki dzieci z atopiag maja nizsze osoczowe poziomy I[gA niz
w populacji oraz znacznie podwyzszony poziom IgE w krwi pepowinowej. Co wiecej dzieci
z tendencjami do chordb alergicznych maja bardziej zaznaczony fizjologiczny niedobdr IgA
W okresie noworodkowym a stgzenia te sa tym nizsze, im wieksze nasilenie objawow (cho¢ zwykle
pozostaja w granicach wartosci referencyjnych dla wieku). (Kilian et al. 1995). Ciekawa obserwacja
jest rowniez wzrost liczby komorek plazmatycznych produkujacych IgA w blonie §luzowej nosa,
w stosunku do placebo w wyniku r6znych rodzajow immunoterapii (potocznie zwanej odczulaniem),
jednak bez korelacji z klinicznym stanem pacjenta. KlinicySci zwracaja uwage na czeste
wspotistnienie niedoboru IgA z astma oskrzelowa, alergicznym niezytem nosa, atopowym
zapaleniem skory w codziennej praktyce. (Hamera-Stynarska i in. 2001). Lista chordb
autoimmunologicznych, ktére mozna spotka¢ u chorych na SIgAD jest dluga, obejmuje m.in.:
chorobe trzewna, cukrzyce t.1, chorobe Les$niowskiego-Crohna, wrzodziejace zapalenie jelita
grubego, bielactwo, tuszczyce, mlodziencze idiopatyczne zapalenie stawdw, toczen rumieniowaty
uktadowy, cytopenie immunologiczne (Lewandowicz-Uszynska i in. 2013; Wang et al. 2010).

Pacjenci, u ktorych stwierdza si¢ nawracajace infekcje stabo reagujace na antybiotykoterapig
doustna, przewlekajace si¢, wymagajace czgstego leczenia szpitalnego, po wykluczeniu innych
przyczyn takiego stanu powinni zosta¢ skierowani do immunologa. Jednym z podstawowych,
przesiewowych badan w diagnostyce pierwotnych i wtérnych niedoboréw odpornosci jest ocena
stezen poszczegdlnych klas immunoglobulin. Po wykluczeniu zaburzen syntezy swoistych
przeciwcial, niedoboru podklas IgG, zaburzen fagocytozy, ukladu dopeiniacza, a wigc po
wykluczeniu powazniejszych przyczyn chorobowosci, mozemy zastanawia¢ si¢ nad rozpoznaniem
SIgAD. (Gotab i in. 2002) Wg ESID (1999r) rozpoznanie pewne selektywnego niedoboru IgA
stawiamy, gdy: dziecko ukonczylo 4 r.z, stezenie IgA w surowicy wynosi <2SD normy dla wieku,
stezenia IgG i1 [gM w surowicy sa w normie, odpowiedz poszczepienna w klasie IgG jest prawidtowa
oraz wykluczono inne przyczyny hipogamaglobulinemii. Rozpoznanie prawdopodobne natomiast
stawiamy, gdy dziecko nie ukonczyto 4 r.z, stgzenie IgA w surowicy wynosi <0,07g/1, prawidtowe sa
stezenia IgG i IgM, odpowiedz poszczepienna jest prawidlowa oraz wykluczono inne przyczyny
obnizenia poziomu IgA. (Conley et al. 1999). Majac na uwadze fakt, ze czgstymi schorzeniami
wspotistniejacymi z SIgAD sa choroby autoimmunologiczne, rozwazyé mozna, w zalezno$ci od stanu
klinicznego wykonanie badan wykrywajacych m.in.: przeciwciala przeciwjadrowe, przeciwciata
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przeciwko endomysium i gliadynie, anty-TPO, anty-TG. Nie ma jednak jednoznacznych danych
wskazujacych na konieczno§¢ wykonywania tych badan rutynowo. Warto mie¢ takze w pamieci, ze
istniejg publikacje wskazujace na zwigkszone ryzyko rozwinigcia si¢ CVID u osoby z wcze$niej
rozpoznanym SIgAD, stad wskazana jest wzmozona czujno$¢ u tych pacjentow w tym aspekcie.

Postawienie diagnozy selektywnego niedoboru IgA nie wptywa znaczgco na postepowanie
terapeutyczne u pacjentow. Podstawa pozostaje leczenie zakazen w sposob adekwatny do ich
etiologii, wicku pacjenta i stanu klinicznego, leczenie chordb wspotistniejacych i zapobieganie
rozwojowi powiktan. Nie ma jasnych wytycznych, ktore sugerowatyby konieczno$¢ stosowania
W tym schorzeniu diuzszej i bardziej agresywnej antybiotykoterapii niz u pacjentow bez SIgAD.
Konsensusu brak takze w kwestii stosowania profilaktyki antybakteryjnej w tym niedoborze
odpornosci. Znaczaca role w minimalizowaniu ryzyka zakazen pelnia szczepienia ochronne.
Stosowanie szczepien, zarowno zywych jak i atenuowanych jest w tym niedoborze bezpieczne
i zalecane. Wskazane jest rozszerzenie standardowego kalendarza o szczepienie przeciwko S.
pneumoniae, N. meningitidis, H. influenzae oraz coroczne szczepienie przeciw grypie. Nie zaleca si¢
wlaczania terapii substytucyjnej IgG (i.v, s.c) u pacjentow bez wspdtistnienia innych zaburzen
w obrebie uktadu odpornosciowego. (Lewandowicz-Uszyniska i in. 2013). Stosowanie preparatow
immunoglobulin u 0s6b, u ktérych stwierdza si¢ obecno$¢ anty-IgA niesie takze zwigkszone ryzyko
wystapienia wstrzasu anafilaktycznego i ciezkich reakcji alergicznych.

4. Podsumowanie i wnioski.

Osoby z selektywnym niedoborem IgA stanowig niezwykle heterogenna grupe pacjentow.
Przebieg schorzenia moze by¢ zréznicowany — od zupetnie bezobjawowego, przez manifestacje pod
postacia choréb z autoagresji, po nawracajace ci¢zkie zakazenia i transformacj¢ w CVID. Fakt ten
nastrecza klinicystom wielu trudnosci. O ile przypadkowo wykryty, bezobjawowy SIgAD nie
wymaga zwykle zadnej reakcji, o tyle powstaje wiele pytan dotyczacych postgpowania z pacjentami,
ktorzy objawy manifestujg. Heterogenno$¢ grupy pacjentéw utrudnia ustalenie klarownych
wytycznych. Czy kazdy pacjent z niskim poziomem IgA i wspdlistniejaca choroba
autoimmunologiczng powinien trafi¢ do immunologa? Kiedy niedobor IgA u dziecka jest juz
niedoborem a kiedy jeszcze elementem dojrzewania uktadu odpornosciowego? Jak wyodrgbnié grupe
pacjentow wysokiego ryzyka progresji do CVID? Czy i jak powinno si¢ monitorowa¢ rozwoj chorob
autoimmunologicznych u pacjentdéw z juz postawiong diagnoza? Jak leczy¢, czy leczy¢ i jaka
profilaktyke zastosowaé u pacjentéw z objawowym niedoborem IgA? Im wigcej w temacie SIgAD
wiemy, tym wiecej pojawia sie nowych pytan i problemow, na ktore, poki co nie mamy
jednoznacznych i uniwersalnych odpowiedzi. Analiza dostgpne;j literatury pozwala wysnu¢ wniosek,
ze wazne jest indywidualne podejscie do kazdego pacjenta. Schorzenie to, cho¢ nie nalezy do ci¢zkich
niedoboréw odpornosci, znacznie obniza jako$¢ zycia pacjentow. Potrzeba dalszych badan w tym
temacie.
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Streszczenie

Badania histologiczne unerwienia szpiku kostnego sg utrudnione ze wzgledu na $ciste relacje
pomigdzy zmineralizowang koscig a szpikiem oraz ze wzgledu na réznice w ich twardosci. Celem
niniejszej pracy byt przeglad literatury dotyczacy opisu unerwienia szpiku kostnego 1 wykazanie czy
przebieg wiokien nerwowych ma wptyw na lokalizacje komdrek hemopoetycznych. Wprowadzenie
do badan technik immunohistochemicznych oraz znacznikéw neuronalnych umozliwito okreslenie
czynno$ciowego charakteru widkien nerwowych. Szpik kostny jest unerwiony przez mielinowe
i bezmielinowe, autonomiczne i czuciowe witokna nerwowe, przy czym tylko nieliczne z nich
opuszczaja naczynia krwionos$ne i koncza swdj bieg miedzy komorkami szpiku. Wszystkie naczynia
krwiono$ne otrzymuja dostawg nerwow sympatycznych i te same naczynia krwiono$ne, ktore
zaopatrujg zmineralizowana kos¢ czy okostng, kontynuujg swoj bieg w szpiku kostnym. Istnienie
bogatego unerwienia kosci sugeruje mozliwo$¢ wptywu uktadu nerwowego na proces hematopoezy.
Jednym z warunkéw, ktory dowodzi wspoldziatania ukladu krwiotwoérczego i nerwowego, jest
obecno$¢ 1 synteza neurotransmitera w zakonczeniach nerwdéw, w poblizu komorek
hemopoetycznych. Ostatnie badania ujawniajg informacje na temat mozliwosci regulowania
dojrzewania komoérek hemopoetycznych przez glutaminian, ktory moze pochodzi¢ z zakonczen
nerwowych. Dlatego tez niezbgdne jest prowadzenie dalszych badan, ktére powinny wyjasniaé
wplyw uktadu nerwowego na rozwdj i proliferacj¢ komorek krwi.

1. Wstep

Szpik kostny jest gabczasty tkankg, migkka i silnie ukrwiong. Znajduje si¢ wewnatrz jam
szpikowych kosci dlugich oraz w matych jamkach w obrgbie istoty gabczastej kosci. Masa catego
szpiku u osoby dorostej wynosi okoto 2,5 kg. Wyr6zniamy dwa rodzaje szpiku kostnego: szpik kostny
70ty oraz szpik kostny czerwony. Szpik kostny zotty sktada si¢ glownie z komorek thuszczowych
(adipocytoéw), ktore nadajg mu barwe. Ten rodzaj szpiku jest hematopoetycznie nieczynny i jego
zawarto$¢ w organizmie osobnika wzrasta wraz z wiekiem. W szpiku kostnym czerwonym
powstaja elementy morfotyczne krwi, takie jak erytrocyty, leukocyty czy  trombocyty.
U noworodkow szpik kostny czerwony wypelnia wszystkie kosci. Z biegiem czasu jego ilos¢ sig
zmniejsza, a wystgpowanie ogranicza do kosci ptaskich: zeber, mostka, kregow, kosci czaszki, kosci
miednicy i topatek oraz nasad kosci dlugich. W czasie rozwoju embrionalnego ssakow narzadami
krwiotworczymi sg watroba ptodowa i pecherzyk zottkowy (Ostrowski 1988).

Podstawowa jednostka budulcowa szpiku kostnego jest tkanka siateczkowata pochodzenia
mezenchymalnego oraz naczynia wlosowate o specjalnej budowie: o cienkich $ciankach
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i zatokowych poszerzeniach. Elementy siateczki tworza sie¢, w ktorej oczkach zawieszone sg
komorki hemopoetyczne. Szpik kostny czerwony tworza dwa przedzialy - naczyniowy
i hemopoetyczny. Przedzial naczyniowy tworzg tetnice, liczniejsze zyly, a przede wszystkim
naczynia zatokowe szpiku, ktorych $ciang tworza $cisle przylegajace do siebie komorki $§rodbtonka.
Na zewnetrznej powierzchni naczynia, bezposrednio na srédbtonku, lezy nieciggta warstwa komorek
siateczki zwanych komoérkami przydankowymi, ktére sg strukturalnym tacznikiem przedziatu
naczyniowego i hemopoetycznego. Naczynia zatokowe szpiku kostnego sa miejscem, gdzie odbywa
si¢ przechodzenie komorek ze szpiku do krwi (Sawicki 1993).

Przedziat hemopoetyczny tworzy zrab, ktory zbudowany jest z tkanki tacznej siateczkowate;j
oraz znajdujace si¢ w jego sieci komorki uktadu krwiotworczego wszystkich linii w r6znych stadiach
rozwojowych. Komorki zr¢bu tworza specyficzne mikrosrodowisko, ktore warunkuje podzialy,
roéznicowanie, jak i dojrzewanie elementdw hemopoetycznych (Boulais i Frenette 2015; Sawicki
1993).

Srodowisko krwiotwoércze szpiku tworza elementy morfotyczne, takie jak komorki zrgbu
i substancja pozakomérkowa m.in. w postaci wiokien oraz czynniki molekularne: cytokiny, czynniki
wzrostu, chemokiny, ktére wydzielane sag do mikrosrodowiska przez komoérki zrebu. Opisywane
mikrosrodowisko krwiotworcze szpiku jest strukturg uporzadkowana, ktére reguluje hematopoeze
m.in. poprzez wystepowanie nisz szpikowych (Boulais i Frenette 2015;Calvi i Link 2015;Garcia-
Garcia i Mendez -Ferrer 2017). Nisze komoérek macierzystych sa zlokalizowane w jamie szpikowej,
gtownie w okolicy okostnej wewnetrznej (endosteum) (Kopec-Szlezak 2003).

2. Opis zagadnienia

Badania dotyczace lokalizacji roznych populacji komorek hemopoetycznych w szpiku
kostnym wykazaty, ze zespoly tych komorek nie sa rozmieszczone przypadkowo, lecz ukladajg sig
w scistym kontakcie z przedzialem naczyniowym szpiku. Brak jest natomiast wiarygodnych
informacji, ktére potwierdzatyby istnienie zaleznosci migdzy lokalizacja tych komoérek w szpiku,
a rozmieszczeniem widkien nerwowych. Dlatego celem niniejszej pracy byt przeglad literatury
dotyczacy opisu przebiegu widkien nerwowych w szpiku kostnym i wykazanie jego zwigzku
z lokalizacjg i rozwojem komorek hemopoetycznych.

3. Przeglad literatury

3.1 Unerwienie szpiku kostnego

Badania dotyczace unerwienia szpiku kostnego maja juz wieloletnig histori¢. W latach 30
ubieglego stulecia de Castro wykazatl, ze nerwy wnikajg do jamy szpikowej wraz z tetnicg odzywcza,
rozgalgziaja si¢ i przebiegaja wzdhuz tetniczek szpiku, w formie gestej sieci (Dabrowski 1998).
Po6zniejsze badania udowodnity, ze ko$¢ jest bogato unerwiona, a widkna nerwowe biegna wzdhuz
naczyn krwiono$nych, w sasiedztwie komorek hemopoetycznych i komorek tkanki kostnej.
Doswiadczenia przeprowadzone na szczurach, wykazaty, ze w czeSci trzonowej kosci przez otwor
odzywczy wraz z tetnicg wchodzag gtdéwnie widkna bezmielinowe. W okostnej 15 i 25 dniowych
szczurow widoczne byly gléwnie widkna bezmielinowe, podczas gdy w $srédkostnej obserwowano
pewng ilo$¢ wtokien mielinowych w sgsiedztwie osteoblastow. W szpiku wykazano obecno$¢ jedynie
bezmielinowych widkien biegnacych pomiedzy komérkami hemopoetycznymi. U szczuréw tuz po
urodzeniu nie wykryto widkien mielinowych zarowno w szpiku jak i w endosteum ( $rodkostnej)
(Serre i in. 1999).

Na okreslenie topografii unerwienia narzadu kostnego pozwolita metoda impregnacji
srebrowej, to wilasnie dzigki niej Thurston opisal u psa i szczura obecnos$¢ licznych wiokien
nerwowych w jamie szpikowej, okostnej, a takze w kanatach naczyniowych strefy korowej kosci oraz
w ochrzgstnej, w najblizszym sgsiedztwie chrzgstki wzrostowej. Jednakze doktadniejsze zbadanie
charakteru tych wldkien okazalo si¢ niemozliwe ze wzgledu na mato rozwinigte techniki
histologiczne. Wigkszo$¢ widkien wystepujacych w szpiku byta zwigzana z naczyniami, ale obecne
byly takze odgalezienia przebiegajace w migzszu tkanki. Wprowadzenie do badan technik
immunohistochemicznych oraz znacznikow neuronalnych przenoszonych za posrednictwem
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transportu aksonalnego byto przetomem, ktéry pozwolil na okreslenie czynno$ciowego charakteru
tych widkien. Na tej podstawie wyrézniono dwa podstawowe rodzaje wiokien nerwowych: wtokna
czuciowe i widkna uktadu sympatycznego (Gajda 2003).

Yamazaki i Allen analizujac zdjecia z mikroskopu elektronowego wykazali, ze wiokna
nerwowe szpiku zawierajg zard6wno zmielinizowane, jak i niezmielinizowane aksony, ktére koncza
swoj bieg glownie migdzy komoérkami przydanki tetnic. Niektore rowniez, cho¢ byl to mniejszy
procent, rozprzestrzeniaja si¢ do $cian zatok szpikowych i do parenchymy hematopoetycznej.
Badania te dostarczyty wigcej informacji dotyczacych unerwienia szpiku kostnego i relacji pomigdzy
zakonczeniami nerwow, a sktadnikami mikrosrodowiska szpikowego (Yamazaki i Allen, 1990).

Wszystkie naczynia krwiono$ne otrzymuja dostawe nerwow sympatycznych i te same
naczynia krwiono$ne, ktore zaopatrujg zmineralizowang ko$¢ czy okostna, kontynuuja swoj bieg
w szpiku kostnym. Podobnie, widkna czuciowe, ktore uwalniaja substancje P (SP) i peptyd zwigzany
z genem kalcytoniny (CGRP), towarzysza noradrenergicznym sympatycznym widknom wzdtuz tych
samych naczyn krwiono$nych, ktore zaopatrujg otaczajaca kosc i sa dalej rozprzestrzenione w obrebie
szpiku kostnego (Nance i Sanders 2007).

Dzigki podwdjnym barwieniom immunohistochemicznym wykazano, ze wszystkie komorki
SP - immunopozytywne zawieraja CGRP, a przewazajaca wickszo§¢ komorek CGRP -
immunoreaktywnych wykazuje obecnos¢ SP (Gajda 2003, Gajda i in.2005, Nance i Sanders 2007).

3.2 Markery neuronalne i neurotransmitery

W badaniach rozwoju unerwienia szpiku kostnego bardzo cenne sa markery wzrastajacych
wiokien nerwowych oraz neuroprzekazniki zarowno w obwodowym, jak i osrodkowym ukladzie
nerwowym.

GAP-43

Biatko zwigzane ze wzrostem o m. cz. 43 kD (growth-associated protein 43, GAP-43, GAP)
zwane takze B-50, F-1, pp46 lub neuromoduling, jest fosfoproteidem zlokalizowanym w wewngtrznej
blaszce btony komdrkowej aksonow. GAP-43 jest odpowiedzialny za wzrost aksonu oraz wydzielanie
neuromediatordw przez synapsy. Wysoka ekspresj¢ tego bialka stwierdzono we wzrastajacych
aksonach podczas rozwoju ptodowego i postnatalnego, a takze w regenerujacych widknach
nerwowych po ich uszkodzeniu. U dojrzatych osobnikow GAP-43 byt opisany w réznych czgéciach
centralnego systemu nerwowego, gdzie odpowiada za procesy plastycznosci i synaptogenezy.
Przeciwciata skierowane przeciwko GAP-43 byly wykorzystywane do immunohistochemicznego
uwidocznienia wzrastajacych widkien nerwowych w uktadzie kostno-stawowym (Gajda 2003).

PGP 9,5

PGP 9.5 to tzw. biatkowy produkt genu, biatko enzymatyczne o masie czasteczkowej 9.5
kD nalezace do grupy hydrolaz ubikwitynowych. Wystepuje ono we wszystkich populacjach
komorek nerwowych i w komorkach neuroendokrynowych. Wykorzystywane jest jako marker
zakonczen nerwowych. Dzigki zastosowaniu przeciwciala przeciwko temu antygenowi opisano
rozwoj unerwienia kosci u szczurow (Gajda i in. 2005).

Neuropeptyd Y

Neuropeptyd Y (NPY) powszechnie wystepuje jako wazny neuroprzekaznik, zaréwno
w obwodowym, jak i osrodkowym uktadzie nerwowym. W tkankach obwodowych znajduje si¢
przede wszystkim w neuronach wspotczulnych wspotwystepujac z noradrenaling. Spotykany jest
takze w czgsci neurondw przywspotczulnych. W osrodkowym uktadzie nerwowym znajduje si¢
W korze mozgowej i strukturach limbicznych w lokalnych hamujacych neuronach, w neuronach
noradrenergicznych pnia mézgu, w grupie boczno-nakrywkowej neuronéw adrenergicznych dajacych
projekcje do jadra przykomorowego podwzgoérza oraz w neuronach miejsca sinawego, ktorych
zakonczenia maja miejsce we wzgoérzu (Bobinska i in. 2008). Wysoki poziom NPY u szczuréw
wykazano rowniez w komodrkach krwi, szpiku kostnym i $ledzionie. Wykazano ekspresj¢ NPY
w megakariocytach, co zostato potwierdzone metoda hybrydyzacji in situ (Gajda 2003).
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Glutaminian

Glu (glutaminian) jest gltownym neurotransmiterem w o$rodkowym ukladzie nerwowym
kregowcow. Komoérki nerwowe uzywajace glutaminianu jako neurotransmitera zawierajg
odpowiednie receptory GluR (ang. glutamate receptor) oraz pgcherzykowe transportery glutaminianu
VGLUT (ang. vesicular glutamate transporter). Dziatanie Glu polega na jego wigzaniu si¢ do
receptorow blonowych, co indukuje wzrost wewnatrzkomorkowego poziomu wapnia i aktywacje
réznych kaskad sygnatowych. U szczurow zaobserwowano szczeg6lnie duze ilosci wolnego Glu w
osteoblastach oraz w czeSciach przynasadowych kosci, a takze w sasiedztwie nerwow biegnacych w
szpiku kostnym przy komoérkach kosci oraz wzdluz naczyn krwionos$nych. Jednakze nie wykryto
wolnego Glu w osteoklastach, komérkach endotelialnych oraz hemopoetycznych. Pochodzenie Glu
w koS$ciach jest nieznane, jakkolwiek powstaly hipotezy dotyczace jego uwalniania. Jedna z nich
sugeruje, ze jest on uwalniany przez komorki kosci, gdzie dziala na zasadzie oddziatywan
parakrynnych. Druga, bardziej prawdopodobna sugeruje, ze jest on uwalniany z zakonczen
nerwowych. Obecnos¢ wolnego Glu w szpiku kostnym sugeruje, ze moze on rowniez wplywaé na
proces hematopoezy (Serre i in. 1999).

3.3 Powiazanie unerwienia szpiku kostnego z lokalizacja komérek hemopoetycznych.

Zaleznosci anatomiczne pomigdzy uktadem krwiono$nym i nerwowym w tkankach
przedstawia si¢ czesto w postaci sieci naczyniowo-nerwowej, ktdra pokazuje nerwy towarzyszace
duzym i malym naczyniom krwiono$nym, zaréwno te¢tniczym jak i zylnym (Schmid-Schonbein
i in.1980).

Nisze komérek macierzystych i progenitorowych sg zlokalizowane w jamie szpikowej,
gléwnie w okolicy okostnej wewngtrznej (czyli endosteum), natomiast dojrzewajace komorki
prekursorowe linii granulocytarnej wystepuja blisko naczyn (Kopeé-Szlezak 2003). Zespoty komodrek
hemopoetycznych nie sa rozrzucone przypadkowo, lecz uktadaja sic w szpiku wedlug pewnego
schematu. Megakariocyty lezag w bezposrednim kontakcie ze Scianami zatok zylnych, do ktoérych
$wiatta uwalniaja ptytki krwi (Calvi i Link 2015, Yamazaki 1990). Erytropoeza zachodzi rowniez w
poblizu naczyn, natomiast komorki linii granulopoetycznej maja tendencj¢ do zajmowania przestrzeni
wokot tetniczek, a takze w poblizu beleczek kostnych (Nilsson i in. 2001).

Naito i wsp. stworzyli komputerowe mapy lokalizacji r6znych elementéw komorkowych
szpiku, w powigzaniu z jego unaczynieniem. Stwierdzili oni, ze komoérki granulocytarne wystepuja
gldwnie wokot Scian tetniczki centralnej, komorki erytrocytarne wokot Scian zatok szpikowych, do
ktorych $cian sa przytwierdzone megakariocyty. Na dwuwymiarowych skrawkach szpiku kostnego,
erytroblasty organizuja si¢ czgsto w skupiska, odseparowane od siebie. Na obrazach
trojwymiarowych szpiku skupiska erytroblastow nie tworza oddzielnych wysepek, ale wydtuzone
sznury (Naito i in. 1992).

Jednym z warunkow, ktéry dowodzi wspoétdziatania uktadu krwiotwdrczego i nerwowego,
jest obecno$¢ 1 synteza neurotransmitera w zakonczeniach nerwow, w poblizu komoérek
hemopoetycznych. Komorki szpiku musza posiada¢ wigc receptory dla tych przekaznikoéw. Sa to
odpowiednio receptory dla CGRP na komorkach szpiku myszy czy receptory 2 adrenergiczne na
limfocytach, granulocytach i monocytach (Dabrowski 1998).

Hematopoetyczne komorki macierzyste tkwigce w szpiku kostnym, kontrolujg przezycie,
proliferacje, samoodnawianie i réznicowanie w szpiku kostnym. U normalnych osobnikow staly ruch
komorek macierzystych pomiedzy szpikiem a przedzialami krwiono$nymi przyczynia si¢ do
utrzymania normalnej hematopoezy. Jednak mechanizmy regulujace ten kluczowy proces sa
W wigkszosci nieznane. Uwalnianie komorek macierzystych ze szpiku glownie zalezy od systemu
nerwowego. Brak galaktozylotransferazy, ktora znajduje si¢ w oligodendrocytach i komoérkach
Schwanna, powoduje odbiegajace od normy przewodnictwo nerwowe i praktycznie brak uwalniania
komorek macierzystych, nastgpujacego zwykle po zadziataniu czynnika stymulujacego wzrost
kolonii granulocytowych (G-CSF). Farmakologiczne lub genetyczne usuni¢cie adrenergicznej
neurotransmisji dowodzi, ze noradrenalina kontroluje G-CSF, a tym samym mobilizacj¢ komorek.
Podanie PB2-agonisty adrenergicznego wznawia mobilizacje i u kontrolnych myszy i u tych
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z deficytem noradrenaliny. Badania dowodza, ze wspotczulny uktad nerwowy reguluje przyciaganie
komorek macierzystych do ich nisz szpikowych (Katayama i in. 2005).

Wystepowanie komorek hemopoetycznych w poblizu nerwoéw przemawia za wplywem
substancji uwalnianych przez zakonczenia nerwowe na te komorki. Istnieja przypuszczenia, ze
rozwo6j komorek linii megakariocytarnej zalezy od obecno$ci glutaminianu, ktéry moze pochodzi¢
z zakonczen nerwowych. Genever 1 wsp. wykazali na powierzchni megakariocytow, pochodzacych
z rozmazow szczurzego 1 ludzkiego szpiku, obecnos¢ receptora dla glutaminianu typu NMDA. Na
komorkach linii megakariocytarnej wykryli roéwniez obecno$¢ przenosnika glutaminianu
i asparaginianu (GLAST). Dzigki analizom z cytometru przeptywowego badacze ci wykazali, ze
aktywno$¢ receptora  NMDA byla niezb¢dna do prawidlowego roznicowania komorek
megakarioblastycznych. Blokada tego receptora poprzez uzycie antagonisty MK-801 powodowata
zmniejszenie rozmiarow oraz adhezji komorek megakarioblastycznych (Genever i in. 1999).

Badania wykonane in vitro potwierdzaja wplyw katecholamin na rozwdj linii
czerwonokrwinkowej. W stezeniach spotykanych w warunkach normalnych zaréwno adrenalina, jak
i noradrenalina wywieraja pobudzajacy wplyw na rozwoj kolonii erytrocytarnych, ale w wysokich
stezeniach wyraznie hamuja ich rozw6j Znaczenie amin katecholowych dla prawidlowego rozwoju
linii czerwonokrwinkowej in vivo potwierdzaja rowniez obserwacje wystepowania anemii u chorych
z niewydolnosciag uktadu sympatycznego. Ciagle jednak brakuje potwierdzenia istnienia
anatomicznego podloza do zachodzenia interakcji pomigdzy komorkami hemopoetycznymi
a zakoniczeniami nerwowymi. W wielu chorobach neurologicznych zwigzanych z dysfunkcja uktadu
sympatycznego obserwuje si¢ anemig, co potwierdzily badania Ando i wsp. Zaobserwowali oni
réwniez, ze stopien anemii zmniejszyt si¢ po kilku iniekcjach erytropoetyny, co z kolei sugeruje, ze
erytropoeza i dysfunkcja uktadu sympatycznego moga by¢é mocno ze soba powigzane (Ando
i in.1996).

Hermans i Opstelten opisali erytroblasty w szpiku kostnym szczura, wykorzystujac
przeciwciala anty-HIS49, ktore reaguje z erytrocytami, jak z ich prekursorami. Komorki te byly
praktycznie nieobecne w czgséciach peryferyjnych (subendosteum) szpiku, czyli tam gdzie byto duzo
innych prekursor6w hematopoezy, gdyz rejon ten nie jest najwyrazniej korzystny dla ré6znicowania
si¢ erytroblastow. W pozostatych czes$ciach szpiku, komérki HIS49+ byty obecne czesto w duzych
skupieniach. Hermans i Opstelten stwierdzili rowniez, ze prekursory erytrocytow wystepuja
w bliskim sgsiedztwie makrofagdéw, wybarwionych za pomocg przeciwciata ED2. Stwierdzili oni, ze
okoto 90% zawieszonych w szpiku komorek HIS49+ ma na swojej powierzchni fragmenty
makrofagéw ED2+, to sugeruje bliski zwigzek pomigdzy tymi dwoma typami komoérek (Hermans
i Opstelten 1991).

4. Podsumowanie

a) Komorki hemopoetyczne wystepuja w powigzaniu z systemem haczyniowym szpiku
kostnego.

b)  Wiokna nerwowe biegna przy naczyniach krwionoénych szpiku, jak rowniez penetrujg do
jego czesci hematopoetycznej, co sugeruje ich wptyw na komorki krwi.

c) Lokalizacja komdrek hemopoetycznych jest skorelowana z przebiegiem wiokien nerwowych
szpiku.

d) Neurotransmitery uwalniane z zakonczen nerwowych moga wpltywaé na lokalizacje

i dojrzewanie komorek hemopoetycznych w szpiku kostnym.

Wplyw uktadu nerwowego na rozwqj i proliferacje komorek krwi nadal nie jest do konca
poznany. Obecno$¢ widkien nerwowych w poblizu naczyn z pewnoscia jest jednym z czynnikow
wplywajacych na rozmieszczenie komorek hemopoetycznych szpiku poprzez uwalniane
neurotransmitery. Konieczne wigc wydaje si¢ prowadzenie dalszych badan w celu wyjasnienia
wptywu ukladu nerwowego zardwno na procesy hematopoezy, jak rowniez na rozmieszczenie
poszczeg6lnych linii komérkowych w szpiku.
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Wykaz uzywanych skrétéw

CGRP (ang. calcitonin-gene related peptide) — peptyd zwigzany z genem kalcytoniny

GAP-43 (growth-associated protein 43, GAP-43, GAP) - biatko zwigzane ze wzrostem o m. cz. 43
kD

G-CSF (ang. granulocyte colony stimulating factor) — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
granulocytow

GLAST (ang. glutamate aspartate transporter) — przenosnik dla glutaminianu i asparaginianu
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Glu (ang. glutamate) -glutaminian

GIuR (ang. glutamate receptor) — receptory glutaminianu

MK-801 (ang. dizocilpine) -dizocylpina, antagonista receptora NMDA

NMDA (ang. N-methylo-D-aspartate) — N-metylo-D-asparaginian

NPY (ang. neuropeptide Y) — neuropeptyd Y

PGP 9.5 (ang. protein gene product 9.5) — biatkowy produkt genu o m.cz. 9.5 kD

SP (ang. substance P) — substancja P

VGLUT (ang. vesicular glutamate transporter)- pecherzykowe transportery glutaminianu

82|Strona



Badania i Rozwdj Mlodych Naukowcow w Polsce

14, Uklad nerwowy a rola endogennych peptydéw uwalnianych z bialek
zywnosci
The nervous system and the role of endogenous peptides released from food
proteins

Marta Sobolczyk

Katedra Chemii i Biochemii Medycznej, Zaktad Chemii Biomolekularnej, Wydziat Lekarski,
Uniwersytet Medyczny w Lodzi
Opiekun naukowy: dr hab. Renata Perlikowska

Marta Sobolczyk: martasobolczyk@wp.pl

Stowa kluczowe: egzorfina, f-kazomorfina, -konglicynina, rubiskolina, receptor opioidowy

Streszczenie

Receptory opioidowe znajdujg si¢ w wielu regionach moézgu, rdzenia kr¢gowego oraz
w tkankach obwodowych. Ich endogenne i egzogenne ligandy, w tym peptydy opioidowe, sa
zaangazowane w szereg procesOw fizjologicznych. Ciekawa grupg o szerokim potencjale stanowig
peptydy uwalniane z biatek zywnos$ci, wskutek hydrolizy enzymami trawiennymi. Posrod biatek
zywnoS$ci gtownymi prekursorami peptydow opioidowych sg bialka mleka, gluten pszenny, [-
konglicynina soi, oraz enzym RuBisCO pochodzacy ze szpinaku. Dotychczasowe badania
potwierdzaja udziat wigkszos$ci peptydow opioidowych w regulacji osrodkowego uktadu nerwowego,
co wigze si¢ z dziataniem przeciwbdlowym, wptywem na lgk, emocje i pami¢¢.

1. Wstep

Pierwsze doniesienia na temat przeciwbolowego dziatania endogennego uktadu
opioidowego si¢gaja lat 70. XX wieku. W toku tych osiggni¢¢, naukowcy badajacy mechanizm
dziatania morfiny wysuneli hipotezg o istnieniu trzech gtownych grup receptoréw opioidowych: p, &
oraz k (kodowanych odpowiednio przez geny Oprml, Oprdl i Oprkl), co pozwolito na lepsze
zrozumienie molekularnych i farmakologicznych zastosowan opioidow (Akil i in. 1998) Pozniejsze
badania dostarczyly informacji o istnieniu receptora nocyceptyny, charakteryzujacego si¢ jednakze
niskim powinowactwem wobec standardowych ligandéw opioidowych (Mollereau i in. 1994;
Malfacini i in. 2015). Receptory opioidowe naleza do nadrodziny receptorow sprzezonych z biatkami
G (ang. G protein-coupled receptor, GPCR), ztozonych z siedmiu domen transbtonowych, a ich
obecnos¢ potwierdzono w ukladzie nerwowym, jak i w tkankach obwodowych, w tym w sercu,
ptucach, watrobie, przewodzie pokarmowym czy ukladzie rozrodczym (Wittert i in. 1996;
Villemagne i in. 2002). Receptory typu p posrednicza przede wszystkim w szlakach
neuroendokrynnych oraz warunkuja odczuwanie bolu i analgezji. Z kolei receptory typu 6 reguluja
zachowanie emocjonalne i aktywno$¢ behawioralng. Co wiecej udowodniono réwniez wystgpowanie
innych sygnatow odbieranych przez receptory opioidowe, ktore obejmuja: reakcje na stres,
niedocisnienie, zmiany temperatury ciata, a takze wptyw na osrodek sytosci, spadek wydzielania soku
zotadkowego i zachowania seksualne (Kitts i in. 2003).

Biorac pod uwagg fakt, Ze zastosowanie tradycyjnych opiatow i opioidow w wigkszosci
wigze si¢ z wystapieniem efektow ubocznych (np. zawrotow glowy, nudnosci, zaparé, tolerancji
farmakologicznej, uzaleznienia), poszukuje si¢ zatem wciaz nowych rozwigzan. Wydawac by si¢
mogto, ze biatka zywnosci stuza tylko jako Zrédto cennych wartosci odzywczych, niemniej jednak
dowody wskazuja o mozliwosci wyselekcjonowania odpowiednich sekwencji peptydowych, ktore
réwniez potrafig modulowac fizjologiczne funkcje organizmu. W ciagu ostatnich kilku dziesigcioleci
zidentyfikowano szeroki zakres bioaktywnych peptydéw pochodzacych z zywnosci, o wielu
korzystnych dziataniach dla zdrowia, biorgcych udzial w zapobieganiu ryzyku wystgpienia chordb
przewlektych i zapewnieniu ochrony immunologicznej (Kitts i Weiler 2003). Pomimo, iz struktury
i funkcje bioaktywnych peptyddw nie sg do konca znane, znaczna cze$¢ ma wspolne wiasciwosci. Na
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przyktad wigkszo$¢ z tych peptyddéw zbudowana jest z krotkiej sekwencji obejmujacej od 2 do 20
aminokwasow, ktora na og6t jest bogata w aminokwasy hydrofobowe (proling, fenyloalanine, valing).
Ponizej przedstawiono charakterystyke najszerzej przebadanych peptydow endogennych
0 aktywnos$ci opioidowej, uwalnianych wskutek degradacji enzymatycznej biatek z produktéw
ro$linnych jak i mlecznych. Omoéwiona zostata ich rola w obrebie centralnego uktadu nerwowego.
1.1 Bioaktywne peptydy w zywnosci

Egzorfiny po raz pierwszy wyselekcjonowane zostaty 1979r. przez Zioundrou i wsp.
(Fukudome i Yoshikawa 1992) w wyniku degradacji enzymatycznej glutenu, biatka pochodzacego ze
zboza pszenicznego. Ze wzgledu na odmienng strukture zostaly podzielone na trzy grupy: A
(egzorfina A4, o sekwencji Gly-Tyr-Tyr-Pro i A5, o sekwencji Gly-Tyr-Tyr-Pro-Thr), B (egzorfina
B4, o sekwencji Tyr-Gly-Gly-Trp i B5, o sekwencji Tyr-Gly-Gly-Trp-Leu) oraz C (egzorfina C, o
sekwencji Tyr-Pro-Ile-Ser-Leu) (tab.1). Na podstawie testow bazujacych na wycinkach jelita
cienkiego $winki morskiej (ang. guinea-pig ileum, GPI) i izolowanych nasieniowodach myszy (ang.
mouse vas deferens, MVD) wykazano, iz egzorfiny charakteryzujg si¢ zréznicowanym
powinowactwem do receptoréw opioidowych. Egzorfiny A oraz B byly selektywne dla receptora typu
8, w tym sekwencja B5, ktora rozni si¢ zaledwie jednym aminokwasem od egzogennej Leu-enkefaliny
(Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu) wykazal najsilniejsza aktywno$¢. Natomiast egzorfina typu C
charakteryzowala si¢ wysokim powinowactwem do receptora p-opioidowego (Fukudome
i Yoshikawa 1992; Fukudome i in. 1997).

W 2001 roku w skutek degradacji enzymatycznej biatka karboksylazy/oksygenazy rybulozo-
1,5-bisfosforanu (RuBisCo), wyizolowanego z lisci szpinaku otrzymano dwa endogenne peptydy
0 aktywnos$ci opioidowej zwane rubiskolinami, charakteryzujace si¢ nastgpujacymi sekwencjami:
Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu, okre$lona rubiskoling-5 i Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu-Phe, nazwana analogicznie
rubiskoling-6 (tab.1) (Yang i in. 2001). RuBisCo jako enzym katalizujacy pierwszy etap cyklu
Calvina w fazie ciemnej, wystepuje wsrod wigkszosci organizméw autotroficznych
przeprowadzajacych fotosyntezg oraz fotooddychanie, dlatego tez rubiskoliny moga charakteryzowac
si¢ wysoka biodostepnoscia.

Natomiast sojmorfiny-5,-6,-7 pochodzace z izolatu biatka sojowego, B-konglicyniny, z racji
swojej sekwencji Tyr-Pro-Phe-Val na N-koncu, przypominajg strukture B-kazomorfiny wchodzacej
w sklad B-kazeiny produkowanej przez mleko matki (tab.1). Sojmorfiny znane s3 jako pierwsze
opioidowe peptydy pochodzenia roslinnego o specyficznym powinowactwie do receptorow
opioidowych typu p. Badanie GPI dowiodlo, ze sojmorfiny mogg by¢ bardziej selektywne do tego
typu receptora niz -kazomorfiny wystepujace u cztowieka (Ohinata i in. 2007).

Ostatnig grupa sa kazomorfiny, peptydy o wlasciwosciach opioidowych, wyizolowane na
skutek proteolizy bialek mleka, B-kazein. Pierwszym zidentyfikowanym tego typu opioidem byta -
kazomorfina-7 (o sekwencji Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle) jako produkt degradacji enzymatycznej
bydlecej B-kazeiny. Wysoka aktywno$cig cechujg si¢ rowniez jego syntetyczne analogi: -4, -5 1 -6,
ktore powstaty odpowiednio w wyniku usuwania reszt/-y aminokwasowych/-ej z C-konca peptydu
(tab.1) (Brantl i in. 1981). Wsrdd nich B-kasomorfina-5 wykazata najwicksza aktywno$¢ w testach
aktywnosci opioidowej GPI oraz MVD.

2. Przeglad literatury

2.1 Przeciwbolowe wlasciwos$ci peptydow

Najbardziej znang rola opioidow jest ich dziatanie przeciwbolowe, wynikajace z pobudzania
receptorow opioidowych zlokalizowanych w réznych miejscach osrodkowego uktadu nerwowego
i tkanek obwodowych. Wiele dowodow wskazuje, ze biatka pokarmowe wykazujace podobienstwo
strukturalne do endogennych opioidow mogg by¢ rozpoznawane przez receptory opioidowe. Wobec
czego, ich dzialanie molekularne i fizjologiczne jest podobne do opioidow.

W celu okre$lenia wiasciwosci przeciwbolowych B-kazomorfin (-3, -4, -5, -6 i -7),
przeprowadzone zostaly testy behawioralne na myszach: test wokalizacji indukowany pradem
(current-induced vocalization test), goracej ptytki (hot plate) i ,rzucania” ogona (tail pinch), po
podaniu  dokomorowym (icv) oraz dooponowym (it). Dziatanie przeciwbolowe wykazywaty
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wszystkie kazomorfiny, z wyjatkiem B-kazomorfiny-3, a efekt ten byt blokowany poprzez podanie
silnego antagonisty receptorow opioidowych, naloksonu, co potwierdzato udzial receptoréw
opioidowych w przekazywaniu sygnalu przeciwbolowego. Ponadto badania z roku 2015 sugeruja, ze
B-kazomorfina-5 i -7, moga przekraczaé bariere krew-mozg, bowiem peptydy te byly aktywne
przeciwbdlowo po podaniu dootrzewnowym (ip) u szczuréw (Blass i Blom 1996; Lister i in. 2015).

Tab.1. Przyktady peptydow opioidowych z uwalnianych z biatek zywnosci.

endogenny peptyd

zrodlo

sekwencja

egzorfina A4

egzorfina B4
egzorfina BS
egzorfina C
B-kazomorfina-4
B-kazomorfina-5
B-kazomorfina-6
B-kazomorfina-7
rubiskolina-5
rubiskolina-6
sojmorfina-5

sojmorfina-6

pszeniczny gluten
pszeniczny gluten
pszeniczny gluten
pszeniczny gluten
kazeina
kazeina
kazeina
kazeina
RuBisCo
RuBisCo
B-konglicynina

B-konglicynina

Gly-Tyr-Tyr-Pro
Tyr-Gly-Gly-Trp
Tyr-Gly-Gly-Trp-Leu
Tyr-Pro-lle-Ser-Leu
Tyr-Pro-Phe-Pro
Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly
Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro
Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-lle
Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu
Tyr-Pro-Leu-Asp-Leu-Phe
Tyr-Pro-Phe-Val-Val

Tyr-Pro-Phe-Val-Val-Asn

sojmorfina-7 B-konglicynina Tyr-Pro-Phe-Val-Val-Asn-Ala

Rubiskolina-6 byta aktywna w tescie ,rzucania” ogona nie tylko po podaniu icv (1
nmol/zwierzg), ale co ciekawsze dziatal przeciwbolowo réwniez po podaniu doustnym (100 mg/kg).
Najsilniejsza odpowiedZ obserwowana byta po 10 min od podania icv, a czas trwania tego efektu
wynosit okoto 30 min (Yang i in. 2011). Dziatanie przeciwbolowe rubiskoliny-6 po podaniu icv byto
hamowane przez jednoczesne podanie antagonisty opioidowego J, naltrindolu w dawce 1 mg/zwierze
(podskornie, sc), co §wiadczylo o udziale receptorow 6 w przekazywaniu dziatania analgetycznego
badanego peptydu (Yang 2011).

Bialko glutenowe, egzorfina A5, po podaniu icv wywotato tagodne dzialanie przeciwbdlowe
zalezne od dawki; najlepszy efekt otrzymano dla dawki 300 pg/zwierze (Takahashi 2000). Jednak
dziatanie peptydu byto za stabe by wzmocni¢ efekt przeciwbolowy morfiny podanej podskornie
wdawce 10 mg/kg, co wynika¢c moglo z nizszej aktywnosci opioidowej egzorfiny A5 i jej
selektywno$ci wobec receptorow 6 opioidowych. Ponadto egzorfina A5 po podaniu ip zniosta
dziatanie endogennego uktadu przeciwbolowego, co potwierdzono w testach indukujacych analgezje,
bedaca wynikiem dodatkowego stresu (footshock stress, FS, oraz socio-psychological stress with
communication box, PSY).

2.2 Wplyw peptyddw na procesy uczenia si¢ i zapamigtywania

Lokalizacja oraz charakterystyka farmakologiczna receptorow opioidowych sugeruje, ze
moga one bra¢ udzial w procesach uczenia si¢ i zapamigtywania. Sposrod endogennych peptydow
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opioidowych obiecujace wyniki otrzymano m.in. dla egzorfiny A5. W celu okreslenia wplywu tego
peptydu na proces uczenia si¢ i pami¢¢ przeprowadzono test biernego unikania na myszach szczepu
ddY (one-trial step-though type passive avoidance test) (Takahashi 2000). Doustne podanie
egzorfiny-5 w dawce 300 mg/kg po 24 h od treningu miato stymulujacy wplyw na proces uczenia si¢
i konsolidacj¢ pamigci.

Podobna zalezno$¢ w tescie biernego unikania zaobserwowano w przypadku rubiskoliny-6
(Yang 2003), dla ktorej wykres zalezno$ci dawka-efekt miat ksztatt dzwonowy, a maksymalna
odpowiedz dotyczyta dawki 3 nmol/zwierz¢ po podaniu icv oraz dawki 100 mg/kg po podaniu
doustnym. Odpowiedz zostata zahamowana przez antagonistg receptorow d-opioidowych, naltrindol
(1 mg/zwierzg, sc), co udowodnito istotno$¢ receptorow & w mechanizmach wzmacniania pamigci.

Obiecujace wyniki otrzymano réwniez dla B-kazomorfiny-5. W celu okre$lenia wptywu tego
peptydu na pamigé krotkotrwata i dtugotrwata przeprowadzony zostat test pamigci krotkotrwatej
bazujacy na spontanicznej eksploracji labiryntu Y (spontaneous alternation behavior in the Y-maze)
oraz test pamigci dtugotrwatej biernego unikania (step-down-type passive avoidance) (Sakaguchi
2006). W obu eksperymentach p-kazomorfina-5 w dawce (1 mg/kg, ip) stymulowata pamieé
U zwierzat po wczesniejszym podaniu skopolaminy (1 mg/kg, sc), blokera acetylocholiny,
wywotujacego uposledzenie zachowan spontanicznych i biernej reakcji unikania. Zdolno$¢ B-
kazomorfiny-5 (1 mg/kg, ip) do konsolidacji pamigci zostata zahamowana poprzez podanie [3-
funaltreksaminy (antagonista receptorow p-opioidowych, 0.1 pg/zwierze, icv), oraz naloksonazyny
(antagonista receptorow pi-opioidowych, 5 pg/mouse, icv), co $wiadczylo o udziale receptorow p
w zahamowaniu zaburzen pamigci i procesOw uczenia si¢ wynikajacych z upo$ledzenia szlaku
cholinergicznego.

2.3 Dzialanie przeciwlgkowe i przeciwdepresyjne

Wiadomo rowniez, ze uklad opioidowy moze by¢ zaangazowany w regulacje reakcji
emocjonalnych, wptywa tez na przebieg depresji czy zachowan lgkowych. Sugeruja to badania,
w ktorych zwigzki wzmacniajace neurotransmisj¢ opioidowa moga wywieraé rzeczywiste dzialanie
przeciwdepresyjne (Jutkiewicz 2006). Duze nadzieje poktada si¢ w ligandach receptorow -
opioidowych, odkad badania z uzyciem myszy ze znokautowanym genem receptora & opioidowego
wykazywaly reakcje przypominajace zachowania Igckowe w teScie podniesionego labiryntu
krzyzowego i depresje w tescie wymuszonego ptywania (Filliol 2000).

Potencjalny efekt przeciwlekowy egzorfiny A5 obserwowany byt w zwierzgcym modelu
lgku, bazujacym na naturalnej awersji gryzoni do eksplorowania podwyzszonych i otwartych
przestrzeni: w teScie podniesionego labiryntu krzyzowego (elevated-plus maze) u myszy ddY. Peptyd
wykazal dziatanie przeciwlgkowe po podanie doustnym w dawce 300 mg/kg. Zaobserwowano
bowiem dwukrotne wydluzenie czasu spedzonego na otwartych ramionach labiryntu w poréwnaniu
z grupg kontrolng (Takahashi 2000).

Podobnie peptydy uwalniane z B-konglicyniny soi, sojmorfina-5, -6, -7 dzialaty
przeciwlekowo po podaniu ip (min. skuteczna dawka 10 mg/kg) jak i po podaniu doustnym (min.
skuteczna dawka 3 mg/kg). Co wiecej peptydy te przy wyzej wymienionych dawkach nie wykazaty
aktywnosci przeciwbolowej (Ohinata i in. 2007).

Rubiskolina-6 wykazata efekt przeciwlekowy w dawce 10 mg/kg po podaniu ip, oraz
w dawce 100 mg/kg po podaniu doustnym. Dodatkowo, nie zaobserwowano wptywu na aktywno$é
lokomotoryczng, poniewaz nie ulegta zmianie catkowita liczba wizyt na otwartych i zamknigtych
ramionach labiryntu w obrebie 5 minut (Hirata i in. 2007). W celu zbadania mechanizmu lezacego
u podstaw anksjolitycznego efektu rubiskolina-6 (10 mg/kg, ip lub 100 mg/kg, doustnie) podawana
byta z antagonistami: naltrindolem (1 mg/ kg, sc), SCH23390 (antagonista receptora dopaminowego
D1, 30 pg/kg, ip), raklopridem (antagonista receptora dopaminowego D2, 15 pg/kg, ip), BMY 14802
lub BD1047 (antagonisci receptora ol, odpowiednio 0.5 mg/kg lub 10 mg/kg, ip). Badania te
wykazaty, ze pobudzenie receptora opioidowego & przez rubiskoling-6 indukuje aktywacje
mechanizmu zaleznego od receptora 1, co z kolei wzbudza uwalnianie dopaminy i stymulacje
receptora D1.
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Dzialanie przeciwdepresyjne rubiskoliny-6 przebadano w tescie behawioralnym na modelu
zwierzecym badajacym zachowania depresyjne: w tescie podwieszania za ogon (TST), a takze
w eksperymencie okres$lajgcym spontaniczng aktywnos$¢ lokomotoryczng (LMA) (Mitsumoto i in.
2019). W tescie TST u zwierzat nie poddanych stresowi, rubiskolina-6 podana ip w dawce 30 mg/kg
nie skrécita czasu bezruchu u myszy. Natomiast zastosowanie tej samej dawki, ale u myszy
wystawionych na dodatkowy ostry stres, spowodowato zmniejszenie czasu nieruchomosci. Efekt ten
byly antagonizowany przez receptory opioidowe 6, bowiem podanie naltrindolu (1 mg/kg, ip)
zahamowato efekt przeciwdepresyjny peptydu. Rubiskolina-6 nie zmienita znaczaco aktywnosci
lokomotorycznej zardwno u myszy poddanych jak i nie poddanych stresowi, co jest zgodne z innymi
badaniami wykazujacymi, ze klasyczne leki przeciwdepresyjne nie wptywaja lub tylko nieznacznie
hamuja aktywnos$¢ motoryczna.

3. Podsumowanie

W tym artykule oméwiono najbardziej znane endogenne peptydy pochodzace z bialek
zywnoS$ci 1 opisano ich wplyw na uktad nerwowy. Biorac pod uwagg aktywnos¢ biologiczng
scharakteryzowanych  peptydow, ich  wlasciwosci  przeciwbdlowe,  przeciwlgkowe,
przeciwdepresyjne, jak rowniez wplyw na procesy zapamigtywania i uczenia si¢, wnioskowa¢ mozna,
ze sg one atrakcyjnym oraz potencjalnym zrédlem nowych terapii a takze co ciekawe zywnoS$ci
funkcjonalnej. Jednak te efekty zaleza od stabilnosci kazdego z peptydu we krwi i zdolnosci do
przekraczania bariery krew-moézg, co pozostaje kwestia nadal niedostatecznie zbadang. Niemniej
odkrycie bioaktywnych peptydow wzbudzito duze zainteresowanie i mogg by¢ uwazane jako zwiazki
wiodace do opracowania nutraceutykow.
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Streszczenie

Do wolnych rodnikow zaliczamy reaktywne formy tlenu (RFT) oraz reaktywne formy azotu
(RFA). W warunkach homeostazy wolne rodniki spetniajg role mediatorow, jak rowniez regulatoréw
w licznych procesach zachodzacych w komoérce. Reaktywne formy tlenu majg wptyw na starzenie
komorek oraz decydujg o ich $mierci lub przezyciu. Szkodliwe dziatanie wolnych rodnikéw przejawia
si¢ jako zdolno$¢ do utleniania struktur biatkowych. Kwasy nukleinowe stanowia kolejna strukture
na ktora RFT dziataja destrukcyjnie. Cechuja si¢ one jednak wigksza stabilnoscia w pordwnaniu
z biatkami. Peroksydacja lipidow stanowi kolejne niebezpieczne zjawisko zwigzane z uszkodzeniami
wywotanymi przez wolne rodniki. Destrukcyjnej dziatalnosci wolnych rodnikéw przeciwdziataja
liczne ochronne uktady organizmu. System obronny zawiera wiele substancji pochodzenia
endogennego oraz egzogennego. ZwigzKki endogenne organizm jest w stanie samodzielnie
syntetyzowac, zwigzki egzogenne muszg by¢ dostarczone do organizmu wraz z pozywieniem.

1. Wstep

Wolnymi rodnikami nazywamy atomy lub czasteczki, ktére maja zdolno$¢ do samodzielne;j
egzystencji, posiadajace przynajmniej jeden atom tlenu oraz jeden badz wigcej niesparowanych
elektronow. Liczne wolne rodniki powstaja na skutek naturalnie zachodzacych w organizmie
proceséw metabolicznych, tj. oddychanie tlenowe lub procesy zapalne (Kulik-Kupka i in. 2016).

2. Opis zagadnienia

Wolne rodniki to przede wszystkim reaktywne formy tlenu (RFT) oraz reaktywne formy
azotu (RFA). Wolne rodniki tlenowe pochodzenia endogennego powstaja podczas
wewnatrzkomorkowego procesu oddychania, miejscem ich tworzenia sg rowniez komoérki srodblonka
naczyn ptuc, ponadto wytwarzane sg przez eozynofile i neutrofile, monocyty, jak i makrofagi. Liczne
reakcje biologiczne stanowia ich zrodlo, np. sa naturalnym czynnikiem procesow detoksykacji
W organizmie. Czynniki egzogenne moga powodowac ich nadmierne powstawanie, przykladem jest
palenie tytoniu, naduzywanie alkoholu oraz nieprawidlowa dieta. Wplyw zanieczyszczen
srodowiskowych 1 przemystowych, jak rowniez dziatanie promieniowania jonizujacego rowniez
przyczynia si¢ do tworzenia znacznej ilosci wolnych rodnikow. Przyspieszone tempo oddychania
podczas wysitku fizycznego takze sprzyja wzmozonej produkcji wolnych rodnikow (Czajka 2006).
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Do reaktywnych form tlenu zaliczamy miedzy innymi: tlen singletowy, rodnik hydroksylowy,
anionorodnik ponadtlenkowy oraz nadtlenek wodoru. Reaktywne formy azotu stanowia kolejng grupe
zwigzkow charakteryzujacych si¢ wysoka reaktywnos$cia chemiczng zwigzang z wystgpowaniem na
powtoce walencyjnej niesparowanych elektroné6w (Janicka i in. 2013).

Reakcje, w przebiegu ktorych powstaja wolne rodniki:

a) homoliza,
b) radioliza,
c) fotoliza,
d) sonoliza,

e) jednoelektrodowe reakcje redoks (Wdowiak 2013).

Homoliza bazuje na rozpadzie czasteczek posiadajacych stabe wigzania, w wyniku czego
z dwoch elektronéw tworzacych wigzanie powstaja dwa fragmenty posiadajace po jednym elektronie
(Wdowiak 2013).

Radioliza polega na rozbiciu czasteczek pod wplywem dziatania promieniowania
jonizujacego (Swiderska-Kotacz i in. 2012). Fotoliza to rozpad czasteczki zwiazku chemicznego
spowodowany absorbcja fotonu. Fotoliza czasteczki wody skutkuje powstaniem wolnych elektronow,
jondow wodorowych oraz czasteczki tlenu. Rozpad czasteczki pod wptywem ultradzwickow to
sonoliza (Klysz i Cztonkowska 2013).

Jednoelektronowe reakcje redoks stanowia podstawows drogg tworzenia rodnika
ponadtlenkowego w komorce. Liczne zredukowane formy zwigzkow niskoczasteczkowych reaguja
ztlenem i ulegaja jednoelektrodowemu utlenianiu, skutkuje to tworzeniem anionorodnika
ponadtlenkowego i wolnego rodnika (Wdowiak 2013).

3. Pozytywna dzialalno$¢ wolnych rodnikéw w organizmie

W warunkach homeostazy wolne rodniki speiniaja rol¢ mediatorow, jak rowniez
regulatorow w licznych procesach zachodzacych w komoérce. RFT inicjuja apoptoze oraz
roéznicowanie si¢ komoérek, dodatkowo wzmagajg przekazywanie glukozy do komoérek. Zwigkszaja
przepuszczalno$¢ kapilar, jest to niezbgdne do poprawnego przebiegu reakcji zapalnych. Priorytetowa
funkcja reaktywnych form tlenu jest kontrola proceséw bazujgcych na przekazywaniu sygnatow
zarowno pomigdzy komodrkami, jak rowniez w ich obrebie (Zabtocka i Janusz 2008)

Komorki fagocytujace posiadaja zdolno§¢ do wykorzystania reaktywnych form tlenu w celu
eliminacji czynnikow chorobotworczych. Proces ten zwigzany jest z nasilonym poborem tlenu i nosi
miano ,,wybuchu tlenowego”. RFT biorag udzial w eliminacji pasozytdéw oraz patogendow
zasiedlajacych jame¢ ustng. Uczestnicza w regulacji procesow odpornosciowych. Dodatkowo
wzmagaja aktywacj¢ limfocytow T oraz maja predyspozycje do wywotania adhezji komorek
leukocytarnych do $rodbtonka, skutkuje to mozliwoscia ich przenikniecia z ukladu sercowo-
naczyniowego w miejsce reakcji zapalnej (Kalisz i in. 2007).

Reaktywne formy tlenu maja wptyw na starzenie komorek oraz decydujg o ich $mierci lub
przezyciu. Niskie stezenie RFT stymuluje elementy transkrypcyjne i nasila procesy réoznicowania si¢
oraz przystosowania komdrek do zmienionych warunkdéw. Wysokie stezenia reaktywnych form tlenu
skutkujg kierowaniem komorek na droge apoptozy, dzigki temu mozliwa jest eliminacja komorek
0 znacznym uszkodzeniu, w konsekwencji mogtyby one stanowi¢ zagrozenie dla organizmu,
przyktadowo skutkowa¢ rozwojem choroby nowotworowej (Luszczewski 2007), (Zabtocka i Janusz
2008).

4. Negatywna dzialalno$¢ wolnych rodnikéw w organizmie

Szkodliwe dziatanie wolnych rodnikéw przejawia si¢ jako zdolnos¢ do utleniania struktur
biatkowych. Efektem kontaktu bialek z reaktywnymi formami tlenu sa nadtlenki bialek. Ulegajace
uszkodzeniom biatka sa selektywnie eliminowane poprzez dziatanie proteaz, jednak wraz
z postgpujacym starzeniem komorki aktywnos¢ proteolityczna ulega obnizeniu i uszkodzenia moga
ulec akumulacji. Kolejnym skutkiem negatywnego dziatania na biatka jest rozerwanie tancucha
polipeptydowego, tworzenie innych reszt aminokwasowych oraz powstanie dimerow, agregatow
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biatkowych. Zmiany te w efekcie skutkuja utratg aktywnosci enzymow, blonowych transporterow
oraz bialek regulatorowych (Zabtocka i Janusz 2008).

Kwasy nukleinowe stanowig kolejna strukture na ktéra RFT dziataja destrukcyjnie. Cechuja
si¢ one jednak wigkszg stabilno$cig w porownaniu z biatkami. Wolne rodniki w interakcji z kwasami
nukleinowymi moga powodowa¢ uszkodzenie zasad pirymidynowych i purynowych, jak réwniez
reszt cukrowych, moga wplywaé na rozerwanie wigzan fosfodiestrowych taczacych nukleotydy.
Efektem tej dziatalnoSci jest peknigeie nici kwasoéw nukleinowych. Ponadto, w zwiazku z bliskim
sasiedztwem mitochondrialnego tancucha oddechowego mitochondrialny DNA jest w wigkszym
stopniu narazony na destrukcje zwigzane z oksydacja (Piotrowska i Bartnik 2014).

Peroksydacja lipidow stanowi kolejne niebezpieczne zjawisko zwigzane z uszkodzeniami
wywotanymi przez wolne rodniki. Peroksydacja lipidow polega na ich wolnorodnikowym utlenianiu,
dzieli si¢ na trzy fazy: inicjacji, propagacji oraz terminacji. Faza pierwsza — inicjacja — polega na
odfaczeniu od nienasyconego kwasu tluszczowego, ktéry buduje fosfolipidy czasteczki wodoru.
Moze by¢ zapoczatkowana przez rodniki nadtlenkowe, hydroksylowe, alkilowe oraz dwutlenek azotu
i tlenek azotu. Faza druga — propagacja (prolongacja) — opiera si¢ na reakcji wolnych rodnikow
alkilowych z tlenem, tworza si¢ wolne rodniki nadtlenkowe, a w nastepstwie nadtlenek kwasu
thuszczowego. Reakcja ta moze przebiegaé¢ wielokrotnie i skutkowaé przemiang wielu czasteczek
kwasow ttuszczowych. Ostatnia faza, czyli terminacja moze zachodzi¢ pomiedzy dwoma rodnikami
znajdujacymi si¢ w uktadzie. Skutkiem tej fazy jest tworzenie uszkodzonych czgsteczek lipidow.
Podczas peroksydacji lipidow moga powstawaé wolne rodniki, zdolne do reakcji z biatkami,
w wyniku czego powstaja wolne rodniki biatek. Produkty, ktoére powstaly podczas reakcji
peroksydacji lipidow wplywaja na modyfikacje wiasciwosci fizycznych blon komodrkowych,
przyktadem jest zahamowanie aktywnosci enzyméw blonowych i biatek transportujacych (Scibor-
Bentkowska i Czeczot 2009)

5. Charakterystyka wybranych antyoksydantéw

Destrukcyjnej dziatalnosci wolnych rodnikéw przeciwdziataja liczne ochronne uktady
organizmu. System obronny zawiera wiele substancji pochodzenia endogennego oraz egzogennego.
Zwiazki endogenne organizm jest w stanie samodzielnie syntetyzowaé, zwiazki egzogenne musza
by¢ dostarczone do organizmu wraz z pozywieniem (Wielkoszynski i in. 2007).

6. Antyoksydanty endogenne

Syntetyzowane przez organizm zwigzki o charakterze antyoksydacyjnym to: zredukowany
glutation (GSH) oraz enzymy: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT), peroksydaza
glutationowa (GPx), reduktaza (GR) oraz transferaza (GST). Wszystkie wymienione enzymy sg
metaloproteinami i zawierajg w swoich centrach aktywnych jony metali, zaliczane sg do klasy
oksydoreduktaz. Katalaza wraz z peroksydaza glutationowa i dysmutazag ponadtlenkowa tworza
swoisty, zintegrowany system antyoksydacyjny, okre$lany jako triada oksydacyjna (Urbanski i in.
2013).

Obrona organizmu przed szkodliwym dziataniem RFT dzieli si¢ na trzy bazowe systemy:

e Pierwsza linia obrony — zapobieganie powstawaniu rodnika wodorotlenowego, tworza ja
takie enzymy jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) i peroksydaza
glutationowa (GPXx).

e Druga linia obrony — kierowanie wolnorodnikowych reakcji na droge terminacji, najwieksze
znaczenie spetniajg tu antyoksydanty matoczasteczkowe.

e Trzecia linia obrony — naprawa uszkodzen powstatych w wyniku dziatania wolnych
rodnikow, stanowig ja enzymy antyoksydacyjne minimalizujace ilo$¢ produktow
powstalych w wyniku peroksydacji lipidow lub uszkodzeniu DNA (Skélmowska i Kmieé
2011)

Potencjal przeciwutleniajagcy organizmu uwarunkowany jest ponadto obecno$cia
i dziataniem biatek posiadajacych cechy antyoksydacyjne. Antyoksydanty prewencyjne zapobiegaja
powstawaniu nowych reaktywnych form tlenu i przeciwdziataja peroksydacji lipidow. W osoczu ta
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funkcje spetniaja: albumina, ferrytyna, ceruloplazmina, transferryna, biatka te wiaza si¢ z jonami
metali przejsciowych, np. zelazem lub miedzia, ktore posiadaja w swojej strukturze niesparowane
elektrony i tworza ochrone przed reakcjami utleniajagcymi. Badania ,,in vitro” wykazuja ochronne
dziatanie albuminy wzgledem erytrocytow przed peroksydacja powstatg przez jony miedzi, poprzez
ich wigzanie. Zapobiega to tworzeniu rodnika hydroksylowego z nadtlenku wodoru. Proteiny wiazace
zelazo, czyli ferrytyna i transferryna uniemozliwiaja pozabialkowemu gromadzeniu jonow zelaza,
tymczasem ceruloplazmina bierze udzial w transformacji anionorodnika ponadtlenkowego
i utlenianiu jonow zelaza. Wlasciwos$ci przeciwutleniajace posiada rowniez kwas moczowy, faczy on
jony metali oraz wychwytuje rodnik hydroksylowy. Badania dowodza, iz biatka i kwas moczowy
wzajemnie si¢ dopelniaja w petnieniu funkcji antyoksydacyjnej (Zabtocka i Janusz 2008).

7. Antyoksydanty egzogenne

Wazny aspektem ochrony organizmu sa zwigzki o charakterze przeciwutleniajagcym
dostarczane do organizmu wraz z pozywieniem, czyli zwigzki egzogenne. Przyktadem takich
zwigzkow sg: retinol, a-tokoferol, kwas askorbinowy, karotenoidy, egzogenny koenzym Q,,,
polifenole. Wymienione zwiazki majg wielokierunkowe dziatanie, moga dziata¢ jako substancje
redukujace, jako zwiagzki blokujace wolne rodniki, sg zdolne do tworzenia komplekséw z metalami,
ktore biorg udziat w reakcjach utleniania, hamuja dziatanie enzymoéw utleniajacych (Gryszczynska i
Iskra 2008).

Retinol jest zwigzkiem rozpuszczalnym w thuszczach, pelni zasadnicza role w pracy
komorki, jak rowniez catego organizmu. Najwazniejsze postaci to retinol oraz 3-4-didehydroretinol.
Retinol w organizmie magazynowany jest glownie w tkance tluszczowej i watrobie, produktami
bedacymi jego zrodlem sa przede wszystkim warzywa i owoce bogate w karotenoidy, czgsciowo
posiadajace charakter prowitaminy A. Przyktadem jest B-karoten, pod dziataniem dioksygenazy B-
karotenowej wyzwala 2 czgsteczki retinalu. Potencjat przeciwutleniajacy witaminy A wiele razy
zostat potwierdzony badaniami ,,in vitro” oraz ,,in vivo”. Zwiazek ten wchodzi w reakcje z rodnikami
nadtlenkowymi, skutkuje to zahamowaniem tancuchowej reakcji peroksydacji lipidow i tworzenia
wodoronadtlenkow, dodatkowo bezposrednio wchodzi w reakcje z RFT. Karotenoidy rowniez maja
wielokierunkowe dziatanie antyoksydacyjne, skutecznie eliminujg tlen singletowy oraz maja
zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw nadtlenkowych. Dzieki zawartoSci w swojej strukturze
fancucha polienowego zawierajacego liczne wigzania podwojne, zwiazek ten moze bra¢ udzial w
reakcjach redoks (Szymanska-Pasternak 2011).

Witamina E jest kolejnym istotnym przeciwutleniaczem, podobnie jak retinol jest zwigzkiem
rozpuszczalnym w thuszczach. Wyrdznia si¢ 8 postaci tokoferolu, zawieraja w swojej strukturze uktad
pier§cieniowy 6-chromanolu oraz szesnastoweglowy tancuch boczny. Tokoferol posiada wszystkie
wigzania nasycone w tancuchu bocznym, tokotrienol posiada trzy wigzania podwdjne. Dzigki
obecnosci w budowie hydrofobowego tancucha bocznego tokoferol moze by¢ wbudowany w btony
biologiczne. Dziatanie tokoferoli jest dobrze udowodnione, migedzy innymi predyspozycja do
zaktécania tancuchowej peroksydacji lipidow. Wchodza w reakcje z wytwarzanymi w btonach
biologicznych i lipoproteinach rodnikami nadtlenkowymi i tworza rodniki tokoferylowe. Mato
reaktywny rodnik tokoferylowy moze wejs¢ w reakcje z kolejnym wolnym rodnikiem lub ulec
redukcji pod wptywem dziatania innych zwiazkow o charakterze oksydoredukcyjnym. Wybitnie
istotna jest obecnos¢ tokoferolu w strukturach komoérkowych zawierajacych duze ilosci
wielonienasyconych kwasow thuszczowych, np. btony komorkowe i otoczki mielinowe neuronow,
jak réwniez w strukturach narazonych na duze nasycenie tlenu, np. btony komorek drog oddechowych
i erytrocytow (Guz i in. 2005).

Kwas askorbinowy obecny jest w ptynach ustrojowych prawie catkowicie zdysocjowany
w formie anionu askorbinowego. Wazng cechg witaminy C jest zdolno$¢ redukujaca. W reakcji
z czynnikiem utleniajagcym askorbinian w wyniku jednoeelektronowej redukcji jest zdolny do
generowania wolnego rodnika askorbylowego, bedacego czasteczka o matej reaktywnosci. Wolne
rodniki cechujace si¢ duza reaktywnos$cia reaguja z askorbinianem, skutkuje to utlenianiem rodnika
askorbylowego i powstaniem nietrwalego kwasu dehydroaskorbinowego rozpadajacego si¢ na kwas
szczawiowy 1 kwas treozowy. Swoje wlasciwosci antyoksydacyjne witamina C zawdzigcza swoim
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wiasciwos$ciom redukujacym, bierze rowniez udzial w przywracaniu antyoksydacyjnych wlasciwosci
zwigzkom takim jak B-karoten i a-tokoferol z formy rodnikowej. Badania dowodza, iz askorbinian
ma wlasciwosci przeciwutleniajace zabezpieczajace frakcje lipidowe krwi LDL oraz btony
biologiczne przed szkodliwym dziataniem wolnych rodnikéw (Szymanska-Pasternak 2011).

Karotenoidy to grupa pigmentéw zottych, czerwonych oraz pomaranczowych, ktora
wystepuje powszechnie w tkankach roslinnych. Naleza do zwigzkéw hydrofobowych, sa
nierozpuszczalne w wodzie, we krwi zwigzane sa z lipoproteinami. Zlokalizowane sa w btonach
komorkowych, tkance ttuszczowej oraz maja zdolnos¢ do wigzania si¢ z pewnymi biatkami. Zwigzki
nalezace do tej grupy to: a-karoten, B-karoten oraz likopen. Karotenoidy sg prekursorem witaminy A
i s bazowym zrédlem witaminy w diecie. Badania ,,in vitro” dowiodty, Ze podczas matego stezenia
tlenu B-karoten hamuje peroksydacje lipidow, jednakze przy duzym st¢zeniu ma ograniczone
dziatanie. Dodatkowo bierze udziat w zmiataniu wolnych rodnikéw (Sroka i in. 2005).

Koenzym Q10 wystepuje w organizmie w dwoch formach: utlenionej — ubichinon oraz
zredukowanej — ubichinol. Dziatanie przeciwutleniajace przejawia forma zredukowana, dzigki czemu
hamuje destrukcyjne dziatanie, np. modyfikacje oksydacyjna biatek oraz DNA i peroksydacje
lipidéw. Dodatkowo ma wptyw na regeneracje a-tokoferolu. Ubichinol ma bezposrednie dziatanie
przeciwutleniajace, ktore polega na wigzaniu wolnych rodnikéw, zapobiega to w konsekwencji
peroksydacji lipidow i zmianom wlasciwos$ci biatek oraz DNA wywotanych oksydacja (Siemieniuk
2005).

Rozleglta grupe zwiazkow przeciwutleniajacych stanowia polifenole, czyli zwigzki
zawierajace co najmniej jedng grup¢ hydroksylowsa zwiazang pierscieniem aromatycznym. Do
polifenoli zaliczy¢ mozna: kwasy polifenolowe, flawonoidy, stilbeny, lignany. Zdolno$é¢
antyoksydacyjna zalezna jest zar6wno od liczby, jak rowniez potozenia grup hydroksylowych.
Zwiazki te hamujg tworzenie anionorodnika ponadtlenkowego, zmniejszaja powstawanie rodnika
hydroksylowego, zmiataja wolne rodniki np. anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik
wodoronadtlenkowy, hydroksylowy, nadtlenkowy, jak réwniez neutralizuja tlen singletowy. Ich
wielokierunkowe dziatanie przeciwutleniajace przerywa lawinowe reakcje wolnorodnikowe
prowadzace do peroksydacji lipidow. Dodatkowo wptywaja na odnowe utlenionych form
antyoksydantow niskoczasteczkowych, np. PB-karotenu, askorbinianu, a-tokoferolu (Majewska,
Czeczot 2009).

Enzymy antyoksydacyjne w swojej budowie zawierajg niektore pierwiastki, np. cynk, miedz
lub selen, w zwigzku z tym wystepuje zalezno§¢ miedzy aktywnoscia enzymow antyoksydacyjnych,
a dostarczeniem tych mikroelementéw wraz z dietg (Siemieniuk 2005).

Cynk wplywa na utrzymanie struktury dysmutazy ponadtlenkowej, dzigki czemu
wytwarzanie RFT ulega redukcji, ponadto zapobiega stratom witaminy E, ma wplyw na utrzymanie
melatoniny na wlasciwym poziomie, stabilizuje struktury btony komérkowej. Miedz jest sktadnikiem
dysmutazy ponadtlenkowej i chroni komorki przed szkodliwym dziataniem reaktywnych form tlenu.
Istnieja biatka wiazace jeden atom miedzi i cynku majace dziatanie zblizone do SOD, sg zmiataczami
wolnych rodnikow. Zalicza si¢ do nich: hepatokupreina zlokalizowana w watrobie, cerebrokupreina
wystepujaca w mozgu i erytrokupreina w erytrocytach. Kolejnym kluczowym dla funkcjonowania
organizmu pierwiastkiem jest selen. Wickszo$¢ aktywnie biologicznego selenu znajduje si¢ pod
postacia selenoaminokwasdéw — selenometioniny i selenocysteiny, wbudowane sa w strukture biatek.
Selenocysteina buduje biatka enzymatyczne, tj. peroksydaze glutationowa. Zapotrzebowanie na selen
pod wplywem witaminy E zwicksza si¢, poniewaz utrzymuje go w aktywnej postaci i chroni
selenobiatka przed oksydacja (Brzozowski i Bojar 2014).

Kreatyna jest substancjg naturalnie wystepujaca w komorkach miesniowych cztowieka. Jest
syntetyzowana z aminokwasow: glicyny, argininy i metioniny w trzustce, watrobie oraz nerkach, jak
réwniez w niewielkich ilosciach w mozgu i jadrach. Zawarto$¢ zwigzku w organizmie wynosi 120-
140 gramow, az 95-98% kreatyny zlokalizowanej jest w komorkach migsniowych w dwoch formach:
wolna kreatyna stanowi 30-40% oraz fosforan kreatyny 60-75%. Po zwigzaniu kreatyny z reszta
kwasu fosforowego przyjmuje ona posta¢ fosforanu i jest zrodtem energii. Energia ta moze zostaé
zuzytkowana jako substrat energetyczny dla mozgu, w migsniach wystepuje 3-4 razy wigcej fosforanu
kreatyny niz adenozynotrdjfosforanu. Gléwna funkcja jest dostarczenie energii do odbudowy
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zuzytych czasteczek ATP bedacych pierwszorzednym zrédlem energii w czasie skurczu miesni.
Kreatyna jest zwigzkiem wystepujacym w codziennej diecie, zrodlem jest czerwone migso, $ledzie,
tunczyk, wieprzowina, mleko. W literaturze zaznacza si¢ antyoksydacyjne wiasciwosci kreatyny,
przyktadowo na komodrki moézgowe. Suplementacja kreatyna korzystnie wplyneta na catkowity
potencjal oksydacyjny os6b majacych przewlekte choroby nerek (Szewczyk 2015).

Karnozyna to naturalnie wystgpujacy zwiazek imidazolowy, jej obecno$¢ wykazano
w licznych narzadach, jednak w wickszej ilosci wystepuje w migsniach szkieletowych.
Udowodniono, ze hamuje rozktad wielonienasyconych kwasow tluszczowych, np. lecytyny i kwasu
linolowego, ktore sa wrazliwe na dziatanie RFT. Uszkodzenia oksydacyjne tych kwasow zaburzaja
struktur¢ bton komorkowych, jak réowniez przemiang cholesterolu, przewodzenie impulséw
nerwowych oraz agregacj¢ ptytek krwi. Karnozyna wptywa na zmniejszenie ilosci jednego
z produktow peroksydacji lipidow, ktory jest odpowiedzialny za propagacje w komoérce uszkodzen
oksydacyjnych lipidow oraz innych struktur takich jak biatka, cukry i kwasy nukleinowe. Dodatkowo
chroni komorki przed destrukcyjnym dzialaniem oksydantéw poprzez wigzanie jonéw miedzi
i przerywanie reakcji Fentona, ktora generuje jeden z najbardziej aktywnych rodnikéw —
hydroksylowy. Warto podkresli¢, ze zwigzek ten nie bierze udzialu w bezposredniej redukcji RFT,
W przeciwienstwie do innych przeciwutleniaczy, np. tokoferoli, kwasu askorbinowego i zwiazkéow
tiolowych. Karnozyna ma wplyw na poziom RFT, jednak nie hamuje catkowicie funkcji
regulatorowych oraz sygnalizacyjnych (Szewczyk 2015).

L-karnityna jest substancjg wytwarzang w organizmie i tylko czgsciowo dostarczac nalezy
ja z dieta. Syntetyzowana jest w watrobie, nerkach i mozgu. L-karnityna transportuje kwasy
tluszczowe o dlugich tancuchach do organelli jakimi sg mitochondria. Kwasy tluszczowe ulegaja
przemianom, w wyniku ktorych wytwarzana jest energia niezbedna do prawidlowego
funkcjonowania komorek. Pelni ona w tym procesie role transportera hydrofobowych kwaséow
thuszczowych przez nieprzepuszczalng dla takich zwigzkoéw blone mitochondrialna. L-Karnitynie
przypisuje sie udzial w drugiej linii obrony antyoksydacyjnej — przerywanie kaskadowych reakcji
wolnorodnikowych i destrukcyjnych reakcji utleniania. Zmniejsza liczbe uszkodzen powstatych
w wyniku utleniania wielonienasyconych kwasow tluszczowych, wchodzi w sktad fosfolipidow
btonowych, jest bardzo waznym elementem stabilizacji blon komoérkowych. Jej antyoksydacyjne
dziatanie potwierdza zdolno$¢ do obnizania akumulacji lipofuscyny, zwigzek ten jest markerem
procesu peroksydacji lipidow w komoérkach organizmu. Mechanizm jej dziatania wskazuje, iz moze
ochrania¢ btony erytrocytow, jak rowniez naczynia krwionosne i dzigki temu zapobiega tworzeniu
W nich zmian miazdzycowych (Czeczot i Scibor 2005).

8. Podsumowanie

Reaktywne formy tlenu petnig wiele pozytywnych oraz negatywnych funkcji w organizmie
cztowieka. Zaréwno ich nadmierna produkcja, jak réwniez neutralizacja moze przyczyni¢ si¢ do
zachodzenia patologicznych zjawisk m. in do rozwoju schorzen zwigzanych z wystepowaniem stresu
oksydacyjnego. Wptyw wolnych rodnikéw na komorki w znacznym stopniu zalezy od czasu dziatania
oraz ich stezenia. Funkcje fizjologiczne spetniajg niewielkie stezenia wolnych rodnikéw, znaczne
prowadza do destrukcji struktur komorkowych, co w konsekwencji prowadzi do ich zniszczenia
(Luszczewski 2007).
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Streszczenie

Szkodliwej aktywno$ci wolnych rodnikow przeciwdziataja zwiazki antyoksydacyjne,
zardwno endogenne, jak rowniez egzogenne. Do zwigzkow endogennych zaliczmy: dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT), peroksydaza glutationowa (GPx), reduktaza (GR) oraz
transferaza (GST). Istotnym aspektem ochrony organizmu sa antyoksydanty dostarczane do
organizmu wraz z pozywieniem, czyli zwiazki egzogenne. Przyktadem takich zwigzkoéw sa: retinol,
a-tokoferol, kwas askorbinowy, karotenoidy, egzogenny koenzym Q_10, polifenole. Do produktow
bogatych w te substancje mozemy zaliczy¢ owoce, warzywa, suche nasion roslin stragczkowych,
thuszcze, herbata, ziota i przyprawy.

1. Wstep

Destrukcyjnej dziatalnosci wolnych rodnikow przeciwdziataja liczne ochronne uklady
organizmu. System obronny zawiera wiele substancji pochodzenia endogennego oraz egzogennego.
Zwiazki endogenne organizm jest w stanie samodzielnie syntetyzowac, zwigzki egzogenne muszg
by¢ dostarczone do organizmu wraz z pozywieniem (Wielkoszynski i in. 2007).

2. Opis zagadnienia

2.1 Antyoksydanty endogenne

Syntetyzowane przez organizm zwigzki 0 charakterze antyoksydacyjnym to: zredukowany
glutation (GSH) oraz enzymy: dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT), peroksydaza
glutationowa (GPx), reduktaza (GR) oraz transferaza (GST). Wszystkie wymienione enzymy sg
metaloproteinami i zawieraja w swoich centrach aktywnych jony metali, zaliczane sa do klasy
oksydoreduktaz. Katalaza wraz z peroksydaza glutationowa i dysmutaza ponadtlenkowa tworza
swoisty, zintegrowany system antyoksydacyjny, okre§lany jako triada oksydacyjna (Urbanski
i in.2013).

Obrona organizmu przed szkodliwym dziataniem RFT dzieli si¢ na trzy bazowe systemy:

e Pierwsza linia obrony — zapobieganie powstawaniu rodnika wodorotlenowego, tworza jg
takie enzymy jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) i peroksydaza
glutationowa (GPXx).
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e Druga linia obrony — kierowanie wolnorodnikowych reakcji na droge terminacji, najwieksze
znaczenie spetniajg tu antyoksydanty maloczasteczkowe.

e Trzecia linia obrony — naprawa uszkodzen powstatych w wyniku dzialania wolnych
rodnikdw, stanowia ja enzymy antyoksydacyjne minimalizujace ilo$¢ produktow
powstatych w wyniku peroksydacji lipidow lub uszkodzeniu DNA (Skélmowska i Kmieé
2011)

Potencjat przeciwutleniajgcy organizmu uwarunkowany jest ponadto obecno$cia
i dziataniem biatek posiadajacych cechy antyoksydacyjne. Antyoksydanty prewencyjne zapobiegaja
powstawaniu nowych reaktywnych form tlenu i przeciwdziataja peroksydacji lipidow. W osoczu ta
funkcje spetniaja: albumina, ferrytyna, ceruloplazmina, transferryna, biatka te wiaza si¢ z jonami
metali przejsciowych, np. zelazem lub miedzia, ktoére posiadajg w swojej strukturze niesparowane
elektrony i tworza ochrong przed reakcjami utleniajagcymi. Badania ,,in vitro” wykazuja ochronne
dzialanie albuminy wzgledem erytrocytow przed peroksydacja powstala przez jony miedzi, poprzez
ich wigzanie. Zapobiega to tworzeniu rodnika hydroksylowego z nadtlenku wodoru. Proteiny wigzace
zelazo, czyli ferrytyna i transferryna uniemozliwiaja pozabialkowemu gromadzeniu jonow zelaza,
tymczasem ceruloplazmina bierze udziat w transformacji anionorodnika ponadtlenkowego
i utlenianiu jonow zelaza. Wtasciwosci przeciwutleniajace posiada rowniez kwas moczowy, taczy on
jony metali oraz wychwytuje rodnik hydroksylowy. Badania dowodza, iz biatka i kwas moczowy
wzajemnie si¢ dopetniaja w petnieniu funkcji antyoksydacyjnej (Zabtocka i Janusz 2008)

2.2 Antyoksydanty egzogenne

Wazny aspektem ochrony organizmu sa zwigzki o charakterze przeciwutleniajagcym
dostarczane do organizmu wraz z pozywieniem, czyli zwiazki egzogenne. Przyktadem takich
zwigzkow sa: retinol, o-tokoferol, kwas askorbinowy, karotenoidy, egzogenny koenzym Q 10,
polifenole. Wymienione zwigzki maja wielokierunkowe dziatanie, moga dziata¢ jako substancje
redukujace, jako zwiagzki blokujace wolne rodniki, sg zdolne do tworzenia kompleksow z metalami,
ktore biorg udziat w reakcjach utleniania, hamujg dziatanie enzyméw utleniajacych (Wawrzyniak
iin. 2011).

Retinol jest zwigzkiem rozpuszczalnym w thuszczach, peini zasadnicza role w pracy
komorki, jak rowniez catego organizmu. Najwazniejsze postaci to retinol oraz 3-4-didehydroretinol.
Retinol w organizmie magazynowany jest gtdéwnie w tkance thuszczowej i watrobie, produktami
bedacymi jego zrodtem sa przede wszystkim warzywa i owoce bogate w karotenoidy, czeSciowo
posiadajace charakter prowitaminy A. Przyktadem jest f-karoten, pod dzialaniem dioksygenazy B-
karotenowej wyzwala 2 czasteczki retinalu. Potencjal przeciwutleniajacy witaminy A wiele razy
zostat potwierdzony badaniami ,,in vitro” oraz ,,in vivo”. Zwigzek ten wchodzi w reakcje z rodnikami
nadtlenkowymi, skutkuje to zahamowaniem fancuchowej reakcji peroksydacji lipidow i tworzenia
wodoronadtlenkow, dodatkowo bezposrednio wchodzi w reakcje z RFT. Karotenoidy rowniez majg
wielokierunkowe dziatanie antyoksydacyjne, skutecznie eliminujg tlen singletowy oraz maja
zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw nadtlenkowych. Dzieki zawarto§ci w swojej strukturze
fafcucha polienowego zawierajacego liczne wigzania podwojne, zwiagzek ten moze bra¢ udziat
w reakcjach redoks (Sroka i in. 2005).

Witamina E jest kolejnym istotnym przeciwutleniaczem, podobnie jak retinol jest zwiagzkiem
rozpuszczalnym w thuszczach. Wyro6znia si¢ 8 postaci tokoferolu, zawieraja w swojej strukturze uktad
pierscieniowy 6-chromanolu oraz szesnastoweglowy tancuch boczny. Tokoferol posiada wszystkie
wigzania nasycone w tancuchu bocznym, tokotrienol posiada trzy wiazania podwojne. Dzigki
obecnosci w budowie hydrofobowego tancucha bocznego tokoferol moze by¢ wbudowany w blony
biologiczne (Guz i in. A 2007). Dziatanie tokoferoli jest dobrze udowodnione, miedzy innymi
predyspozycja do zaklocania tancuchowej peroksydacji lipidow. Wchodzg w reakcje z wytwarzanymi
w btonach biologicznych i lipoproteinach rodnikami nadtlenkowymi i tworzg rodniki tokoferylowe.
Mato reaktywny rodnik tokoferylowy moze wejs$¢ w reakcje z kolejnym wolnym rodnikiem lub ulec
redukcji pod wptywem dziatania innych zwigzkow o charakterze oksydoredukcyjnym. Wybitnie
istotna jest obecno$¢ tokoferolu w strukturach komoérkowych zawierajacych duze ilosci
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, np. btony komoérkowe i otoczki mielinowe neuronéw,
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jak rowniez w strukturach narazonych na duze nasycenie tlenu, np. blony komoérek dréog oddechowych
i erytrocytéw (Dudkowska i Kucharewicz 2014).

Kwas askorbinowy obecny jest w ptynach ustrojowych prawie catkowicie zdysocjowany
w formie anionu askorbinowego. Wazng cecha witaminy C jest zdolno$¢ redukujaca. W reakceji
z czynnikiem utleniajagcym askorbinian w wyniku jednoeelektronowej redukcji jest zdolny do
generowania wolnego rodnika askorbylowego, bedacego czasteczka o matej reaktywnosci. Wolne
rodniki cechujace si¢ duza reaktywnoscia reaguja z askorbinianem, skutkuje to utlenianiem rodnika
askorbylowego i powstaniem nietrwalego kwasu dehydroaskorbinowego rozpadajacego si¢ na kwas
szczawiowy i kwas treozowy. Swoje whasciwosci antyoksydacyjne witamina C zawdzigcza swoim
wlasciwo$ciom redukujacym, bierze réwniez udziat w przywracaniu antyoksydacyjnych wtasciwosci
zwiazkom takim jak B-karoten i a-tokoferol z formy rodnikowej. Badania dowodza, iz askorbinian
ma wlasciwosci przeciwutleniajagce zabezpieczajace frakcje lipidowe krwi LDL oraz btony
biologiczne przed szkodliwym dziataniem wolnych rodnikéw (Szymanska-Pasternak i in. 2011).

Karotenoidy to grupa pigmentéw zoltych, czerwonych oraz pomaranczowych, ktora
wystepuje powszechnie w tkankach roslinnych. Naleza do zwigzkéw hydrofobowych, sa
nierozpuszczalne w wodzie, we krwi zwigzane sa z lipoproteinami. Zlokalizowane sa w blonach
komoérkowych, tkance thuszczowej oraz maja zdolno$¢ do wigzania si¢ z pewnymi biatkami. Zwiazki
nalezace do tej grupy to: a-karoten, B-karoten oraz likopen. Karotenoidy sg prekursorem witaminy A
i s3 bazowym zrodtem witaminy w diecie. Badania ,,in vitro” dowiodty, ze podczas malego stezenia
tlenu B-karoten hamuje peroksydacj¢ lipidow, jednakze przy duzym stgzeniu ma ograniczone
dziatanie. Dodatkowo bierze udziat w zmiataniu wolnych rodnikow (Sroka i in. 2005).

Koenzym Q10 wystepuje w organizmie w dwoch formach: utlenionej — ubichinon oraz
zredukowanej — ubichinol. Dziatanie przeciwutleniajace przejawia forma zredukowana, dzigki czemu
hamuje destrukcyjne dziatanie, np. modyfikacje oksydacyjng biatek oraz DNA i peroksydacje
lipidéw. Dodatkowo ma wptyw na regeneracje a-tokoferolu. Ubichinol ma bezposrednie dziatanie
przeciwutleniajace, ktore polega na wigzaniu wolnych rodnikow, zapobiega to w konsekwencji
peroksydacji lipidow i zmianom wiasciwosci biatek oraz DNA wywotanych oksydacja (Miktus
2006).

Rozleglta grupe zwiazkow przeciwutleniajacych stanowia polifenole, czyli zwiazki
zawierajace co najmniej jedng grupe hydroksylowsg zwiagzang pierscieniem aromatycznym. Do
polifenoli zaliczy¢ mozna: kwasy polifenolowe, flawonoidy, stilbeny, lignany. Zdolnosé
antyoksydacyjna zalezna jest zaréwno od liczby, jak rowniez potozenia grup hydroksylowych.
Zwiazki te hamujg tworzenie anionorodnika ponadtlenkowego, zmniejszaja powstawanie rodnika
hydroksylowego, zmiatajg wolne rodniki np. anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik
wodoronadtlenkowy, hydroksylowy, nadtlenkowy, jak roéwniez neutralizujg tlen singletowy. Ich
wielokierunkowe dziatanie przeciwutleniajace przerywa lawinowe reakcje wolnorodnikowe
prowadzace do peroksydacji lipidow. Dodatkowo wplywaja na odnowe utlenionych form
antyoksydantow niskoczasteczkowych, np. PB-karotenu, askorbinianu, o-tokoferolu (Majewska
i Czeczot 2009).

Enzymy antyoksydacyjne w swojej budowie zawierajg niektore pierwiastki, np. cynk, miedz
lub selen, w zwigzku z tym wystepuje zalezno$¢ migdzy aktywnoscia enzymow antyoksydacyjnych,
a dostarczeniem tych mikroelementow wraz z dieta (Wdowiak i Wdowiak 2013).

Cynk wplywa na utrzymanie struktury dysmutazy ponadtlenkowej, dzigki czemu
wytwarzanie RFT ulega redukcji, ponadto zapobiega stratom witaminy E, ma wptyw na utrzymanie
melatoniny na wlasciwym poziomie, stabilizuje struktury blony komoérkowej. Miedz jest sktadnikiem
dysmutazy ponadtlenkowej i chroni komorki przed szkodliwym dziataniem reaktywnych form tlenu.
Istnieja biatka wiazace jeden atom miedzi i cynku majace dziatanie zblizone do SOD, sg zmiataczami
wolnych rodnikow. Zalicza si¢ do nich: hepatokupreina zlokalizowana w watrobie, cerebrokupreina
wystepujaca w mozgu i erytrokupreina w erytrocytach. Kolejnym kluczowym dla funkcjonowania
organizmu pierwiastkiem jest selen. Wigkszo$¢ aktywnie biologicznego selenu znajduje si¢ pod
postacia selenoaminokwaséw — selenometioniny i selenocysteiny, wbudowane sa w strukture biatek.
Selenocysteina buduje biatka enzymatyczne, tj. peroksydaz¢ glutationowa. Zapotrzebowanie na selen
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pod wplywem witaminy E zwieksza sie, poniewaz utrzymuje go w aktywnej postaci i chroni
selenobiatka przed oksydacja (Brzozowski i Bojar 2014).

Kreatyna jest substancja naturalnie wystgpujaca w komoérkach migsniowych cztowieka. Jest
syntetyzowana z aminokwasow: glicyny, argininy i metioniny w trzustce, watrobie oraz nerkach, jak
réwniez w niewielkich ilo$ciach w mézgu i jadrach. Zawarto$¢ zwigzku w organizmie wynosi 120-
140 gramow, az 95-98% kreatyny zlokalizowanej jest w komorkach migéniowych w dwoch formach:
wolna kreatyna stanowi 30-40% oraz fosforan kreatyny 60-75%. Po zwigzaniu kreatyny z reszta
kwasu fosforowego przyjmuje ona posta¢ fosforanu i jest zrodtem energii. Energia ta moze zostaé
zuzytkowana jako substrat energetyczny dla mézgu, w mig$niach wystepuje 3-4 razy wigcej fosforanu
kreatyny niz adenozynotrojfosforanu. Glowna funkcja jest dostarczenie energii do odbudowy
zuzytych czasteczek ATP bedacych pierwszorzgdnym zrédiem energii w czasie skurczu migséni.
Kreatyna jest zwiazkiem wystepujacym w codziennej diecie, zrodtem jest czerwone migso, $ledzie,
tunczyk, wieprzowina, mleko. W literaturze zaznacza si¢ antyoksydacyjne wiasciwosci kreatyny,
przyktadowo na komorki moézgowe. Suplementacja kreatyng korzystnie wplyngta na catkowity
potencjat oksydacyjny osob majacych przewlekte choroby nerek (Szewczyk i Poniewierka 2015).

L-karnityna jest substancja wytwarzang w organizmie i tylko czgsciowo dostarczaé nalezy
ja z dieta. Syntetyzowana jest w watrobie, nerkach i mozgu. L-karnityna transportuje kwasy
thuszczowe o dlugich tancuchach do organelli jakimi sg mitochondria. Kwasy tluszczowe ulegaja
przemianom, w wyniku ktorych wytwarzana jest energia niezbedna do prawidlowego
funkcjonowania komorek. Petni ona w tym procesie rolg transportera hydrofobowych kwasoéw
thuszczowych przez nieprzepuszczalng dla takich zwigzkéw btone mitochondrialng. L-Karnitynie
przypisuje si¢ udziat w drugiej linii obrony antyoksydacyjnej — przerywanie kaskadowych reakcji
wolnorodnikowych i destrukcyjnych reakcji utleniania. Zmniejsza liczbe¢ uszkodzen powstatych
w wyniku utleniania wielonienasyconych kwasow tluszczowych, wchodzi w sktad fosfolipidow
btonowych, jest bardzo waznym elementem stabilizacji bton komoérkowych. Jej antyoksydacyjne
dziatanie potwierdza zdolnos$¢ do obnizania akumulacji lipofuscyny, zwiazek ten jest markerem
procesu peroksydacji lipidow w komorkach organizmu. Mechanizm jej dziatania wskazuje, iz moze
ochrania¢ blony erytrocytow, jak rowniez naczynia krwionosne i dzigki temu zapobiega tworzeniu
W nich zmian miazdzycowych (Stowinska-Lisowska i in. 2011).

3. Przeglad literatury

W celu okreslenia wartosci produktéw spozywczych utworzono wiele metod mierzacych
potencjal antyoksydacyjny. Test ORAC pozwala na oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajacej
produktow pochodzenia roslinnego oraz zwierzgcego, jak rowniez zywno$ci nieprzetworzonej,
niskoprzetworzonej, wysokoprzetworzonej i suplementow diety. Uzyskany wynik nalezy odnie$¢ do
wzorca, ktorym jest troloks - pochodna a-tokoferolu, ktora jest dobrze rozpuszczalna w wodzie.
Reasumujac, 1 ORAC to 1 mikromol troloksu, wartosci ORAC odnosza si¢ do 100 gram produktu
statego lub 1dm? roztworu. Tworzy si¢ rOwniez odrebne wartosci ORAC dla przeciwutleniaczyo
charakterze hydrofilnym H-ORAC oraz lipofilnym L-ORAC lub podaje si¢ zsumowane wartosci
ORAC (Oledzki 2013).

3.1 Charakterystyka wybranych produktow spozywczych bedacych zrodlem przeciwutleniaczy

Owoce stanowig bogate zrddto substancji antyoksydacyjnych, w szczegdlnosci polifenoli.
Roézne gatunki oraz odmiany charakteryzujg si¢ innym skladem, zaré6wno jako$ciowym, jak
i iloSciowym polifenoli. Zawarto$¢ oraz aktywno$¢ przeciwutleniajgca jest zalezna od stopnia
dojrzatosci owocow oraz warunkéw w jakich byly przechowywane po zbiorach. Owoce borowki
czarnej oraz aronii cechuja si¢ wysoka aktywnoscia przeciwutleniajaca oraz duza koncentracja
zwiazkow polifenolowych, w tym rowniez antocyjanéw. Wisnie, owoce dzikiej rozy, jabtka, jezyny
oraz truskawki majg duza zawarto$¢ monomeroéw oraz oligomeroéw flawonolowych (Gheribi 2011).

Owoce aronii to bogate zrodto antocyjandow, gldwnie cyjanido-3-galaktozydu, stanowi on
57% wszystkich antocyjanow 1 cechuje si¢ najwyzsza aktywnoS$cig przeciwutleniajaca wsrod
wszystkich antocyjanow. Truskawki zawieraja pelargonidyno-3-glukozyd, ktory stanowi 82%
antocyjandw, dodatkowo sg bogate w kwas elagowy. Zurawina, podobnie jak porzeczka, jest zZrodtem
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kwercetyny, porzeczki ponadto zawieraja delfnidyno-3-rutynozyd. Na szczegdlne podkreslenie
zashuguja czerwone winogrona, poniewaz udowodniono w nich wystepowanie 10 kwaséw
fenolowych, 16 glukozydow antocyjanowych, 12 zwigzkéw fenolowych oraz 5 monomerow
flawonowych, ponad 6 dimerow i 2 trimery proantocyjanidyn i tanin skondensowanych . Owoce
jagodowe maja wysoka zawartos¢ tanin, szczegdlnie skondensowanych, ktore uwazane sg za zwiazki
antymutagenne. Liczne badania dowodza, iz owoce jagodowe i pestkowe cechujg sic wyzsza
aktywnoscia antyoksydacyjna niz owoce cytrusowe. Jagody acai charakteryzuja si¢ najwyzszym
potencjatem przeciwutleniajacym wsérod wszystkich owocoéw. Sa  wyjatkowym  zrodlem
antyoksydantow, ze wzgledu na ich duza r6znorodno$¢ oraz zawarto$¢. Zawieraja zwiazki fenolowe,
tj. antocyjany, bioflawonoidy i fitosterole. Sg bardzo bogatym Zrodtem antocyjanow, w szczegolnosci
cyjanidyn, poniewaz zawierajg ich wigcej niz inne owoce. Jagody acai zawierajg o 33 razy wigcej
antyoksydantow niz czerwone winogrona, potencjal antyoksydacyjny owocow po suszeniu
sublimacyjnym si¢ga 1026 jednostek ORAC (Szajdek i Borowska 2004; Witkowska i Zujko 2009).

Tab. 1 Wartosci potencjatu antyoksydacyjnego wybranych produktow roslinnych dla 100g $wiezej
masy produktu wyrazone w jednostkach ORAC (Oledzki 2013).

Rodzaj produktu roslinnego Wartos¢ ORAC
Suszone §liwki 5770

Boréwka czarna 2400

Jarmuz 1770
Truskawki 1540

Szpinak 1260

Brukselka 980
Pomarancze 750

Papryka czerwona 710

Wisnie 670

Wiasciwosci przeciwutleniajgce posiadajg tez produkty w roznym stopniu przetworzone, sita
przeciwutleniajagca zalezna jest od udzialu masy owocow w produkcie spozywczym oraz od
procesow, ktore zostaty wykorzystane podczas obrobki (Witkowska i Zujko 2009).

Wina cechujg si¢ wybitnie wysokg aktywnoS$cia przeciwutleniajacg sposrod produktow
przetworzonych. Zwiazki przeciwutleniajace, ktore obecne sg w winie hamujg peroksydacje lipidow,
wstrzymuja oksydacje frakcji LDL, jak rowniez sa inhibitorami enzymoéw oksydacyjnych. Wysoce
duza aktywno$¢ antyoksydacyjng posiadaja wina z czerwonych winogron, wina z OwWOCOW
jagodowych maja istotnie szerszy zakres kumulacji zwigzkéw fenolowych w poréwnaniu z winami
z czerwonych winogron. Badania dowodza, iz aktywnos¢ przeciwutleniajaca wina czerwonego jest 6
razy wyzsza niz wina rézowego i 17 razy wyzsza w porownaniu z winem bialym. Dodatkowo wino
jest zrodlem resweratrolu, ktory cechuje si¢ wysoka aktywnos$cia antyoksydacyjna. Zwiazek ten
produkowany jest przez winoro$l w sytuacjach stresowych takich jak infekcje grzybowe, brak wody
lub promieniowanie UV. Gromadzony jest przede wszystkim w skérce czerwonych winogron.
Resweratrol ma silne dziatanie przeciwutleniajgce, ponadto w winie stwierdzono obecno$¢
pochodnych tetrahydroksystilbenu, zawierajg one 4 grupy hydroksylowe, dzieki czemu maja
silniejsze wlasciwosci antyoksydacyjne w poréwnaniu z resweratrolem, ktory posiada tylko 3 grupy
hydroksylowe (Szajdek i Borowska 2004).

Mniejsza zawarto$cig antyoksydantow charakteryzuja si¢ warzywa. Najwyzszy potencjat
antyoksydacyjny zawieraja: jarmuz, czosnek, brukselka, kapusta, buraki, szpinak. Brukselka i jarmuz
wykazuja najwigksza zdolnos¢ wiagzania rodnikow wodorotlenowych, czosnek ma silne wtasciwosci
przeciwutleniajace dzigki zwigzkom organicznym siarki, takim jak siarczek diallilu, disiarczek
diallilu i allicyna. Warzywa sa najbogatszym zrodtem kwercetyny, kempferolu, jak rowniez innych
glikozydow. Cebula czerwona oraz cebula szalotka zawieraja duze ilo$ci kwercetyny. Pomidory
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i przetwory pomidorowe zawierajg likopen. Istnieje zwigzek pomigdzy iloscig spozytego likopenu
z zywnoscia a ryzykiem rozwoju choréb serca, ma dziatanie przeciwnowotworowe (Wawrzyniak i in.
2012).

Nasiona roslin stragczkowych rowniez posiadaja wlasciwosci antyoksydacyjne,
przyktadowo: bob, fasola, soja, soczewica i groch. Dziatanie przeciwutleniajace wykazuja zwiazki
fenolowe glikozydy kwercetyny, izoflawonoidy, katechiny, taniny, kumuluja si¢ one gltéwnie
w okrywach nasiennych, dodatkowo nasiona odmian kolorowo kwitnacych zawieraja wigcej
zwiazkow antyoksydacyjnych. Z posrod wszystkich nasion roslin straczkowych soja ma wyjatkowe
wiasciwosci, cechuje si¢ zroznicowanym sktadem ilosciowym i jakosciowym izoflawononéw. Fasola
kolorowa zawdzigcza swoje cechy przeciwutleniajace polifenolom, dominujagcym jest tanina.
Zwiagzkiem zawartym w nasionach ro$lin stragczkowych, wykazujacym wybitne cechy
antyoksydacyjne, jest rowniez fosforan inozytolu, soja cechuje si¢ jego duzg zawartoScia. Jest
przeciwutleniaczem pomocniczym, wspomaga efektywnos$¢ dziatania glownych antyoksydantéw
(Szajdek i Borowska 2004).

Najistotniejsza grupa zwiazkow obecnych w surowcach oleistych sg tokoferole, wystepuja
we wszystkich ttuszczach roslinnych w r6znych ilosciach. Najwigksze ilosci tych zwigzkow obecne
sa w oleju sojowym, kukurydzianym, jak réwniez w oleju z zarodkow pszennych. W thuszczach
pochodzenia ro$linnego znajduja si¢ m.in. tokotrienole i a-tokoferol, karotenoidy oraz skwalen.
Skwalen w najwigkszej ilosci znajduje si¢ w oliwie z oliwek i oleju z zarodkow pszennych. Sezam
zawiera sezamol i jego pochodne, olej sezamowy zawiera form¢ zwigzana, czyli sezamoling, dzigki
czemu jest odporny na procesy oksydacji. Dodatek oleju sezamowego do innych thuszezy roslinnych
skutkuje zwiekszeniem ich trwato$ci. Polifenole zawarte w nasionach stabilizujg oleje (Witkowska
i Zujko 2009).

Herbata cechuje si¢ nadzwyczajnymi cechami przeciwutleniajacymi. Zwiazki fenolowe
stanowig nawet 35% suchej masy liSci i to wilasnie one sa odpowiedzialne za wlasciwosci
antyoksydacyjne herbaty. Zwiazki fenolowe zawarte w tym produkcie to: katechiny, tearubiginy
i teaflawiny. Najwicksze ilo$ci katechiny zawiera herbata zielona, tearubiginy i teaflawiny powstaja
podczas fermentacji liSci herbacianych i dominuja w sktadzie herbaty czarnej. W poréwnaniu
z herbata zielona, czarna posiada mniejszy potencjat antyoksydacyjny Sktad ilosciowy i jako$ciowy
jest zmienny i roézni si¢ w zaleznosci od gatunku herbaty oraz od metody sporzadzania naparu.
Wydhluzony czas parzenia herbaty do 10 minut zwigksza zawarto$¢é polifenoli, a co za tym idzie,
potencjal antyoksydacyjny (Szajdek i Borowska 2004).

Obszerna grupa produktéw, w ktdrej wystepujg antyoksydanty to ziota i przyprawy. Jedne
z bardziej istotnych to: rozmaryn, szalwia, tymianek, oregano, kurkuma, imbir, papryka i chili.
Przyprawy sa bogatym zrodtem diterpendw fenolowych, kwasow fenolowych i flawonoidow.
Dodatek do przygotowywanych potraw zapobiega w pewnym stopniu tworzeniu produktow oksydacji
(Szajdek i Borowska 2004).

4. Podsumowanie i wnioski

Wazna role w ochronie organizmu przed negatywnymi skutkami oddzialywania wolnych
rodnikdw odgrywaja przeciwutleniacze. Produkty spozywcze stanowig bogate zrédlo wielu
przeciwutleniaczy, mi¢dzy innymi zwiazkow fenolowych, witamin A, C i E oraz karotenoidow.
Obecnos¢ w codziennej diecie antyoksydantow, a glownie zachowanie odpowiedniego ich spozycia
jest bardzo waznym elementem w profilaktyce powstawania wielu choréb. Pozwalajg zmniejszy¢
ryzyko choroby wiencowej, udaru moézgu, choréb naczyn obwodowych. Chronig przed czynnikami
powodujacymi raka. Podnosza ogélna odporno$¢ organizmu na zakazenia i infekcje. Lagodza
przebieg wielu chorob.
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17. Udzial chemokin i ich receptorow w etiopatogenezie luszczycy
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Streszczenie

Luszczyca stanowi przewlekla, proliferacyjng jednostke chorobowsg komoérek naskorka,
z charakterystyczng zmiang kliniczng okreslang mianem blaszki tuszczycowej. Etiopatogeneza
choroby jest nadal nieokreslona. Szczegdlng role w rozwoju procesu chorobowego przypisuje si¢
mediacji uktadu odpornosciowego. Sposrdd szerokiej gamy czynnikéw immunologicznych istotna
funkcje odgrywaja chemokiny, bedace cytokinami chemotaktycznymi. Sg to niskoczasteczkowe
biatka, dzieki ktorym komorki odpornosciowe uzyskuja informacje¢ o toczacych si¢ w obrgbie ustroju
reakcjach zapalnych, jednocze$nie umozliwiajac aktywacje odpowiedzi typu komorkowego.
Wymieniona komunikacja pomiedzy poszczegdlnymi komponentami bytaby niemozliwa, gdyby nie
ich interakcje wraz ze swoistymi receptorami. Szczegdlnie wazng chemoking, odgrywajaca rolg
W patogenezie tuszczycy jest CCL20. Funkcj¢ jej receptora odgrywa CCR6, o czym $wiadczy
wykorzystanie CCL20, jako miejsca docelowego dzialania terapeutycznego lekow. Uktad
CCL20/CCR6 wiaze si¢ ponadto, z aktywacja komorek Th17, takze odznaczajacych si¢ aktywnoscia
prozapalna.

1. Luszczyca

Luszczyca (psoriasis) to przewlekta choroba uktadowa, ktorej sita napedowa jest rozwoj
procesu zapalnego. Istotng rolg w jej rozwoju odgrywa rowniez mediacja uktadu odpornosciowego,
dlatego tez zaliczana jest do grupy chordb autoimmunologicznych. Charakterystyczng cecha
kliniczng w przebiegu tuszczycy sa zmiany skérne oraz w przypadku tuszczycowego zapalenia
stawow (LZS)- zajecie stawow (Nestle i in. 2009; Christensen i in. 2006).

Typowa zmiana skorna wystgpuje w postaci lekko wzniesionej, odgraniczonej od zdrowej
powierzchni skoéry, rumieniowatej lub owalnej srebrzystej tuski okreslanej mianem blaszki
tuszczycowej. Proces chorobowy rozwija si¢ na skutek nadmiernego namnazania si¢ komorek
naskorka, czyli keratynocytow. W wyniku przyspieszonego dojrzewania komorek, potaczonego z ich
utrudnionym rogowaceniem, dochodzi do wzrostu grubosci keratynocytow w obrgbie zmiany
okreslanej mianem akantozy. Ponadto, na wyglad calej patologii ma wplyw toczace si¢ w obrgbie
skéry wilasciwej zapalenie, w ktérym gltownie uczestnicza: komorki dendrytyczne, makrofagi
i limfocyty T. Ostatecznie dochodzi do rozwoju cienko-, jak i gruboblaszkowych zmian klinicznych
tak zwanych sopli naskérkowych. Bardzo czesto zanika réwniez warstwa ziarnista naskorka.
Nagromadzenie si¢ neutrofilii i limfocytéw stwarza mozliwos¢ rozwoju struktur o nazwie
,mikroropnie Munro”. Kolor zmiany uzalezniony jest od liczebnosci naczyn kretych, przy
towarzyszacym jednoczesnie nasileniu procesu angiogenezy. Lokalizacja zmian chorobowych jest
rozna: od owlosionej skory gtowy po tokcie oraz kolana (Nestle i in. 2009; Christensen i in. 2006;
Reich 2012; Wolska i Langer 2006; Kolanko 2017).
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Szacuje si¢, ze zachorowalno$¢ na tuszczyce dotyczy okoto 2-3% populacji na $wiecie, bez
grupy uprzywilejowanej wiekowo w kierunku rozwoju choroby. Ponadto, stanowi ona jedna
zZ najczestszych dysfunkcji dermatologicznych na §wiecie. Dodatkowo, na podstawie wynikoéw badan
epidemiologicznych wyciagnig¢to wnioski, ze zachorowalno$¢ na tuszczyce koreluje z zapadalno$cia
na inne przewlekte jednostki chorobowe, takie jak: reumatoidalne zapalenie stawow (rheumatoid
arthritis, RZS) oraz nieswoiste zapalenia jelit (inflammatory bowel disease, IBD) w sktad ktorych
wchodzg miedzy innymi: wrzodziejace zapalenie jelita grubego oraz choroba Lesniowskiego-Crohna.
Do schorzen towarzyszacych tuszczycy zalicza si¢: otylos¢, cukrzyce, zespot metaboliczny, a takze
zaburzenia krazenia obwodowego. Z uwagi na fakt, negatywnego wptywu luszczycy na zdrowie
psychiczne, czgsto rowniez dochodzi do rozwoju depres;ji i stanéw Igkowych (Reich 2012; Lebwohl
2003; Neimann 2006; Spah 2008; Neneman i Adamski 2009).

2. Etiopatogeneza luszczycy

Etiopatogeneza tuszczycy nie jest Scisle okreslona. Jednak, kluczowa rolg w rozwoju
choroby odgrywaja trzy grupy bodzcow: czynniki genetyczne, immunologiczne oraz Srodowiskowe.

Duza grupa, odgrywajaca wazne znaczenie w etiopatogenezie choroby stanowig
uwarunkowania genetyczne. W przypadku tuszczycy obserwuje si¢ rodzinng sktonnos¢, zwlaszcza
wsréd pokrewienstwa rzedu pierwszego i drugiego stopnia wraz z wielogenowym typem
dziedziczenia. Ponadto, istotng role przypisuje si¢ genom kodujacym antygeny zgodnosci tkankowe;j
(human body antigen, HLA) a doktadniej HLA-Cw6, warunkujac tym samym wystgpienie tuszczycy
typu I (w tuszezycy typu II nie obserwuje si¢ zwigzku z HLA-Cw6). Za kluczowa grupg genow
warunkujacych podatnos¢ w kierunku rozwoju tuszezycy uwaza si¢ — geny PSORS numerowane
kolejno od PSORS1 do PSORS9 (Neneman i Adamski 2009; Wolska i Langer 2006; Kolanko 2017).

Uwarunkowania $srodowiskowe zwigzane s zarowno z endogennym, jak i egzogennym
podlozem choroby. Wsérdéd ogniw o podlozu zewnatrzpochodnym wymienia si¢ fizyczne urazy
mechaniczne: m.in. akupunkturg, zabiegi chirurgiczne a takze promieniowanie UV lub RTG.
W grupie wewnatrzpochodnych czynnikow $rodowiskowych wyrdznia si¢ wptyw: diety, alkoholu,
dymu papierosowego, stresow psychicznych, lekow, infekcji wirusowych, zakazen bakteryjnych oraz
grzybiczych (Neneman i Adamski 2009; Langley i in. 2005; Wolska i Langer 2006).

Szczegodlnie liczng oraz wazna grupe w etiopatogenezie tuszczycy odgrywaja komponenty
uktadu odpornosciowego takie jak: zwigkszona liczebno$¢ populacji komérek immunologicznych,
wystgpowanie autoreaktywnych limfocytow T, udziat cytokin prozapalnych ze szczegélnym
uwzglednieniem roli czynnika martwicy nowotworu-a (tumor necrosis factor-a, TNF-a). Bardzo
czgsto mediacji immunologicznej przypisuje si¢ kluczowa role w patogenezie choroby, stawiajac
wybrane czynniki przed pozostalymi grupami (Neneman i Adamski 2009; Wolska i Langer 2006;
Victor i in. 2003; Markham i Lamb 2000).

Do kluczowych komorek uktadu odpornosciowego zaangazowanych w rozwdj tuszezycy
naleza limfocyty T. W wyniku reakcji ze swoistymi antygenami dochodzi do wzrostu ich aktywnoSci.
Ponadto, to wlasnie one a doktadniej reaktywna populacja komodrek o fenotypie Thl7 jest
odpowiedzialna za przewlekly charakter tego schorzenia. Role potencjalnych antygenéw moga
penié: keratyna, biatka szoku cieplnego (heat shock proteins, HSP) lub przeciwbakteryjny peptyd
LL37. Najistotniejsza rol¢ przypisuje si¢ antygenowi melanocytarnemu ADAMTSLS,
odpowiedzialnemu za inicjacje procesOw autoimmunologicznych, w wyniku ktorych powstaja
autoreaktywne, klonalne limfocyty T (Kolanko 2017; Heidenreich i in. 2009; Croates i in. 2016;
Lowes i in. 2007).

Czynnik martwicy nowotworu TNF-a stanowi cytoking prozapalna. Jej gléwnym zrodiem
sa makrofagi, monocyty, keratynocyty, czy tez komorki Langerhansa (dendrytyczne). Wsrod jej
gtownych zadan w etiopatogenezie tuszczycy wyroznia si¢: udziat w rozwoju wcezesnych zmian
klinicznych, pobudzenie aktywnos$ci limfocytéw Thl a takze wplyw na namnazanie i dzialanie
limfocytéw B, komérek NK (natural killer) w obrebie blaszek tuszczycowych. Dodatkowo, TNF-a
stymuluje uwalnianie innych cytokin mi¢dzy innymi: interferonu y (IFN-y), interferonu  (IFN-f),
czynnika aktywujgcego ptytki (platelet-activating factor, PAF) oraz interleukiny: IL-1, IL-6.
Wykazano istotng korelacje pomiedzy aktywno$cig czynnika martwicy nowotworu-o
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aréwnoczesnym rozwojem tuszczycy. Stanowi on takze docelowy punkt dziatania wielu terapii
biologicznych (Neneman i Adamski 2009; Wolska i Langer 2006; Victor i in. 2003; Markham i Lamb
2000; Kolanko 2017).

Dodatkowo, sposrod grupy innych cytokin prozapalnych zaangazowanych w przebieg
choroby wymienia si¢: IL-1, IL-6, IL-8, IL-23, IL-12 a takze niezwykle wazna grupe okreslana
mianem chemokin (Neneman i Adamski 2009).

3. Chemokiny

Chemokiny naleza do rodziny cytokin z grupy chemotaktycznych, ktore petnig szereg
funkcji zarowno fizjologicznych, jak i patologicznych. Sa to bialka o niskoczasteczkowej masie
wydzielane przez leukocyty oraz komorki tkanek. Dodatkowo, ich synteza potaczona wraz
Z jednoczesng sekrecjag moze odbywac si¢ w sposob ciagly lub w wyniku indukcji przez odpowiednie
bodzce (Wasniowska 2004; Henc i Bryl 2013).Do podstawowych funkcji danych cytokin
chemotaktycznych nalezy selekcja limfocytow, celem prawidlowego funkcjonowania uktadu
odpornosciowego w walce z antygenami chorobotworczymi. To dzigki nim, mozliwa jest mobilizacja
leukocytow oraz kontrola ich przemieszczania si¢ migdzy krwia a tkankami. Do innych, rownie
waznych zadan chemokin, zalicza si¢ ich udzial w formowaniu si¢ nowych naczyn krwionosnych,
W gojeniu ran oraz w procesach embriogenezy w okresie rozwoju zarodkowego, jak i organogenezy
a takze regulacja procesu apoptozy. Chemokiny zaangazowane sa réwniez w wiele procesow
patologicznych. Biorg udzial w rozwoju chor6éb autoimmunologicznych, alergii, czy tez chordb
zapalnych oraz nowotworowych (Wasniowska 2004; Henc i Bryl 2013).

Udziat chemokin w procesach regulujacych stan rownowagi wewngtrznej ustroju, czyli
homeostazie, powoduje, ze sa one produkowane w sposob konstytutywny. Wybrane cytokiny m.in.
zapalne zaangazowane w rozwoj niepozadanych dzialan sg uwalniane dopiero po zakazeniu lub jako
wypadkowa reakcji zachodzacych w trakcie zapalenia (Wasniowska 2004; Henc 1 Bryl 2013).

Pod wzgledem budowy chemicznej chemokiny sg peptydami, ktore sktadaja si¢ z 66-111
aminokwasow w czasteczce. W ich budowie wyrdznia si¢ wysoce konserwatywna strukture
trzeciorzedowa, ktorej stabilizacja odbywa si¢ przy pomocy wigzan disiarczkowych pomigdzy
cysteinami (Cys), wystepujacymi odpowiednio: pomigdzy 1 a 3 (Cys1-Cys3) lub 2 a 4 (Cys2-Cys4).
Ich systematyzacja odbywa si¢ poprzez réznice wystgpujace w strukturze molekut a nie pelnionych
przez nie funkcji. Wedlug obowigzujacej nomenklatury nalezy dodawa¢ do podstawy grupy
oznaczenie ,,L” (ligand) oraz numer. Dzigki tak przyjetym zasadom, mozliwe jest zachowanie
porzadku w systematyce rodziny chemokin (Wasniowska 2004).

Wyrézniono cztery grupy chemokin. Kryterium podziatu stanowi liczba oraz
umiejscowienie aminokwasoéw endogennych - cystein przy N-koncu tancucha polipeptydowego
(koniec aminowy tancucha polipeptydowego). W sklad pierwszej grupy wchodzg cytokiny
chemotaktyczne, w strukturze ktorych wyrdznia si¢ dwie pierwsze cysteiny zlokalizowane tuz obok
siebie. Ich oznaczenie to CC. W kolejnym kregu zlokalizowane sg chemokiny CXC, w budowie
ktérych obecny jest jeden aminokwas pomigdzy dwoma cysteinami. Natomiast trzecig grupe tworza
czagsteczki CX3C-cysteiny oddzielone trzema aminokwasami. Czwartg a zarazem ostatnig grupe
tworzg chemokiny okreslane, jako C sktadajace si¢ z dwoch cytokin Cysl oraz Cys 4 wzgledem wyzej
wymienionych grup (Wasniowska 2004; Radzik i in. 2015; Mabuchi i in. 2012).

Ponadto, w grupach CC oraz CXC wyrdznia si¢ charakterystyczne motywy umozliwiajace
prawidtowe ich funkcjonowanie. W grupie CXC sekwencja aminokwasoéw: kwas glutaminowy-
leucyna-arginina (Glu-Leu-Arg) usytuowana przed pierwsza cysteing w czgsci N-koncowej tancucha
polipeptydowego tworzy strukture okreslona, jako ELR. Dzigki jej obecnoséci, mozliwe jest
pobudzenie granulocytow obojetnochlonnych oraz ingerencja w proces angiogenezy, jednak, dopiero
po potaczeniu si¢ z receptorem CXCR2. Dodatkowo, funkcjonuje roéwniez podgrupa nie-ELR CXC.
Sposrod chemokin do niej nalezacych, tylko CXCL12 posiada wyzej wymienione wlasciwosci na
skutek swoistej reakcji z receptorem CXCR4. Grupa CC dzieli si¢ na dwie podgrupy: MIPs
(macrophages inflammatory protein-biatko zapalne makrofagow) oraz MCPs (monocyte chemotactic
protein-biatkowy chemotraktant monocytow). Zadna z podgrup nie wykazuje mozliwo$ci wspotpracy
z neutrofilami (Wasniowska 2004; Radzik i in. 2015).
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Dzigki obecno$ci chemokin w organizmie mozliwy jest przebieg wielu istotnych procesow.
Jednak, wcze$niej musi nastapi¢ interakcja danej czasteczki chemotaktycznej ze swoistym
receptorem. Wynikiem takiej reakcji jest wlaczenie odpowiedzi typu komdrkowego. Obowigzujaca
terminologia powstaje adekwatnie do nazewnictwa ligandow. Do motywu grupy oraz jej numeru
dotacza si¢ jedynie litere ,,R” oznaczajaca receptor. Wyjatek stanowi grupa C, ktérg wyznacza
nastepujacy wzor: XCR1 (Henc i Bryl 2013; Wasniowska 2004).

Receptory cytokin chemotaktycznych naleza do grupy receptorow sprzezonych z biatkiem
G (G protein coupled receptors, GPCRs) klasy A (rhodopsin like). Ich elementem strukturalnym jest
siedmiohelikalny przezbtonowy element zwigzany z bialkiem G. W wyniku interakcji ze swoistym
ligandem, dochodzi do uaktywnienia si¢ biatka G. W ten sposob rozpoczyna si¢ kaskada reakcji
prowadzaca kolejno do: aktywacji fosfolipazy C, enzymatyczny proces, ktorego produktami sa
fosfatydyloinozytol (IP3) oraz diacyloglicerol (DAG) z substratu bedacego dwufosforanem
fofatydyloinozytolu (PIP2). Pod wptywem IP3 nastepuje uwolnienie wapnia (Ca?*) z siateczki
srédplazmatycznej, az w koncu nastepuje jego naptyw z Srodowiska zewnetrznego komorki,
skutkujagc wzrostem stezenia Ca?* we wnetrzu jednej ze sktadowych ustroju. Dzigki temu, mozliwe
jest prawidlowe funkcjonowanie elementow kurczliwych cytoszkieletu komorkowego, czy tez
pobudzenie sprawnosci integryn, bedacych czasteczkami adhezyjnymi. DAG wptywa na procesy
degranulacji lizosom6éw oraz metabolizm kwasu arachidonowego (Wasniowska 2004; Radzik i in.
2015; Henc i Bryl 2013).

Receptory moga by¢ stale zlokalizowane na powierzchni komodrek lub ulegac¢ ekspresji
dopiero po jej aktywacji. Dodatkowo, w ustroju niektore receptory znajduja si¢ na $cisle okreslonych
komorkach. W wyniku czego mozliwa jest ciagta regulacja odpowiedzi komoérkowej, zapewniajac
W ten sposob homeostaze organizmu. Przyktadowo granulocyty obojetnochtonne charakteryzuja sie
obecnoscia na swojej powierzchni receptoréw CXCR1 oraz CXCR2. Monocyty oraz granulocyty
kwaso-, zasadochtonne wykazuja ekspresje zarowno dla swoistych, jak i wspolnych (np. CCR1) dla
powyzszych trzech populacji komoérek receptorow. W przypadku limfocytow T mozliwe jest
zlokalizowanie na ich powierzchni grup CXCR lub CCR, w zaleznosci od kontaktu z antygenem.
Natomiast, limfocyty B charakteryzuja si¢ obecnoscia czasteczki CXCRS. Komorki dendrytyczne
w fazie rozwoju przejawiaja na swojej powierzchni ekspresje receptoréw dla swoistych czasteczek
prozapalnych takich jak: CCR1, CCR2, czy CXCR1. W pehi uksztattowane komorki charakteryzuja
si¢ obecnoscig odbiornikow cytokin konstytutywnych: CCR7 oraz CXR4 (Wasniowska 2004; Radzik
i in. 2015; Henc i Bryl 2013).

Istotng kwestig jest mozliwos$¢ polaczenia si¢ swoistego receptora tylko i wylgcznie z jedna,
konkretng chemoking. Ligand moze wigzac si¢ z kilkoma czasteczkami receptorowymi, ktore moga
rozpoznawa¢ wigkszg ich liczbe¢ pod warunkiem, ze odznaczajg si¢ przynaleznoscig do jednej grupy
(Henc i Bryl 2013).

Aktywnos$¢ transkrypcyjna czasteczek cytokin chemotaktycznych oraz ich receptoréw
podlega regulacji za pomoca roéznorodnych czynnikow takich jak: stany hipoksji, wirusy, sktadniki
produktow metabolizmu bakteryjnego a takze czasteczki adhezyjne czy, stres. Cytokiny o charakterze
prozapalnym: IL-1 lub TNF-a wykazuja wplyw na przebieg odpowiedzi wrodzonej-CXCLS.
Natomiast, interferony, glikokortykosteroidy lub czynniki przeciwzapalne-IL-10 moga wykazywaé
ujemny wptyw na procesy sekrecji czasteczek chemotaktycznych. Glikozaminoglikany w wyniku
reakcji z chemokinami uczestnicza w rozwoju lokalnego gradientu, przyciagajacego leukocyty
powodujac ich unieruchomienie. Istnieja réwniez czasteczki okreslane mianem ,.cichych
receptorow”. W wyniku integracji antygenu Duffy (Duffy antygen receptor for chemokines), biatka
D6 lub CCX-CKR z proteinami spokrewnionymi z GPCR (receptory sprzezone z bialkiem G, G-
protein coupled receptor). Ich mechanizm dziatania opiera si¢ na inhibicji przewodnictwa sygnatu
i zmianach stgzenia jondw wapnia inaktywujac chemokiny, w sposob nie zaburzajacy homeostazy
ustroju (Henc i Bryl 2013).

4. Kompleks chemokina CCL20-receptor chemokinowy CCR6

W  przebiegu luszczycy najbardziej charakterystyczna chemoking, uczestniczaca
W etiopatogenezie choroby jest czgsteczka CCL27, ktorej swoistym receptorem jest CCR10
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zlokalizowany na powierzchni wickszosci limfocytow T. Gléwnym zadaniem danych komoérek
w trakcie rozwoju choroby jest aktywny udzial w ewolucji procesu zapalnego, w wyniku czego
dochodzi do T-komoérkowego zapalenia skéry z jednoczasowym zaburzeniem czynno$ci
keratynocytow (Henc i Bryl 2013; Singh i in. 2008).

Rownie istotng cytoking chemotaktyczng odznaczajaca si¢ istotnym wpltywem na procesy
patologiczne w przebiegu luszczycy jest konstytutywna czastka CCL20. W pismiennictwie
uwzgledniajacym dawna nomenklature okreslana jest rowniez mianem LARC, MIP-3a, Scya-20,
ST38, Ck-beta-4, czy tez exodusl. O udziale w etiopatogenezie opisywanej jednostki chorobowej
$wiadczy m.in. uznanie jej za jeden z mozliwych celow leczniczych. Receptorem dla powyzszego
chemoatraktantu jest CCR6 (Henc i Bryl 2013; Wasniowska 2004).

W przypadku osoby zdrowej nie stwierdza si¢ wysokiej aktywno$ci transkrypcyjnej
chemokiny CCL20. Jednak w przypadku pacjentdéw zmagajacych si¢ z tuszczyca, w ich naskorku
dochodzi do wzrostu jej stezenia, co nast¢puje pod wptywem innych komponentoéw prozapalnych np.
TNF-a, IL-1. Wyniki badan sugeruja, ze wysoka selektywno$¢ elementow reakcji ligand-receptor
moze utrudnia¢ rekrutacje komorek ze skory wlasciwej do toczacego si¢ w obrebie naskorka zapalenia
(Henc i Bryl 2013).

Receptor CCR6 u cztowieka kodowany jest przez gen zlokalizowany na chromosomie 6.
Jego ckspresje wykazuja limfocyty B, komorki dendrytyczne (Langerhansa), czy tez komorki T,
istotne zwlaszcza w rozwoju tuszczycy Thl7. Pod wptywem wzrostu stezenia czasteczki CCL20
dochodzi do chemotaksji wyzej wymienionych elementéw komoérkowych. Dodatkowo, niezwykle
wazng charakterystyczng cechg czasteczki CCL20 jest jej stata ekspresja w komoérkach nabtonkowych
splotu naczynidwkowego u cztowieka oraz myszy. Wedlug najnowszych wynikéw badan duzy
nacisk ktadzie si¢ na potencjalny wptyw kompleksu CCL20-CCR6 w przebiegu chordb zapalnych,
takich jak tuszczyca lub reumatoidalne zapalenie stawdéw, na wedrowke komorek Th17 do ognisk
zapalnych. Dlatego tez, sugeruje si¢ przedostawanie si¢ powyzszych komodrek do miejsca zapalenia
w obrebie uktadu CCL20-CCR6 i pehlionej przez receptor CCR6 czynnosci kontroli
immunologicznej. Zatem, CCL20 i CCR6 uczestnicza w tych zaburzeniach poprzez ponowne
ukierunkowanie komoérek Th17 do tkanek docelowych (Henc i Bryl 2013; Radzik i in. 2015; Singh
i in. 2008; Mabuchi 2012).

Ponadto, kluczowg cechg limfocytow Th17 jest synteza gtownie IL-17, ale rowniez innych
czasteczek o charakterze cytokin takich jak: IL-21 oraz IL-23, warunkujaca jednoczes$nie ich
prawidtowe funkcjonowanie i udziat w rozwoju zmian autoimmunologicznych obserwowanych m.in.
w luszczycy (Radzik i in. 2015; Mabuchni 2012).

Zapalenie wywolane przez IL-17 charakteryzuje si¢ naciekaniem neutrofilow. Dodatkowo,
komorki T CCR6 w skorze wytwarzajg CXCLS a granulocyty oboje¢tnochtonne wytwarzajace CCL20,
wykazuja nastepcza ekspresje CCR6. Wykazano rowniez, ze IL-17 wystepuje, jako silny induktor
CCL20. Zatem, CCL20 i CCR6 przyczyniajg si¢ do dodatniej p¢tli sprzgzenia zwrotnego obejmujace;j
komorki T, komorki dendrytyczne, neutrofile i komorki nablonkowe wzmacniajac tym samym
odpowiedz zapalng Th17 (Singh i in. 2008).

Wyniki badan przedstawione przez Singh’a 1 wspolpracownikéw potwierdzaja, ze stata
ekspresja receptora CCR6 odgrywa wazna rolg we wzroscie i roznicowaniu si¢ komorek o fenotypie
Th17. Dlatego przypuszcza si¢, ze blokada CCR6 mogtaby przynies¢ ogromne korzysci w leczeniu
uszkodzonych tkanek przez limfocyty T odznaczajace si¢ produkcjg IL-17 (Singh i in. 2008).

5. Podsumowanie

Luszczyca to jednostka chorobowa, charakteryzujaca si¢ niezwykle ztozong etiopatogeneza.
Kluczowa role w jej rozwoju odgrywaja czynniki immunologiczne, ktorych wazng komponenta sa
cytokiny chemotaktyczne. Szereg badan nad chemokinami oraz ich receptorami potwierdza ich
istotny udzial w rozwoju procesow prozapalnych, czy tez autoimmunizacyjnych, z ktérymi wiaze si¢
przebieg wyzej wymienionej dysfunkcji dermatologicznej. Przyktadowo, ekspresja konstytutywnej
chemokiny CCL20 wraz z jej swoistym receptorem CCR6 w naskoérku pacjentow z tuszczyca
indukuje kaskade reakcji, odpowiedzialnych za rozwoj i utrzymanie choroby. Zatem, wspdlna sie¢
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powigzan stwarza nowe mozliwosci terapeutyczne, ktorych celem jest zablokowanie receptoréw
chemokinowych lub modyfikowanie ich czynno$ci.
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Streszczenie

Spondyloartropatie zapalne (SpA) to grupa schorzen w przebiegu ktorych dochodzi do
zapalenia stawow z towarzyszacym zajeciem stawow kregostupa. Do SpA zalicza si¢ m.in.:
luszczycowe zapalenie stawow oraz zapalenia stawow w przebiegu nieswoistych chorob zapalnych
jelit. W ich przebiegu wystepuje szereg réznorodnych objawow klinicznych a w etiopatogenezie
wazng role odgrywaja cytokiny z rodziny interleukiny 17 (IL-17), ktére odpowiadaja za indukcje
reakcji zapalnych w ustroju. W przypadku cigzkiego rzutu choroby, przy braku skuteczno$ci
klasycznych metod terapeutycznych wprowadza si¢ leczenie biologiczne. Przyktadem specyficznego
leku, skierowanego przeciwko IL-17  jest sekukinumab, bedacy ludzkim przeciwciatem
monoklonalnym. W wyniku jego dziatania dochodzi do zmniejszenia si¢ liczebnosci aktywnych
biologicznie czasteczek IL-17, co przyczynia si¢ do normalizacji procesu chorobowego. Jednak,
przed wczesniejszym podjeciem decyzji o wprowadzeniu do schematu leczenia leku biologicznego
nalezy uwzgledni¢ stan pacjenta, aktywno$¢ choroby oraz profil bezpieczenstwa dziatania danego
leku.

1. Spondyloartropatie zapalne

Spondyloartropatie zapalne (spondyloarthritis, SpA) stanowia przewlekly stan chorobowy,
charakteryzujacy si¢ jednoczasowym zapaleniem stawOw oraz zajgciem stawow kreggostupa.
Zaliczane s3 do grupy schorzen reumatycznych. Sposrod szerokiej gamy objawow klinicznych,
wyroznia si¢ manifestacje uktadu migsniowo-szkieletowego pod postacig zapalenia kregostupa i jego
okolic, zapalenia stawow obwodowych i przyczepow Sciegnistych, czy tez sztywno$¢ poranng
Z towarzyszacym bolem zapalnym plecow. Do objawdw pozastawowych, ktére rozwijaja si¢ u 40%
chorych zalicza si¢: stan zapalny w obrebie przedniego odcinka btony naczyniowej oka a takze
wystepowanie innych procesow patologicznych takich jak tuszczyca (psoriasis), nieswoiste choroby
zapalne jelit (inflammatory bowel disease, IBD) oraz dysfunkcje uktadu krgzenia (Felis-Giemza 2017;
van der Horst-Bruinsma i Nurmohamed 2012).

Do SpA zalicza si¢ miedzy innymi: zesztywniajace zapalenie stawow kregostupa,
tuszczycowe zapalenie stawow, reaktywne zapalenie stawow i zapalenia stawéw w przebiegu
zapalnych choréb jelit. Dodatkowo, funkcjonuje podziat na spondyloartropatie zapalne obwodowe
oraz osiowe, gdzie w ich etiopatogenezie szczegdlna role przypisuje si¢ czynnikom genetycznym.
Jedna z predyspozycji rozwoju SpA jest obecno$¢ konkretnych antygendéw zgodnosci tkankowej HLA
(human leukocyte antygen). Szacuje sie, ze HLA-B27 wystgpuje u okoto 40-90% pacjentéw z tym
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schorzeniem (Felis-Giemza 2017; van der Horst-Bruinsma i Nurmohamed 2012; Stajszczyk i in.
2017).

Luszczycowe zapalenie stawow (psoriatic arthritis, £ZS) charakteryzuje si¢ procesem
zapalnym w obrebie stawdw, z nastepczym uszkodzeniem ich struktur a takze zapaleniem
przyczepdw Sciggnistych oraz towarzyszaca tuszczyca skory. Szacuje sig, ze z £LZS zmaga si¢ okoto
5-20% pacjentéw z tuszczyca. W przebiegu choroby wystepuja liczne odstgpstwa od klasycznych
schematow a U wigkszosci chorych dochodzi do znacznego obnizenia jako$ci zycia. Etiopatogeneza
choroby nie jest do konca wyjasniona, jednak kluczows rolg w jej rozwoju odgrywaja czynniki
genetyczne, immunologiczne i $rodowiskowe (Felis-Giemza 2017; van der Horst-Bruinsma
i Nurmohamed 2012; Gossec 2016).

Zapalenia stawoéw w przebiegu zapalnych chordb jelit dotycza okoto 10% pacjentéw tej
grupy schorzen i prowadza do rozwoju spondyloartropatii osiowej. Do IBD zalicza si¢: chorobe
Lesniowskiego-Crohna (Crohn disease, CD) oraz wrzodziejace zapalenie jelita grubego (ulcerative
colitis, UC). Obraz kliniczny glownie manifestuje si¢ obecno$ciag nawracajacych biegunek,
przewlektych boli brzucha, krwawieniem z odbytu, utrzymujaca si¢ goraczka oraz spadkiem masy
ciata. Jednoczesnie towarzysza objawy kliniczne SpA. Etiopatogeneza IBD podobnie, jak
w przypadku LZS jest wieloczynnikowa (Felis-Giemza 2017; Poliniska i in. 2009).

2. Cytokiny prozapalne

Z chemicznego punktu widzenia cytokiny prozapalne sa glikoproteinami o masie
czasteczkowej od kilku do kilkunastu kDa. Ich zrodtem sg zaktywowane komorki roznych tkanek na
przyktad komorki nablonkowe przewodu pokarmowego, czy leukocyty. Do ich kluczowych zadan
nalezy udzial w procesach proliferacji i roznicowania si¢ komoérek organizmu oraz interakcje
W odpowiedzi typu komoérkowego lub humoralnego. Dodatkowo, cytokiny moga uczestniczy¢
W procesach patologicznych lub wykazywaé dziatanie cytotoksyczne. Wszystkie powyzsze
czynnosci moga zosta¢ wykonane dopiero, po wczesniejszej interakcji ligandow ze specyficznymi,
bardzo czutymi receptorami zlokalizowanymi na powierzchni bton komorkowych. Cytokiny dziela
si¢ na cytokiny o wlasciwosciach prozapalnych oraz charakteryzujace si¢ dziataniem
przeciwzapalnym. Dodatkowo, w nomenklaturze funkcjonuje podziat w zalezno$ci od wydzielania
przez konkretne populacje krwinek biatych: na limfokiny oraz monokiny. Jednak najistotniejszym
kryterium podziatu cytokin, sa zmiany strukturalne w ich czasteczkach. Do gléwnych podgrup zalicza
si¢: cytokiny hemopoetyczne, interferony, chemokiny, nadrodzing czynnika martwicy nowotworu
o (tumor necrososis factor o, TNF-a) a takze interleukiny. Poszczegodlne cytokiny moga wykazywaé
w stosunku do siebie antagonizm , czy tez synergizm czynnosciowy. Odznaczaja si¢ plejotropizmem
lub dziataniem w petli sprzezen zwrotnych a petnione przez nie funkcje stanowia wazne elementy
w wewnatrzkomoérkowej sieci sygnatowej, wptywajac na regulacj¢ ekspresji niektorych gendw.
Dodatkowo, z uwagi na silng stymulacje¢ uktadu immunologicznego, staty si¢ one waznym ogniwem
w poszukiwaniu nowych mozliwosci terapeutycznych (Polinska i in. 2009).

3. Rodzina interleukiny 17

Interleukiny (IL) stanowia grupe cytokin, ktorych glowna funkcja jest udziat w szlakach
sygnalizacyjnych pomig¢dzy leukocytami, ktore umozliwiaja ich wzajemna komunikacje (Semik-
Orzech i in. 2006). W przebiegu wybranych spondyloartropatii zapalnych, ich gtowng rolg jest
zaangazowanie w mechanizmy biorgce udziat w indukcji procesu zapalnego oraz manifestacje stanu
klinicznego pacjenta (Stajszczyk i in. 2017).

Cytokiny nalezace do rodziny interleukiny 17 (IL-17) stanowia czasteczki prozapalne
charakteryzujace si¢ plejotropowym dziataniem, produkowane w glownej mierze przez zaktywowane
limfocyty T pamigci: populacj¢ komorek pomocniczych Th o fenotypie CD4+ oraz cytotoksycznych
Tc CD8+. Ich Zzrodtem w mniejszym stopniu moga by¢ komorki NK (Natural Killer), limfocyty y9,
monocyty oraz granulocyty obojetnochtonne. W wyniku wytwarzania IL.-17 przez neutofile dochodzi
do wytworzenia petli dodatniego sprzezenia zwrotnego w trakcie reakcji zapalnej. Dodatkowo,
komorki pomocnicze CD4+  sa uwazane za zasadnicze elementy strukturalne systemu
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immunologicznego, ze wzgledu na ich udziat w koordynacji oraz ukierunkowywaniu reakcji
odpornosciowych. W 2003 roku opisane przez Aggarwala i wsp. komorki odznaczajace si¢ wysoka
ekspresja wyzej wymienionej interleukiny nazwano Th17. Historia tej cytokiny sigga roku 1993,
kiedy po raz pierwszy zostala ona sklonowana. Z chemicznego punktu widzenia jest to
homodimeryczny polipeptyd o masie czasteczkowej od 35 do 40 kDa. Struktura drugorzedowa
czasteczek nalezacych do podklasy IL-17 jest zblizona, zwlaszcza tancuchy o. Trzeciorzgdowa
budowa przestrzenna opiera si¢ na tak zwanym wezle cysteinowym, stad poczatkowo byta okreslana
mianem CTLA-8 (cytotoxic T lymphocyte-associated antygen-8, antygen 8 limfocytow
cytotoksycznych). W pozniejszym czasie, odkryto nastepne czasteczki nalezace do rodziny
interleukiny 17, ktére zostaly oznaczone kolejnymi literami od A do F (IL-17A-IL-17F). Dzigki
wynikom przeprowadzonych badan przypisano im kluczowa rol¢ w przebiegu odpowiedzi
odpornosciowej, zaro6wno przeciwko chorobotworczym antygenom zewnatrzkomérkowym, jak
i reakcjom autoimmunologicznym, ktére wczesniej zwigzane byly z limfocytami Thl (Juszczak
i Glgbinski 2006; Paradowska i in. 2009; Kucharz i in. 2017; Zhang i in. 2011).

Czasteczki cytokin z rodziny interleukiny 17 wigza si¢ ze swoistymi receptorami,
zlokalizowanymi na monocytach, komodrkach nabtonkowych, fibroblastach oraz komoérkach
srodbtonka. Receptory tworzg whasng grupe: IL-17RA, IL-17RB/IL-25R, IL-17RC, IL-17RD/SEF,
IL-17RE. W wyniku specyficznych reakcji ligandow ze swoistymi receptorami nastepuje nasilenie
syntezy innych czgsteczek prozapalnych, rdwniez o charakterze cytokin takich jak: TNF-a, IL-6 lub
chemokin CXC ELR (+). Nastepstwem produkcji wyzej wymienionych czgstek jest integralna
kooperacja neutrofilii z limfocytami Th17, dzigki zdolnosci granulocytdow obojetnochtonnych do
chemotaksji. Przyktad stanowi¢ moga neutrofile zaangazowane w komoérkowa odpowiedz
immunologiczng w przebiegu zakazenia Klebsiella pneumoniae lub Candida albicans zalezne sa od
IL-17. Dlatego uwaza si¢, ze reakcje autoimmnunologiczne prowadzace do rozwoju chordb
z autoagresji, rowniez zachodza w wyniku $cistej wspotpracy granulocytow obojetnochtonnych oraz
limfocytéw Th17 (Kucharz i in. 2017; Zhang i in. 2011; Juszczak i Glabinski 2006; Conti i in. 2009).

Do czynnikéw stymulujacych produkcje interleukiny 17 przez limfocyty Thl7 nalezy
osteopontyna, czyli biatko uczestniczace w przemianach materii tkanki kostnej. Ponadto, silnym
stymulatorem syntezy IL-17 jest interleukina-23 (IL-23), nalezaca do rodziny IL-12 a takze produkt
metabolizmu kwasu arachidonowego jakim jest prostaglandyna E, (PGE;). W wyniku
jednoczasowego dziatania z IL-23 dochodzi do wzrostu aktywnosci transkrypeyjnej czynnika RORyt
(retineic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor gamma), co powoduje dojrzewanie
subpopulacji limfocytoéw pomocniczych i produkcje IL-17 (Juszczak i Glabinski 2006; Laurence i in.
2007).

Dodatkowo, aktywno$¢ transkrypcyjna IL-17 w duzym stopniu uzalezniona jest od
receptorow chemokinowych CCR6 obecnych na powierzchni komérek Thl7. Swoistym ligandem
danych receptorow jest chemokina CCL20, pod wptywem ktoérej limfocyty T, B oraz komorki
dendrytyczne odznaczaja si¢ zdolnoéciami migracji do toczacych si¢ w obrebie zapalenia ognisk.
Ponadto, w wyniku rownoczesnego dziatania IL-6 wraz z TGF-f (transformujacy czynnik wzrostu f3,
transforming growth factor f) nastgpuje wzmocnienie autokrynnej sekrecji czasteczek CCL20. Do
innych chemokin, ktorych produkcja jest zwigkszona pod wptywem IL-17 nalezg: IL-8/CXCLS8 oraz
CCL2. Czasteczki te, umozliwiaja naptyw neutrofilii oraz makrofagéw do zmienionej chorobowo
blony maziowej struktur stawowych (Juszczak i Glgbinski 2006; Kucharz i in. 2017).

Jednym z elementow blokujgcych uwalnianie IL-17 przez komoérki Th17 jest interleukina 2
(IL-2), ktorej mechanizm dziatania opiera si¢ na regulacji czynnika transkrypcyjnego STATS5 (signal
transducer and activator of transcription 5). Dochodzi do promowania apoptozy wéréd komorek
populacji limfocytow Th17 oraz nastgpczego wzrostu liczebnosci komorek regulatorowych Treg.
W konsekwencji dochodzi do zahamowania odpowiedzi uktadu odpornosciowego zaleznej od Th17
(Juszczak i Glabinski 2006; Laurence i in. 2007).

Szczegblng role odgrywa interleukina 17A (IL-17A), uwazana za prototypowa czasteczke
tej grupy, ktoéra sktada si¢ z 177 reszt aminokwasowych. Koniec aminowy N- lancucha
polipeptydowego zaopatrzony jest w sekwencje sygnatowa a takze w grupy weglowodanowe
przytaczone przy pomocy wigzan N-glikozydowych oraz reszty cysteinowej. Czastka ta uczestniczy
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w sposoOb posredni w interakcji pomiedzy limfocytami T a neutrofilami znajdujacymi si¢ w ogniskach
zapalnych. Zwiazane jest to ze zdolnoscig IL-17A do produkcji czynnikéw chemotaktycznych np.
chemokin CXC, czy tez czynnikéw wzrostu takich jak: G-CSF lub GM-CSF (Semik-Orzech i in.
2006; Stajszczyk i in. 2017). Dzigki obecnosci powyzszych zwigzkow granulocyty obojetnochtonne
wykazujg zdolnos$¢ do podzialéw komoérkowych a nastepnie do réznicowania. Dodatkowo, IL-17A
wraz z IL-23 charakteryzujg si¢ supresyjnym dziataniem w stosunku do komorek Thl (Juszczak
i Glabinski 2006).

Interleukina 17F (IL-17F) stanowi rowniez wazny element czynno$ciowy w przebiegu
odpowiedzi immunologicznej. Uczestniczy w reakcjach skierowanych przeciwko patogenom, jak
i wlasnym elementom strukturalnym ustroju, przyczyniajac si¢ do rozwoju patologicznych procesow
z autoagresji. Charakteryzuje si¢ ona takze najwigksza homologia strukturalng ( okoto 50%)
z czasteczka IL-17A (Juszczak i Glgbinski 2006; Kucharz i in. 2017).

Interleukina 17E (IL-17E) okre$lana réwniez mianem IL-25 cechuje si¢ antagonizmem
czynnosciowym w stosunku do innych czasteczek nalezacych do rodziny IL-17. W wyniku inhibicji
dojrzewania limfocytow Thl7 oraz procesu namnazania si¢ komorek, stanowi wazne ogniwo
W grupie czynnikéw hamujacych odpowiedz immunologiczng. Jednocze$nie odgrywa istotna role
w stymulacji odpowiedzi Th2-zaleznej (Juszczak i Gtabinski 2006).

W przebiegu tuszczycowego zapalenia stawow IL-17A uczestniczy w pobudzaniu
aktywnosci metaloproteinaz, uszkadzajgcych struktury stawowe, co prowadzadzi do dysfunkcji
aparatu ruchu. Zmiany kliniczne w skorze mediowane sa przez IL-17, ktora posredniczy
w aktywnosci transkrypceyjnej IL-22. W wyniku wspotdziatania obu czgsteczek dochodzi do ekspresji
genow kodujacych skoérne peptydy przeciwbakteryjne takie jak: a-defenzyny-2, czy kalprotektyny.
Dzigki obecno$ci powyzszych elementdw rozwijajg si¢ zmiany chorobowe w obrgbie skory
i paznokci, jak rowniez nastgpuje spadek tolerancji immunologicznej. Prowadzi to do powstawania
autoreaktywnych limfocytéw Thl7 skierowanych przeciwko elementom strukturalnym ustroju
(autoantygeny). Dodatkowo, IL-17 wraz z IFN-y (interferon y) i IL-22 bierze udziat w ekspresji
mRNA keratyny K17 oraz regulacji st¢zenia tego biatka w komadrkach naskorka przez pobudzenie
szlaku JAK-STAT. Na skutek prawidlowo dobranej terapii aktywnos¢ transkrypcyjna tego biatka
zanika. Ponadto, wzrost stezenia IL-17 oraz 1L-23 koreluje dodatnio z nasileniem zmian chorobowych
w przebiegu £ZS (Kucharz i in. 2017).

W przypadku spondyloartropatii w przebiegu nieswoistych chorob zapalnych jelit,
obserwuje sie wzrost stezenia IL-17 w surowicy krwi oraz btonie §luzowej jelit chorych. Dodatkowo,
pod wptywem uszkodzenia $luzowki, dochodzi do wzrostu stezenia IL-17 lokalnie w kale, zwtaszcza
w aktywnej postaci choroby Le$niowskiego-Crohna. Niektore wyniki badan sugerujg, ze
w przypadku wrzodziejacego zapalenia jelita grubego, obserwuje sie wzrost ekspresji mRNA 1L-17
w btonie $luzowej jelit, przy jednoczesnym braku aktywnosci transkrypeyjnej u ludzi zdrowych.
Populacja komoérek Th17 charakteryzuje si¢ rowniez wiekszg liczebnoscia w aktywnym stadium IBD,
w zwigzku z toczacym si¢ procesem zapalnym w obrebie jelit oraz indukcja innych prozapalnych
czasteczek takich jak: IL-1p oraz TNF-o, natomiast w okresie remisji choroby odnotowany jest ich
spadek (Felis-Giemza 2017; Polinska i in. 2009; Fujino i in. 2003).

4. Leczenie biologiczne

Kluczowym zadaniem terapii w przebiegu spondyloartopatii zapalnych jest poprawa jakosci
zycia pacjentow. Stan ten, mozliwy jest do osiagnigcia poprzez wprowadzenie regularnych kontroli
aktywnosci choroby, ograniczenie dalszego rozwoju a takze dbanie o prawidlowy stan psychiczny
chorych. Dodatkowo, wazna rol¢ w monitorowaniu przebiegu choroby odgrywaja badania
dodatkowe, takie jak badania laboratoryjne oraz obrazowe (Felis-Giemza 2017).

Gtowne zatozenia oraz mozliwosci terapeutyczne w przypadku SpA sg reprezentowane
przez Assessment in Ankylosing Spondylitis International Society-European League Against
Rheumatism (ASAS-EULAR), kladac szczegdlny nacisk na wielospecjalistyczne podejscie do
wystepujgcych dysfunkcji. Wazng role odrywa wskaznik Ankylosing Spondylitis Disease Activity
Score (ASDAS), taczacy w sobie obserwacje dynamiki choroby wraz z kontrola markeru stanu
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zapalnego - bialka C reaktywnego (CRP) a takze ocen¢ reakcji na wprowadzone leczenie
farmakologiczne (Felis-Giemza 2017; van der Heijde i in. 2017; Gossec i in. 2016).

Wyréznia sie¢ tutaj leczenie niefarmakologiczne oraz farmakologiczne. Jedng
z niefarmakologicznych mozliwosci terapeutycznych jest fizykoterapia. Dodatkowo, wprowadzenie
zréwnowazonej diety oraz zaprzestanie palenia papieroséw, znaczaco wptywa na polepszenie stanu
zdrowia pacjentéw z SpA. W przypadku farmakologii, lekami pierwszego rzutu sg niesteroidowe leki
przeciwzapalne (NLPZ). Istnieja mozliwosci wlaczenia lekow przeciwbolowych takich jak
paracetamol lub opioidy. Jednak, u pacjentow charakteryzujacych si¢ cigzkim przebiegiem choroby,
mimo stosowanej terapii w postaci: przynajmniej 2 lekéw z grupy NLPZ przez okres co najmniej 4
tygodni nalezy rozwazy¢ wiaczenie terapii biologicznej (Felis-Giemza 2017).

Jedna z grup lekoéw biologicznych, stosowanych w przypadku SpA sa inhibitory IL-17.
Przyktadem substancji czynnej jest sekukinumab (nazwa handlowa preparatu Cosentyx). Nie moze
on by¢ jednak stosowany u chorych z aktywng postacig zapalenia w obrebie jelit. Dlatego pacjenci
cierpiacy na SpA w przebiegu zapalnych chordb jelit w gtownej mierze korzystaja z mozliwosci
terapeutycznych lekow z grupy anty-TNF-a (Felis-Giemza 2017; Kucharz i in. 2017).

Sekukinumab to ludzkie przeciwciato monoklonalne klasy G1 z tancuchami lekkimi klasy
kappa, skierowane przeciwko IL-17A. W wyniku jego dziatania dochodzi do zmniejszenia stezenia
aktywnej postaci IL-17A w ustroju pacjenta. Obecnie, stosowany jest gtdwnie w nastgpujacych
jednostkach chorobowych: tuszczycy, zesztywniajacym zapaleniu stawow kregostupa oraz LZS.
W dalszym ciggu trwaja badania w celu wprowadzenia terapii przy pomocy wyzej wymienionej
substancji w reumatoidalnym zapaleniu stawow, chorobie Behceta, czy tez zespotach autozapalnych
(Felis-Giemza 2017; Stajszczyk i in. 2017; Speeckaert i in. 2016).

W przypadku tuszczycowego zapalenia stawow sekukinumab stosowany jest w trzeciej fazie
terapii. Oznacza to, ze zostaje on wprowadzony do leczenia w momencie braku skuteczno$ci
terapeutycznej metotreksatu, czy tez innych grup lekoéw biologicznych. W przypadku osiowej postaci
SpA z towarzyszaca minimalng odpowiedzig organizmu na NLPZ . Dodatkowo, w celu utrzymania
remisji oraz zapobiegania nawrotom choroby mozna zastosowac leki biologiczne w zmniejszonych
dawkach (Kucharz i in. 2017; Coates i in. 2016).

O skutecznosci terapii oraz jednoczesnym bezpieczenstwie stosowania sekukinumabu
swiadczg wyniki przeprowadzonych badan klinicznych, prezentowane przez ekspertoéw Polskiego
Towarzystwa Reumatologicznego i Polskiego Towarzystwa Dermatologicznego. Grupe pacjentow
z aktywng postacia tuszczycowego zapalenia stawow (kazdy podtyp choroby), ktoéra wzigta udziat
w badaniach stanowily 1003 osoby, ktére nie reagowaty na leki typu NLPZ, glikokortykosteroidy,
czy tez inne syntetyczne leki modyfikujace przebieg LZS. Juz w pierwszym tygodniu odnotowano
redukcje nasilenia bolu stawow. Po trzech tygodniach terapii zaobserwowano istotng statystycznie
zmian¢ wskaznikow aktywnos$ci choroby wsrod grupy pacjentdw otrzymujacych lek, w stosunku do
chorych otrzymujacych placebo. Szczegdlnie wazng informacja jest to, ze w trakcie leczenia
sekukinumabem nie zaobserwowano wsrod wybranej grupy chorych progresji zmian chorobowych.
Dodatkowo, nastgpilo polepszenie jakosci ich zycia. Do glownych dziatan niepozadanych
stosowanego leku nalezg: zapalenie nosa, gardia oraz niezyt nosa. Wigkszos$¢ z nich charakteryzuje
si¢ tagodng lub umiarkowana intensyfikacja. Dodatkowo, mniej niz 1% pacjentow wytworzylto
przeciwciala skierowane przeciwko czasteczkom leku w czasie okoto 3 lat od rozpoczgcia terapii.
Byty to przeciwciala neutralizujace, aczkolwiek proces ten nie wplynal negatywnie na skutecznosé
oraz reakcje farmakokinetyczne leku (Kucharz i in. 2017; Kavanaugh i in. 2016).

5. Podsumowanie

Podsumowujac, SpA to grupa cigzkich w przebiegu schorzen, ktérych wspolng cecha jest
zajecie stawOw kregostupa w trakcie toczgcego si¢ procesu zapalnego. Ich obraz kliniczny jest
réznorodny i zalezy od konkretnej jednostki chorobowej. Etiologia jest wieloczynnikowa, jednak
wazng role w powstawaniu SpA odgrywaja czynniki immunologiczne m.in. IL-17. Cytokiny
z rodziny IL-17 odznaczajg sie zdolnoscig do uruchomienia oraz podtrzymywania reakcji zapalnej,
dlatego tez petnig kluczowa rolg w przebiegu SpA. Leczenie SpA charakteryzuje si¢ kompleksowym
podejsciem do chorych, gdzie istotng role odgrywa farmakoterapia. Jedng z nowych mozliwo$ci
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terapeutycznych sg leki biologiczne a swoistym lekiem skierowanym przeciwko IL-17 jest
sekukinumab. Wprowadzenie go wymaga wcze$niejszego zaznajomienia si¢ z mechanizmem
dzialania, poznaniem dynamiki rozwoju choroby oraz z aktualnym stanem klinicznym pacjenta,
Decyzje 0 zastosowaniu leku anty-11-17 nalezy podejmowaé w kazdym przypadku indywidualnie.
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Streszczenie

Ped Zycia, niewtasciwe nawyki zywieniowe oraz zredukowanie aktywnosci fizycznej do
catkowitego minimum spowodowaly eksplozje¢ liczby zachorowan na cukrzyce na calym $wiecie.
Uwazana za ,,epidemi¢ XXI-wieku" stanowi wcigz wyzwanie dla wspotczesnej medycyny. Ta
przewlekta choroba o charakterze cywilizacyjnym zwigzana jest z zaburzeniami mechanizméw
regulujacych poziom glukozy we krwi. Badacze sa zgodni, ze powiktania oraz postep choroby maja
$cisty zwigzek z toksycznym dziataniem glukozy oraz jej metabolitow, jako jednego z patogennych
czynnikow. U pacjentow z podwyzszonym stezeniem m.in. glukozy we krwi dochodzi do nasilenia
procesu glikacji, obejmujacego takze albuming surowicy krwi (HSA). Podczas utrzymujgcego sie
W organizmie stanu hiperglikemii powstajg koncowe produkty zaawansowanej glikacji (AGEs), ktore
sa odpowiedzialne za liczne patologie tkankowe i narzadowe. Wiadomym jest, ze albumina wigzac
leki wplywa na ich biologiczng dostepnosé, dystrybucje, wiasciwosci farmakokinetyczne
i farmakodynamiczne. Wszelkie modyfikacje w obrebie HSA sg przyczyng utraty jej pierwotnych
wilasciwosci oraz pelionych przez nig funkcji fizjologicznych. W zwiazku z tym, celem
przedstawionej pracy bylo zbadanie powinowactwa acetoheksamidu (AH), wybranego leku
przeciwcukrzycowego, do modyfikowanej glukoza, fruktoza i galaktoza ludzkiej alouminy surowicy
krwi (QHSAcLc, gHSArrc, gHSAGaL) metoda wygaszania fluorescencji. Ponadto, poréwnano
teoretyczny model wigzania acetoheksamidu do albuminy natywnej (HSA), skompleksowanej
z glukoza (GLC-HSA) i fruktoza (FRC-HSA), otrzymany na podstawie komputerowego dokowania
molekularnego z wynikami uzyskanymi do$wiadczalnie.

1. Wstep

Albumina jest najliczniej wystgpujacym biatkiem surowicy krwi (ang. Human Serum
Albumin, HSA), gdzie jej stgzenie siega 40-50 g/l, stanowiac 55-65% wszystkich protein obecnych
W osoczu (Artali et al. 2005). HSA pelni wazna rol¢ w procesie dystrybucji do tkanek docelowych
wielu zwiazkoéw biologicznie czynnych przez odwracalne wigzanie substancji endo- i egzogennych
(Carter i He 1990). Transport ligandéw w kompleksie z albuming objawia si¢ wzrostem
rozpuszczalnosci tych zwigzkéw w surowicy, zmniejszeniem ich toksycznosci oraz ochrong przed
utlenianiem. Mechanizm i sita wigzania leku z makroczgsteczkg zalezy od wiasciwosci
fizykochemicznych i stezenia danego leku, zdolno$ci wigzacych albuminy, a takze wpltywu
$rodowiska. Lek, ktéry tworzy kompleks z albuming stanowi pule zapasowa, ktora jest nieczynna
farmakologicznie, poniewaz za dzialanie terapeutyczne farmaceutyku odpowiedzialne sa jego
czasteczki w stanie wolnym (Broderson et al. 1977).

Jedna z wazniejszych przemian biochemicznych, ktéra wywoluje szereg zmian
konformacyjnych w strukturze 11- i lll-rzgdowej albuminy surowicy krwi, a tym samym wptywa na
pelione przez nig funkcje fizjologiczne, jest glikacja (reakcja Maillarda) (Rondeau i Bourdon 2011).
Fizjologicznie proces ten zachodzi z nieduzym natg¢zeniem, zwigkszajac intensywnos$¢ podczas
stanow hiperglikemii oraz w przebiegu stanéw zapalnych w nastgpstwie zwigkszonego stresu
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oksydacyjnego. Glikacja zachodzi w warunkach in vivo, in vitro i podczas przetwarzania zywoS$ci
(Zuwata-Jagietto 2009). W uktadach biologicznych proces glikacji obejmuje fazg poczatkowa, etap
posredni oraz stadium pozne (koncowe), podczas ktorego powstaja stabilne, koncowe produkty
zaawansowane] glikacji (ang. Advanced Glycation-End Products, AGEs) (Nawale et al. 2006).
W stanach patologicznych m.in. w cukrzycy, wickszo§¢ AGEs pozostaje w organizmie i ulega
akumulacji biorgc udzial w etiopatogenezie miazdzycy, powiktan cukrzycowych, amyloidozy,
choroby Alzheimera, B> mikroglobulinemii, katarakty, reumatoidalnego zapalenia stawow, marskosci
watroby, mocznicy, zwldknienia ptuc oraz przedwczesnego starzenia si¢ organizmu (Ahmed
i Thornalley 2007; Zhang et al. 2009).

Na Rys.1 przedstawiono specyficzne miejsca wigzania ligandow w strukturze ludzkiej
albuminy surowicy krwi (tj. I i Il miejsce wedtug Sudlowa) z rozmieszczeniem gtownych miejsc glikacji
in vivo HSA — reszt lizynylowych (Szkudlarek et al. 2019).

Lys-525 Lys-199

Lys-12
II miejsce wigzania
wg Sudlowa Lys-286
(subdomena ITIA)

I miejsce wigzania
wg Sudlowa
(subdomena ITA)

Lys38 = G & B e Ly

Y )« Lys317
Rys.1 Miejsca glikacji in vivo w strukturze HSA dla reszt lizyny (Lys).

Celem przedstawionej pracy byto zbadanie powinowactwa acetoheksamidu (AH) —
wybranego leku hipoglikemizujacego, pochodnej sulfonylomocznika | generacji — do glikowanej
ludzkiej albuminy surowicy krwi glukoza, fruktozg i galaktoza (QHSAcLc, gHSArrc, gHSAGAL)
metoda wygaszania fluorescencji. Porownano takze teoretyczny model wiagzania AH do albuminy
natywnej (HSA), skompleksowanej z glukoza (GLC-HSA) i fruktoza (FRC-HSA), otrzymany na
podstawie komputerowego dokowania molekularnego z wynikami otrzymanymi do$wiadczalnie.
Ocena wlasciwos$ci wigzacych glikowanej albuminy moze pomdc w planowaniu terapii pacjentow
cierpiagcych na cukrzyce i jej powiklania oraz pacjentow w podesztym wieku.

2. Material i metody

W badaniu uzyto: albuming surowicy krwi ludzkiej nasyconej kwasami ttuszczowymi (HSA)
frakcja V (MP Biomedicals™ Inc, LLC, Francja ), acetoheksamid (AH) (Sigma-Aldrich Chemistry,
Chiny), D(+)-glukoze (GLC), D(-)-fruktoze (FRC), D(+)-galaktoze (GAL), Tris
(hydroksymetylo)aminometan (TRIS), kwas solny (chlorowodorowy) (0.1 mol/dm?3, HCI) (POCH
S.A., Polska), azydek sodu (Sigma-Aldrich Chemistry, Niemcy), metanol do badan
spektroskopowych (Merck KGaA, Niemcy).

Glikowang ludzka albumine surowicy krwi (gHSAgLc, gHSArrc, gHSAGAL) Otrzymano po
21 dniach inkubacji (t = 37°C) HSA odpowiednio z glukoza (GLC), fruktoza (FRC) i galaktoza
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(GAL). Pomiary fluorescencyjne przeprowadzono spektrofluorymetrem JASCO FP-6500. Analize
oddzialywania AH z niemodyfikowana (HSA) i glikowana (gHSAcLc, gHSArrc, gHSAGAL) albuming
przeprowadzono technikg wygaszania fluorescencji makroczasteczki. Ze wzgledu na wystgpowanie
efektu wewnetrznego filtra (inner filter effect) rejestrowang fluorescencje HSA, gHSAGLc, gHSArrc,
gHSAGAL, bez i w obecnosci AH korygowano za pomoca wzoru przedstawionego przez Lakowicza
(Lakowicz 2006). Pomiary absorpcyjne wykonano na spektrofotometrze dwuwigzkowym firmy
JASCO (model V-760).

Na podstawie wyznaczonych intensywnosci fluorescencji uktadu acetoheksamid-albumina
wykreslono krzywe wygaszania fluorescencji HSA, gHSAGic, gHSArrc | gHSAGaL przez AH.
Przebieg krzywych Sterna-Volmera (zalezno$¢ Fo/F od st¢zenia leku) pozwolit wnioskowaé
0 mechanizmie wygaszania fluorescencji fluoroforéw HSA przez badany lek (Grigoryan i Ghazaryan
2013). Ze zmodyfikowanej zaleznosci Sterna-Volmera (Fo/AF = f(1/[Can])) wyznaczono statg Sterna-
Volmera Ksy w ukladzie AH-HSA, AH-gHSAGLc, AH-gHSAFRc, AH-gHSAGAL i utamek
maksymalnej fluorescencji biatka dostepnej dla wygaszacza (fa) (Eftink i Ghiron 1981). W analizie
iloSciowej powinowactwa acetoheksamidu do ludzkiej albuminy surowicy krwi zastosowano
réwnanie Scatcharda (r/[L¢] = f(r)) (Hiratsuka 1990) i izotermy wigzania (r = f(Ly)) (Taira i Terada
1985), za pomoca ktoérych wyznaczono stale asocjacji Kaoraz liczbe czasteczek leku wigzacych sie
Z jedna czasteczka albuminy w stanie rownowagi (n).

Dla wskazania potencjalnego miejsca wigzania acetoheksamidu oraz powinowactwa
wigzania (ang. binding affinity) AH do natywnej (HSA), skompleksowanej z glukoza (GLC-HSA)
i fruktozg (FRC-HSA) ludzkiej albuminy surowicy krwi przeprowadzono symulacj¢ dokowania
molekularnego za pomoca programu CLC Drug Discovery Workbench ver. 1.0.2. [Nr licencji: CLC-
LICENSE-51JT8-DXYBY-2A3EW-ED80P-DGW80]. W symulacji komputerowej wykorzystano
ustalong krystalograficznie struktur¢ albuminy HSA, (GLC-HSA) i (FRC-HSA) pobrang z bazy
danych struktur biatkowych PDB (ang. Protein Data Bank). Struktury biatek wczytano do programu
CLC Drug Discovery Workbench ver. 1.0.2 za pomoca kodu PDB ID: 4K2C (dla HSA), 4IW2 (dla
GLC-HSA), 41W1 (dla FRC-HSA), a nastgpnie rozpoczeto procedure dokowania molekularnego AH
do czasteczek makromolekut. Jako wynik dokowania otrzymano wartosci liczbowe energii wigzania
przyporzadkowane kompleksom lek-albumina.

3. Woyniki i dyskusja

Na podstawie emisyjnych widm fluorescencyjnych niemodyfikowanej (HSA) i glikowanej
(gHSAGLc, gHSArrc, gHSAGaL) albuminy wykre§lono krzywe wygaszania fluorescencji
makroczgsteczek (zalezno$¢ F/Fo = f([AH]:[HSA])) o stezeniu 5 x 10° mol/dm® w obecnosci
acetoheksamidu (AH) o wzrastajacym stezeniu, dla obu stosowanych w do§wiadczeniu dlugosci fali
wzbudzajacej Aex 275 NM (RyS.2a) i Aex 295 nm (Rys.2b).
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Rys.2 Krzywe wygaszania fluorescencji HSA (#), gHSAcic (¢), gHSArrc (¢), gHSAGaL (¢)
o stezeniu 5 x 10 mol/dm?3w obecnosci AH o stezeniach 5 x 10 mol/dm?+ 4 x 105 mol/dm3, a) hex
275 nm, b) Aex 295 nm.
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Glikacja ludzkiej albuminy surowicy krwi wplywa na zdolno$é wygaszania fluorescenciji
HSA przez acetoheksamid. Dla biatka modyfikowanego (gHSAgLc, gHSArrc, gHSAGAL) nastepuje
silniejsze wygaszenie fluorescencji niz dla HSA niemodyfikowanej (Rys.2). Silniejsze wygaszanie
fluorescencji gHSAGLc, gHSArre, gHSAGAL $wiadczy o wigkszej zdolnosci przejmowania energii
przez AH od wzbudzonych fluoroforéw albuminy glikowanej niz HSA niemodyfikowanej, co ma
zwigzek ze zmniejszeniem odleglosci migdzy fluoroforem i lekiem wskutek zmian strukturalnych
albuminy.

Tab.l. Potozenie maksiméw emisji fluorescencji Amax oraz ich przesuniecia Akmax dla uktadu AH-
HSA, AH-gHSAGLc, AH-gHSARRc, AH-gHSAGAL, Aex 275 nm 1 dex 295 NM.

AH-HSA | AH-HSAcic AH-gHSAmc | AH-gHSAca
Pex 2750M | hex 2950nm | hex 2750M | Aex 295nm | Aex 275nmM | Aex 295nm | Aex 275nm | Aex 295nm
Jmax [nm] 328+321 | 336+333 | 327318 | 336+333 | 326316 | 336+333 | 329+316 | 336+333
Ahmax -7 nm -3nm -9 nm -3nm - 10 nm -3 nm - 13 nm -3nm

(-) oznacza przesunigcie krotkofalowe pasma

We wszystkich badanych uktadach AH-HSA, AH-gHSAGLc, AH-gHSAfrc | AH-gHSAcaL
W miare wzrostu stezenia leku nastapito przesunigcie pasma emisji fluorescencji (Almax) W kierunku
krotkofalowym wzgledem maksimum emisji fluorescencji niezwigzanej albuminy. Przesunigcie
hipsochromowe wigksze po wzbudzeniu fluorescencji albuminy dlugoscia fali Aex 275 nm niz
dlugoscia Aex 295 nm oznacza, ze nie tylko wokot Trp-214, ale rowniez wokoét reszt tyrozylowych
rozmieszczonych w subdomenie 1A (Tyr-263), IB (Tyr-138, Tyr-140, Tyr-148, Tyr-150, Tyr-161),
1B (Tyr-319, Tyr-332, Tyr-334, Tyr-341, Tyr-353, Tyr-370) oraz I11A (Tyr-401, Tyr-411, Tyr-452,
Tyr-497) otoczenie staje si¢ mniej polarne. Silniejsze przesuniecie Almax W kierunku ,,blue”
powodowane rosngcym stezeniem leku w uktadzie AH-albumina o 2 nm dla gHSAgLc, 3 nm dla
gHSArrc | 6 nm dla gHSAGaL, w porownaniu do niemodyfikowanej HSA (Akmax = -7 nm) (Tab.1)
$wiadczy¢ moze o wzroscie charakteru hydrofobowego otoczenia reszty tryptofanylowej i/lub reszt
tyrozylowych albuminy po glikacji.

Ujemne odchylenie krzywych Sterna-Volmera od prostoliniowej zaleznosci Fo/F = f[Can]
dla AH-HSA, AH-gHSAGLc, AH-gHSAfrc i AH-gHSAGAL (danych nie pokazano), wskazuje na
ztozony mechanizm wygaszania fluorescencji niemodyfikowanej i1 glikowanej HSA przez
acetoheksamid, w ktorym obok wygaszania kolizyjnego, wystepuje rowniez wygaszanie statyczne
(formowanie si¢ trwatego kompleksu lek-albumina w stanie podstawowym). Zgodnie z teoria Eftinka
i Ghirona $wiadczy to o zajmowaniu przez AH w pierwszej kolejnosci tatwo dostgpnych miejsc
wigzania, a dopiero po ich nasyceniu pozostatych miejsc w makroczasteczce (Eftink i Ghiron 1981;
Grigoryan i Ghazaryan 2013).

Tab.2 Wartoéci Ksy [dm3mol™] oraz dostepnos¢ fluoroforow (fs) dla uktadu AH-HSA, AH-gHSAG.c,
AH-gHSAFRC i AH-gHSAGAL, kex 275 nmi xex 295 nm.

AH-HSA AH-gHSAcLc AH-gHS Arrc AH-gHSAgaL
Rex 275nmM | Aex 295nm | Rex 275nm | Aex 295nm | Aex 275nm | Aex 295nm | Aex 275nm | Aex 295nm
Ksvx 10* 10.89 7.38 6.01 4.78 8.24 5.59 9.31 6.68
+SE® +0.27 +0.16 +0.10 +0.06 +0.05 +0.04 +0.06 +0.05
[dm*mol']
fa 0.41 0.55 0.52 0.70 0.58 0.81 0.62 0.81
+ SE" +0.01 +0.01 +0.01 +0.01 +0.01 +0.01 +0.01 +0.01

") niepewno$¢ pomiarowa
Wigksze wartoéci statej Sterna-Volmera Ksy otrzymane dla kompleksu AH-HSA

W poroéwnaniu ze statymi Ksyv otrzymanymi dla AH-gHSAcLc, AH-gHSArc | AH-gHSAGAL (Tab.2)
wskazuja o lokowaniu si¢ czgsteczek acetoheksamidu blizej fluoroforéw niemodyfikowanej
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albuminy niz fluoroforéw albuminy glikowanej. Wzbudzajac fluorescencije albuminy dtugo$cia fali
dex 275 nm zaobserwowano emisj¢ promieniowania pochodzacego nie tylko od reszty tryptofanu, ale
réwniez od reszt tyrozylowych. Gdy fluorescencj¢ biatek wzbudzano falg o dtugosci Aex 275 nm,
otrzymano wigksze wartosci statych Ksy dla wszystkich analizowanych uktadow, niz po wzbudzeniu
promieniowaniem Aex 295 nm. Swiadczy to o udziale reszt tyrozylowych niemodyfikowanej i
glikowanej HSA w oddzialywaniu acetoheksamid-albumina. Subdomena 1A ludzkiej albuminy
surowicy krwi zawiera tylko jedng reszte tryptofanylowa (Trp-214) i tyrozylowa (Tyr-263), co
wskazywaloby, iz w wiagzaniu acetoheksamidu do albuminy biora udziat réwniez inne subdomeny
struktury I1l-rzedowej biatka bogate w reszty Tyr (subdomena IB, IIB i I1IA). Joseph i wsp. dowiedli
za pomoca techniki wysokosprawnej chromatografii powinowactwa (HPAC), ze acetoheksamid
wigze si¢ do glikowanej ludzkiej albuminy surowicy krwi zarowno w | (subdomena I1A), jak i Il
(subdomena IITA) miejscu wigzania ligandow wedtug Sudlowa (Joseph et al. 2010). Jako, ze warto$ci
stalej Ksv i frakcji fa sa odwrotnie proporcjonalne, zmniejszeniu Ksy towarzyszy wzrost fa.
Zaobserwowano, ze glikacja zmniejsza site oddziatywania AH 2z fluoroforami albuminy
i rownoczes$nie zwicksza dostepnos¢ (fa) AH do reszty tryptofanylowej i reszt tyrozylowych HSA
(Tab.2).

Skoro AH wysyca miejsca wiagzania niemodyfikowanej i glikowanej HSA, korzystajac z
réwnania Scatcharda i izoterm wigzania wyznaczono stale asocjacji K, ktore okreslajg stabilnos¢
utworzonego kompleksu ligand-biatko (Tab.3).

Tab.3 Stata asocjacji K, oraz liczba czasteczek AH zwigzanych z jedna czasteczka albuminy (n),
wyznaczone z zaleznosci Scatcharda (uktad AH-gHSAGLc, AH-gHSArre, AH-gHSAGAL) i izoterm
wigzania (uktad AH-HSA), Aex 275 nm 1 hex 295 nm.

AH-HSA AH-gHSAGLc AH-gHSAFRc AH-gHSAGAL
Aex 275nm | Aex 295nm | Aex 2750mM | Aex 2950m | Aex 275nm | A 295nm | Aex 2750m | Aeg 295nm
Karx 10* 41.26 18.81 8.67 6.23 12.84 7.78 15.24 9.76
+SE” +10.64 +5.33 +0.24 +0.25 +0.35 +0.19 +0.30 +0.25
[dm’mol ]
n 0.55 0.61 0.92 0.94 0.93 0.93 0.91 0.93
+ SE" +0.09 +0.14 +0.01 +0.02 +0.01 +0.01 +0.01 +0.01

*) . . x .
) niepewnosc pomiarowa

Model Scatcharda wigzania liganda do czasteczki bialka zaklada skonczong liczbg miejsc
wigzacych dla liganda, wowczas zalezno$¢ Scatcharda (r/[Ls] = f(r)) ma przebieg prostoliniowy
i przecina o$ odcietych uktadu wspotrzednych (o$ r). Liniowy przebieg zaleznosci r/[Ls] = f(r) dla
uktadu AH-gHSAGLc, AH-gHSArrc | AH-gHSAGAL Wskazuje istnienie jednej klasy rownocennych,
niezaleznych miejsc wigzania acetoheksamidu w strukturze albuminy (lub jednego miejsca wigzania)
charakteryzujacych sie jednakowa statg asocjacji Ka. Z kolei dla uktadu AH-HSA zaobserwowano
ksztatltem zblizona do hiperboli nieliniowa zalezno$¢ Scatcharda. Zjawisko to moze wynikaé
z istnienia wigcej niz jednej klasy miejsc wiazacych ligand w HSA (wiazanie heterogeniczne),
niespecyficznego charakteru wigzania AH z makromolekutg Iub negatywnej kooperatywnosci. Po
zalozeniu istnienia dwoch klas rownocennych, niezaleznych miejsc wigzania, parametry wigzania dla
kompleksu AH-HSA wyznaczono metoda nieliniowej regresji w oparciu o algorytm Levenberga-
Marquardta. W pierwszej klasie miejsc wigzania, stale asocjacji Ka wyznaczone dla kompleksu
acetoheksamidu z biatkiem glikowanym sg mniejsze niz dla kompleksu acetoheksamidu z albuming
niemodyfikowang (HSA > gHSAgaL > gHSArrc > gHSAGLc) (Tab.3). Zarejestrowana $rednia liczba
czasteczek AH zwiazana z jedna czasteczkg albuminy glikowanej (n) jest wicksza od wartosci n
uzyskanej dla HSA niemodyfikowanej, co oznacza, ze glikacja HSA zmniejsza trwatos¢ (stabilnosc)
wigzania leku przez albuming, ale jednocze$nie zwicksza liczbe czasteczek AH wigzacg si¢ do jednej
czasteczki biatka. Do podobnych wnioskow doszli Tsuchiya, Koyama i wsp., gdzie wykorzystujac
odpowiednio filtracj¢ zZelowa i technik¢ wygaszania fluorescencji wykazali zmniejszenie
powinowactwa acetoheksamidu do albuminy glikowanej (Tsuchiya, Sakurai et al. 1984; Koyama et
al. 1997).
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Acetoheksamid tworzy wigzania wodorowe w obrebie subdomeny IB, IIA, A (Rys.3)
makroczasteczki z nastepujacymi resztami aminokwasow: Asn-405, Arg-117, Arg-218, Arg-521,
Tyr-138, Tyr-161, Tyr-401, Lys-195, Lys-199, Lys-525, Lys-402, Asp-351, Asp-549 oraz Cys-448,
jak wskazuje teoretyczny model wigzania acetoheksamid do albuminy natywnej (HSA),
skompleksowanej z glukozg (GLC-HSA) i fruktoza (FRC-HSA). Poniewaz energia wigzania
kompleksu AH-albumina jest najwicksza stwierdza sie, ze subdomena IIB makroczasteczek nie
wykazuje wlasciwosci wigzacych AH, co moze takze oznaczac, ze kompleks jest najmniej stabilny

(Tab.4).
)

Energia kompleksu AH-HSA
-34.79 [a.u.]

b)

o~

Asn-405

Energia kompleksu AH-(GLC-HSA)
-38.31 [a.u.]

AH-(FRC-HSA)

Energia kompleksu AH-(FRC-HSA4)
-32.68 [a.u.]

Rys.3 Acetoheksamid (AH) w miejscu iqzania subdomeny IHA‘ albuminy surowicy krwi
a) HSA, b) GLC-HSA, c) FRC-HSA, z zaznaczonymi wigzaniami wodorowymi (----) i resztami
aminokwasow bioracych udziat w oddziatywaniu.

Struktura acetoheksamidu oraz rzad wielkoS$ci statej asocjacji Ka, ktora charakteryzuje site
wigzania leku do czgsteczki albuminy moze $wiadczyé, ze pomigdzy pierScieniami aromatycznymi
AH, a aromatycznymi grupami aminokwasowymi niemodyfikowanej i glikowanej HSA dochodzi do
interakcji typu n-n. Babu stwierdzit, ze oddziatywania tego typu polegaja na tworzeniu tzw. struktur
kanapkowych (struktura typu ,,sandwich”) miedzy pierScieniami tryptofanu lub/i tyrozyn a lekiem
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(Babu 2003). Oprocz wigzah wodorowych stabilizujacych strukture III-rzedowa HSA, to

oddzialywania m-m wspomagaja utrzymywanie konformacji nowopowstalego kompleksu lek-
albumina.

Tab.4 Energia wigzania kompleksu AH-HSA, AH-(GLC-HSA), AH-(FRC-HSA) otrzymana w CLC
Drug Discovery Workbench ver. 1.0.2.

NAZWA Wartos¢ energetyczna kompleksu ligand-biatko
SUBDOMENY [au]
makromolekuly —
i AH-HSA AH-(GLC-HSA) | AH-(FRC-HSA)

IB -51.34 -46.74 -543

1IB 104.35 -6.37 48.85

ITA -19.36 -57.26 -53.82

IITA -34.79 -38.31 -32.68

4. Wnhnioski

a) Acetoheksamid (AH) w badanym zakresie stezen tworzy kompleks zarowno z albuming
niemodyfikowang (HSA), jak i glikowana (QHSAGLc, gHSArrc, gHSAGAL) W specyficznych
dla niego miejscach wiazacych oraz niespecyficznie oddzialuje z hydrofobowymi
fragmentami powierzchni makroczasteczek.

b) Glikacja zmniejsza powinowactwo AH do jego miejsc wigzania w strukturze albuminy, badz
tak zmienia strukture HSA, ze wigzanie AH do zmienionej konformacji albuminy staje si¢
trudniejsze.

c) Jak wskazuje teoretyczny model wigzania acetoheksamidu do albuminy natywnej (HSA),
skompleksowanej z glukozg (GLC-HSA) i fruktoza (FRC-HSA), acetoheksamid tworzy
wigzania wodorowe w obrebie subdomeny IB, 1IA, IIIA makroczasteczki. Aminokwasy
subdomeny IIB nie biorg udziatu w tworzenie kompleksu AH-HSA, AH-(GLC-HSA) i AH-
(FRC-HSA).

Badania przeprowadzone w niniejszej pracy sugeruja potrzebe opracowania indywidualnego
planu dawkowania lekow (zwlaszcza o niskim wskazniku terapeutycznym) u osob, u ktorych istnieje
podejrzenie wystepowania albuminy o zaburzonej strukturze i zdolno$ci wigzacej, obarczonych
schorzeniami przewlektymi np. cukrzyca. Poniewaz lek w formie zwigzanej do albuminy nie
wykazuje aktywnosci farmakologicznej, a jedynie frakcja wolna moze wywotaé oczekiwany efekt
terapeutyczny badz toksyczny, znajomo$¢ aktywno$ci wigzacej biatek pozwoli uzyskaé
satysfakcjonujace rezultaty wybranej terapii.

Praca zrealizowana ze $rodkéw finansowych umowy realizowanej przez Miodego Naukowca nr:
KNW-2-018/N/8/N i KNW-2-014/N/9/K oraz umowy statutowej KNW-1-033/N/9/O.
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