NAUKOWA
FUNDACJA
POLPHARMY

)

POLSKIE] MEDYCYNY

POSTEPY
I FARMACGII

Tom 6 / 2019 POSTEPY POLSKIE] MEDYCYNY I FARMACII






POSTEPY POLSKIE] MEDYCYNY
[ FARMAC]I

ADVANCES IN POLISH MEDICINE
AND PHARMACOLOGICAL SCIENCES

Tom 6,2019

NAUKOWA
@/ FUNDACA
POLPHARMY

WARSZAWA 2019



WERSJA ON-LINE CZASOPISMA NAUKOWEGO
NAUKOWE] FUNDAC]JI POLPHARMY

NAUKOWA
v FUNDACJA
POLPHARMY

Szanowni Panstwo, drodzy czytelnicy

z przyjemnoscia informujemy, ze wszystkie publikacje czasopisma naukowego ,POTEPY POLSKIE]
MEDYCYNY I FARMAC]IL. ZESZYTY NAUKOWE] FUNDAC]JI POLPHARMY” (ISSN: 2082-
8470) sa dostepne on-line na specjalnie przygotowanym portalu czasopisma, zgodnie z miedzynaro-
dowymi standardami.

Wersja on-line jest dostepna pod adresem:
WWW.POSTEPYPOLSKIEJMEDYCYNYIFARMAC]JI.ONLINE

INDEX ({5 COPERNICUS e
G i

NA STRONIE DOSTEPNE SA:

v WSZYSTKIE PUBLIKACJE, PELNE ARCHIWUM OD PIERWSZEGO WYDANIA Z PELNYMI TEKSTAMI
W FORMACIE PDF DO POBRANIA;

v WSZYSTKIE INFORMACJE O RADZIE NAUKOWE] ORAZ REDAKCJI CZASOPISMA;

v NIEZBEDNE INFORMACJE DLA AUTOROW, ZAINTERESOWANYCH PUBLIKACJA W KOLEJNYCH
WYDANIACH.

Biezace wydanie
AKTUALNIE

NA STRONIE
OPUBLIKOWANE JEST
BIEZACE WYDANIE:
TOM 6/2019

2019, Tom 6
© 2019-05-08

2017, Tom 5
©2017-06-26 i 6

2019, Nr, Tom &

2016, Tom 4 ©2019-05-08 W
©2016-06-24 & 7
=

Nastepny 2019 2017 2016 2013 2012 2011

2013, Tom 3
.| 020130624k 8

ZACHECAMY PANSTWA DO KORZYSTANIA Z ELEKTRONICZNYCH WERS]JI CZASOPISMA FUNDAC]I!

Z wyrazami szacunku

Redakcja czasopisma naukowego
Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji.
Zeszyty Naukowej Fundacji Polpharmy



POSTEPY POLSKIE] MEDYCYNY I FARMACI]I

ADVANCES IN POLISH MEDICINE AND PHARMACOLOGICAL SCIENCES

Editor-in-Chief, Chairman of the Editorial Board ¢ Redaktor Naczelny, Przewodniczacy Rady Naukowej PPMiF
prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Associate Editor ¢ Kolegium redakcyjne

Bozenna Platos, Naukowa Fundacja Polpharmy, Warszawa

Chairman of the Scientific Council * Przewodniczacy Rady Naukowej Naukowej Fundacji Polpharmy

prof. dr hab. Kazimierz Roszkowski-Sliz, Instytut Gruzlicy i Choréb Pluc, Warszawa

Editorial Board « Rada Naukowa

prof. dr hab. Edward Franek

prof. dr hab. Zbigniew Gaciong

prof. dr hab. Piotr Kuna

prof. dr hab. Grzegorz Opolski

prof. dr hab. Adam Plaznik

prof. dr hab. Jaroslaw Reguta

prof. dr hab. Kazimierz Roszkowski-Sliz
prof. dr hab. Janina Stepinska

prof. dr hab. Jerzy Szaflik

prof. dr hab. Mirostaw Wielgos

Honourable Editorial Board « Honorowa Rada Naukowa

prof. dr hab. Waldemar Banasiak
prof. dr hab. Stefan Chlopicki
prof. dr hab. Grzegorz Grynkiewicz
prof. dr hab. Marek Jarema

|prof. dr hab. Roman Kaliszan |
prof. dr hab. Roman Lorenc

prof. dr hab. Edmund Przegalinski
prof. dr hab. Jacek Rozniecki

prof. dr hab. Jacek Sptawinski
prof. dr hab. Cezary Szczylik

prof. dr hab. Marian Zembala

Editorial office * Redakcja

Assistant Editor « Redaktor Prowadzacy
Pawet Stypulkowski
pawel.stypulkowski@indexcopernicus.com

Associate Editor * Kolegium Redakcyjne
Bozenna Platos
bozenna.platos@polpharma.com

Publisher « Wydawca

INDEX (\@‘ COPERNICUS

I NT E R N A T I O N A L

Index Copernicus sp. z 0.0.
ul. Kasprzaka 31A/184 « 01-234 Warszawa

e-mail: office@indexcopernicus.com
www.indexcopernicus.com

Published for « Wydawane dla

NAUKOWA

v FUNDAC)A

POLPHARMY

President « Prezes Zarzadu
dr Wojciech Kuzmierkiewicz

Vice-president « Wiceprezes Zarzadu

Agata Lapinska

Board Member « Cztonek Zarzadu

dr Beata Kamosinska

Naukowa Fundacja Polpharmy
ul. Bobrowiecka 6 « 00-728 Warszawa

tel.: 22 364 63 13 « e-mail: fundacja@polpharma.com

www.polpharma.pl/fundacja

ISSN 1234-5678 rocznik

Indeksowane w: Index Copernicus Journals Master List

500 egz.

) © Naukowa Fundacja Polpharmy. Wszystkie prawa zastrzezone.
Zadna cze$¢ tej publikacji nie moze by¢ przedrukowywana, kopiowana, powielana

ani udostepniana zaréwno w formie papierowej, jak i elektronicznej bez uprzedniej pisemnej zgody Fundacji.






??

??

??

4

??

??

??

??

??

POSTEPY POLSKIE] MEDYCYNY I FARMACI]I

ADVANCES IN POLISH MEDICINE AND PHARMACOLOGICAL SCIENCES

2019 « Tom 6

Spis tresci * Table of contents

Stowo wstepne
Editorial
Zbigniew Gaciong

Analogi morficeptyny jako potencjalne leki o dzialaniu przeciwbélowym i
przeciwbiegunkowym

Morphiceptin analogs as potential analgesic and anti-diarrheal agents properties
Katarzyna Gach-Janczak, Anna Janecka

Znaczenie stresu oksydacyjnego w immunoterapii nowotworéw z wykorzystaniem
komoérek NK

The role of oxidative stress in NK-cell based cancer immunotherapy

Marta Klopotowska, Magdalena Winiarska

Naturalne terpeny jako substancje o wielokierunkowej aktywnosci biologicznej
Natural terpenes as substances with multidirectional biological activities
Karolina A. Wojtunik-Kulesza, Monika Waksmundzka-Hajnos

Stezenie irisiny a zaburzenia czynnosci tarczycy — nowosci w endokrynologii
Irisin and thyroid dysfunction — news in endocrinology
Ariadna Zybek-Kocik, Marek Ruchata

Nowe czynniki bialkowo-lipidowe w patomechanizmie preeklampsji fagodne;j
Novel protein-lipid factors in the pathomechanism of mild preeclampsia
Karol Charkiewicz

Cyklodekstryny jako wielofunkcyjne substancje pomocnicze
Cyclodextrins as multifunctional excipients
Magdalena Paczkowska, Judyta Cielecka-Piontek

Potencjal terapeutyczny ceragenin oraz nanosystemow zawierajacych substancje
aktywne blonowo w terapii chor6b nowotworowych

Therapeutic potential of ceragenins and nanosystems containing membrane active
compounds in the anti-cancer therapies

Ewelina Piktel, Robert Bucki

Znaczenie wspolzaleznosci FGFR2 - RSK2 w progresji raka piersi. Badania in vitro
oraz analizy materialu klinicznego

Significance of FGFR2 - RSK2 interdependence for breast cancer progression. In vitro
studies and clinical material analyses

Dominika Czapliniska



Szanowni Panstwo!

Trafia do Panistwa kolejny numer Postepow Polskiej Medycy-
ny i Farmacji, ktéry zawiera publikacje powstale w wyniku re-
alizacji projektéw naukowych finansowanych przez Naukowa
Fundacje Polpharmy.

W 2006 r. Fundacja utworzyla program stypendialny adreso-
wany do najzdolniejszych doktorantéw, ktérzy wylaniani sa w
drodze konkursu organizowanego raz na dwa lata. Laureatka VI
edycji w roku 2015/16 jest dr n med. Ewelina Piktel, ktéra uczest-
niczy w badaniach nad cerageninami — pochodnymi soli zétcio-
wych, ktére dotychczas uwazano czasteczki o potencjalnym
dzialaniu przeciwbakteryjnym i antywirusowym. Badania ze-
spolu, ktérego cztonkiem jest Laureatka wskazuja, ze nanocza-
steczki bedace no$nikami ceragenin moga takze znalez¢ zasto-
sowanie w terapii nowotworéw. Autorzy pracy zamieszczonej w
postepach podsumowuja wiedze nad potencjalnym zastosowa-
niem tych zwigzkéw w terapii nowotwordéw cytujac takze wlasne
prace na liniach komoérek raka jelita grubego i piersi.

W obecnym wydaniu Zeszytéw znalazlo sie kilka prac, kt6-
rych autorami sg laureacii V Edycji programu dla doktoran-
téw. Wérdd nagrodzonych jest Marta Klopotowska, ktéra
bierze udzial w pracach zespotu zajmujacego sie immunote-
rapia nowotwordéw. Ostatnie lata to ogromny postep w on-
kologii zwigzany z terapia celowana na okreslone mutacje i
wykorzystaniem wtasnego ukladu odpornosciowego pacjen-
ta do walki z komdrkami nowotworowymi. W klinice s3 juz
stosowane wlasne komoérki cytotoksyczne chorego uzbrojone
w receptory nakierowane na antygeny nowotworu. Zespét dr
hab. n med. Magdaleny Winiarskiej pracuje nad sposobami
zwigkszenia skutecznosci terapii poprzez poznanie czynni-
kéw zwigzanych z mikrosrodowiskiem guza, ktére powoduja
odpornos¢ na atak immunologiczny. Badania dr Klopotow-

Stowo wstepne

Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong

Przewodniczgcy Rady Naukowej
Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji,
Redaktor Naczelny

skiej dowodzg, ze istotnym celem dla przysztych terapii moze
by¢ redukcja stresu oksydacyjnego w tkance guza.

Praca doktorska Karoliny Wojtunik-Kuleszy wiaze sie z po-
szukiwan zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu lecz-
niczym wérdd terpenéw (izoprenoidéw) pochodzenia ro-
$linnego. W $wiecie roslin terpeny, bedace miedzy innymi
skladnikami zywicy, pelnia role substancji przyciagajacej lub
odstraszajacej owady. Substancje zawarte w olejkach eterycz-
nych badane przez doktorantke posiadaja zdolno$¢ hamowa-
nia wybranych enzymow, takich jak acetylocholinoesteraza
(AChE) czy a-glukozydaza co daje podstawy do dalszych ba-
dan prowadzgcych do ich zastosowania w tak czestych scho-
rzeniach jak choroba Alzheimera czy cukrzyca.

W grupie wyréznionych w V edycji doktorantéw znalazta sie
takze Ariadna Zybek-Kocik, ktéra zajmuje si¢ badaniami nad
irising, nowo odkrytym peptydem, wydzielanym przez pra-
cujace migsnie. Uzyskane w trakcie realizacji projektu wyniki
dowodzg, ze niedoczynno$¢ tarczycy wiaze si¢ z obnizeniem
stezenia irisiny co moze ttumaczy¢ wystepowanie miopatii w
tej chorobie. Dr Zybek-Kocik jest pierwszym autorem orygi-
nalnej publikacji zawierajacej wyniki powstate w trakcie prze-
wodu doktorskiego, ktéra ukazala si¢ w prestizowym pismie
Clinical Endocrinology.

Z kolei tematyka przewodu doktorskiego Magdaleny Pacz-
kowskiej dotyczy cyklodekstryn, wielocukréw o budowie
cyklicznej, zwykle uzyskiwanych na drodze hydrolizy skro-
bi. Zwiazki te sa powszechnie uzywane w przemysle spozyw-
czym ale moga takze by¢ no$nikami wielu lekéw zwigkszajac
ich trwalo$¢ oraz biodostepnos¢. W wyniku badan Dokto-
rantki opracowano metody umieszczanie w czasteczce be-




ta-cyklodekstryny kilku powszechnie stosowanych lekéw, w
tym preparatéw antybakteryjnych, co daje nadzieje na zwiek-
szenie ich skutecznosci.

Kolejny laureat — Karol Charkiewicz, w swoim przewodzie
doktorskim zajmuje si¢ czynnikami zwigzanymi z patome-
chanizmem preeklampsji — groznego powiklania, ktére wy-
stepuje w 3-5% ciaz. Publikacja zamieszczona w Zeszytach
zawiera wyniki badan, ktére ukazaly sie w renomowanych pi-
smach Cytokine i PLoS One. Autorzy wymienionych publika-
cji wskazuja, ze w rozwoju preeklampsji moga mie¢ znaczenie
niektdre bialka angiogenne i czynniki lipidowe.

Réwniez Dominika Czapliriska nalezy do grona doktorantéw
— laureatéw V edycji konkursu Fundacji. Zesp6t, w ktérego
pracach bierze udzial Autorka zajmuje sig rola kinaz z rodzi-
ny RSK w powstaniu i progresji raka piersi. Przedstawione
wyniki, zaréwno badan doswiadczalnych, jak i obserwacji kli-
nicznych, wskazuja, ze aktywacja szlaku tych kinaz wigze sie
zaréwno z rozwojem nowotworu, jak niekorzystnym rokowa-
niem. Daje to podstawe do poszukiwania nowych metod tera-
pii nakierowanych na ten mechanizm.

Zapraszam do lektury
Prof. dr hab. n. med. Zbigniew Gaciong
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Naukowa Fundacja Polpharmy przyznata w 2014 roku zespolowi pracujacemu
pod kierunkiem dr n. med. Katarzyny Gach-Janczak grant na realizacje projek-
tu badawczego pt. ,Badanie wlasciwosci farmakologicznych analogéw pepty-
déw opioidowych jako nowych potencjalnych lekéw o dzialaniu przeciwbdlo-
wym i przeciwbiegunkowym”.

Streszczenie

Morficeptyna (Tyr-Pro-Phe-Pro-NH,) — peptyd opioidowy, powstajacy
w wyniku enzymatycznej degradacji biatka mleka -kazeiny, jest selektyw-
nym ligandem receptoréw p-opioidowych. Receptory te odgrywaja bardzo
wazna role w znoszeniu béluy, a takze w regulacji czynnosci wielu uktadéw,
miedzy innymi przewodu pokarmowego. Ze wzgledu na szybka degradacje
przez enzymy proteolityczne, jak i niska biodostepnos¢, morficeptyna nie
moze by¢ stosowana jako lek.

Celem projektu byla synteza i ocena profilu farmakologicznego nowych
analogéw morficeptyny, w poszukiwaniu zwiazkéw o silnym dziataniu
przeciwbolowym i przeciwbiegunkowym, ktére dziatatyby wylacznie ob-
wodowo i bylyby aktywne po podaniu doustnym.

W ramach projektu otrzymaliSmy pie¢ serii analogéw morficeptyny.
Szczegodlnie interesujace okazaly sie zwigzki modyfikowane przy uzyciu
(-aminokwaséw.

Zastosowane (- lub *-aminokwaséw w pozycji 2 lub 3 oraz zastgpienie
Tyr przez Dmt (2,6-dimetylotyrozyne) w pozycji 1 pozwolilo uzyska¢ ana-
logi odporne na degradacje enzymatyczng, o mieszanym profilu powino-
wactwa do receptoréw opioidowych.

Analog o sekwencji Dmt-D-Ala-(R)-$°-1-Nal-Pro-NH, [Nal=3-(1-nafty-
lo)-alanina] wybrany zostal do badan in vivo na myszach. Peptyd ten wy-
kazywat silne dzialanie przeciwbdlowe (znoszenie bélu trzewnego) oraz
przeciwbiegunkowe (poréwnywalne do loperamidu), po podaniu do-
otrzewnowym, jak réwniez doustnym. Test PAMPA wykazal, ze zwiazek
ten praktycznie nie przenika przez sztuczna blone imitujaca bariere krew-
-mdzg i wzwiazku z tym jego dzialanie powinno by¢ wylacznie obwodowe.
Otrzymany analog wydaje sie interesujacym zwigzkiem wiodacym w opra-
cowywaniu lekéw o budowie peptydowej dziatajacych wylacznie obwodo-
wo, ktére moglyby znaleZ¢ stosowanie w leczeniu zaburzen zotadkowo-je-
litowych, takich jak zespét jelita nadwrazliwego.

Stowa kluczowe: morficeptyna, peptydy opioidowe, synteza peptyddéw,
-aminokwasy, degradacja enzymatyczna, powinowactwo do receptoréw
Abstract

Morphiceptin (Tyr-Pro-Phe-Pro-NH,) — an opioid peptide, originating
from enzymatic degradation of milk protein, 3-casein, is a selective li-
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gand p-opioid receptors. These receptors play a an important role in
reduction of pain sensitivity and in the regulation of the functions of
many systems, including the gastrointestinal tract. Due to the rapid de-
gradation by proteolytic enzymes and low bioavailability, morphiceptin
can not be used as a medicine.

The aim of the project was the synthesis and evaluation of the phar-
macological profile of novel morphiceptin analogs, in search of com-
pounds with a strong analgesic and anti-diarrheal activity, which acted
only peripherally and are active after oral administration.

We synthesized five series of morphiceptin analogs. The most intere-
sting turned out compounds modified with the use of f-amino acids.
Modification of morphiceptin at positions 2 or 3 by introduction of
*- or f*-amino acids and additionally in position 1 by replacing Tyr
by Dmt (2,6’-dimethyltyrosine), resulted in obtaining enzymatically sta-
ble analogs with mixed opioid receptor affinity profiles.

An analog of the sequence Dmt-D-Ala-(R)-B*-1-Nal-Pro-NH, [Na-
1=3-(1-naphthyl)-alanine] was selected for in vivo experiments in mice.
This peptide showed a strong antinociceptive effect (peripheral anal-
gesic) and antidiarrheal activity (comparable to loperamide) after in-
traperitoneal as well as oral administration. The PAMPA test, showed
that this compound did not cross the artificial membrane imitating the
blood-brain barrier and therefore its action should be only peripheral.
The new analog may become an interesting lead compound in the de-
velopment of peripherally restricted drugs for the treatment of gastro-
intestinal disorders.

Keywords: morphiceptin, opioid peptides, peptide synthesis, f-amino

acids, enzymatic degradation, receptor affinity

WPROWADZENIE

Morfina, gtéwny alkaloid opium, charakteryzuja-
cy sie silnym dziataniem przeciwbdlowym i narko-
tycznym, wywoluje takie efekty poprzez aktywacje
receptoréow opioidowych w mézgu ssakéw. Recep-
tory opioidowe zostaly odkryte w latach 70. ubie-
glego wieku przez trzy niezalezne zespoly badaw-
cze: Snydera, Simona i Tereniusai podzielone pod
katem ich dziatania na trzy gléwne typy: mi (p), del-
ta (8) i kappa (k) [1-3]. Receptory te, szeroko roz-
powszechnione w organizmie, zlokalizowane sa
przede wszystkim w osrodkowym uktadzie ner-
wowym (OUN). W obwodowym ukladzie nerwo-
wym znajduja sie na zakonczeniach aferentnych
wlékien nerwowych. Wystepuja réwniez w tkan-
kach peryferyjnych, gtéwnie w jelitach, komérkach
nablonkowych naczyn krwiono$nych i w komér-
kach uktadu odpornosciowego. Receptory opioido-
we odgrywaja bardzo wazna role w przekazywaniu
informacji bolowej [4], a takze w regulacji czynno-
$ci wielu uktadéw, miedzy innymi przewodu pokar-
mowego [5]. Rola poszczegdlnych typow recepto-

row opioidowych nie jest jeszcze w pelni poznana
i jest przedmiotem badan. Uwaza sie, ze stymula-
cja wszystkich trzech typow receptoréow opioido-
wych wywotuje dziatanie przeciwb6lowe, mimo to
najwiekszy udzial w tym procesie odgrywa recep-
tor p-opioidowy. Jednakze receptor ten odpowiada
réwniez za szereg niepozadanych efektéw ubocz-
nych, takich jak: sedacja, depresja oddechowa, za-
hamowanie perystaltyki jelit, a takze rozwdj tole-
rancji i uzaleznienia fizycznego [6].

Pierwszym poznanym ligandem receptoréw opio-
idowych byta morfina, roslinny zwiagzek o budowie
alkaloidowej, dziatajacy gléwnie poprzez receptor
g. Mimo niekorzystnych efektéw ubocznych mor-
fina do dzi$ jest jednym z najbardziej skutecznych
lekéw, stosowanych w zwalczaniu silnego bélu. In-
tensywne badania prowadzone nad systemem opio-
idowym doprowadzily do wyizolowania endogen-
nych ligandéw receptoréw opioidowych. Odkrycie
w latach 80. ubiegtego wieku morficeptyny (Tyr-
-Pro-Phe-Pro-NH,) [7, 8], pierwszego selektyw-
nego ligandu receptora p-opioidowego o budowie

2
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peptydowej, a kilkanascie lat p6zniej endomorfin
(endogennych ligandow receptora p) [9] dalo na-
dzieje na wykorzystanie ich jako srodkéw przeciw-
boélowych, réwnie silnych jak morfina, ale bezpiecz-
niejszych i pozbawionych jej efektéw ubocznych.
Jednak przez wiele lat peptydy opioidowe nie byty
uwazane za dobre $rodki farmakologiczne. Gléw-
nym ograniczeniem zwigzanym z ich egzogennym
zastosowaniem byla ich niska stabilno$¢ enzyma-
tyczna (szybka degradacja przez enzymy proteoli-
tyczne) [10] oraz slaba biodostepnos¢ po podaniu
doustnym.

Rozwdj technik syntezy peptydédw sprawil, ze
znacznie wzroslo zainteresowanie peptydami
opioidowymi jako potencjalnymi kandydatami na
leki [11, 12]. Zwiazki te charakteryzuja sie stosun-
kowo duzg aktywnoscia, selektywnoscia i niska
toksycznoscia, a dzieki modyfikacjom chemicz-
nym mozliwe jest znaczne zwiekszenie ich stabil-
nos$ci enzymatycznej i biodostepnosci. Réznorod-
ne modyfikacje struktury czasteczek pozwalaja
réwniez uzyskaé analogi o lepszym profilu far-
makologicznym niz macierzyste peptydy, a zatem
o zwiekszonej aktywnosci biologicznej i/lub wy-
biérczosci miejsca dzialania (dziatanie osrodkowe
lub obwodowe).

Celem wielu badaczy zajmujacych sie tematyka
opioidowa jest znalezienie zwiazkéw dziatajacych
osrodkowo, a wiec przechodzacych przez bariere
krew-mozg, ktére wywolywatyby rownie silny efekt
przeciwbélowy jak morfina, ale nie powodowalyby
uzaleznienia/tolerancji. W tym przypadku szczegdl-
nie duzy nacisk kladziony jest na otrzymanie pepty-
déw lipofilowych, ktére beda przenikalty do mézgu
i aktywowaly receptory p-opioidowe zlokalizowane
osrodkowo. Z drugiej jednak strony, réwniez zwiaz-
ki, ktére nie przechodza przez bariere krew-moézg
wydaja sie ciekawe, przede wszystkim w przypadku,
gdy chcemy uzyska¢ efekt miejscowy, np. w obrebie
przewodu pokarmowego.

Peptydy opioidowe zaczynajg by¢ postrzegane jako
klasa zwiazkéw, ktéra moze stac sie zrodlem lekow
lepszych niz aktualnie stosowane w lecznictwie lub
tez lekéw zupelnie nowych — adresowanych przeciw-
ko schorzeniom, na ktére w chwili obecnej nie istnie-
je skuteczna terapia.

Ostatnio zwraca sie¢ uwage na mozliwos$¢ zastoso-
wania analogéw morficeptyny w leczeniu schorzen
przewodu pokarmowego, charakteryzujacych sie do-
legliwos$ciami bélowymi i nadmierna hipermotoryka
jelit, takich jak biegunka czy zespoét jelita nadwrazli-
wego.

MORFICEPTYNA | JEJ ANALOGI

Morficeptyna (Tyr-Pro-Phe-Pro-NH,) jest tetra-
peptydydowym amidem, powstajacym w wyniku
trawienia biatka mleka, B-kazeiny [8]. W sekwencji
B-kazeiny zawartych jest szereg peptydéw opioido-
wych, nazwanych B-kazomorfinami (-CM) [13],
ktére moga by¢ uwolnione i zaktywowane poprzez
hydrolize enzymatyczna w przewodzie pokarmo-
wym. Morficeptyna poczatkowo otrzymana zosta-
ta syntetycznie, jako analog zawierajacy N-koricowy
fragment bydlecej p-CM-7 [7], a dopiero cztery lata
pOzniej zostala wyizolowana jako produkt enzyma-
tycznej degradacji 3-kazeiny [8]. Morficeptyna jest
selektywnym ligandem receptora p-opioidowego,
ktéry wykazuje podobna do morfiny aktywno$¢ bio-
logiczna [7, 14, 15].

Morficeptyna dziata silne przeciwbélowo po po-
daniu dokomorowym (i.c.v.), to znaczy bezposred-
nio do miejsca dzialania, jakim jest OUN [14]. Po-
dana peryferyjnie dziala na receptory opioidowe
zlokalizowane poza OUN i wykazuje silne dzia-
tanie przeciwbo6lowe w tkankach obwodowych.
W badaniach in vitro na izolowanych fragmentach
mysich jelit, stymulowanych elektrycznie lub far-
makologicznie, morficeptyna powoduje spadek
kurczliwo$ci miesniéwki gtadkiej jelit [16]. Sho-
ok i wspoél. wykazali, ze podskdrne (s.c.) podanie
analogu morficeptyny Tyr-Pro-NMePhe-Pro-NH,
hamuje biegunke i spowalnia pasaz jelitowy u my-
szy [17]. Morficeptyna, podobnie jak i inne pepty-
dy opioidowe, nie jest w stanie przeniknaé¢ do mé-
zgu (nie przechodzi przez bariere krew—mozg),
a co za tym idzie nie ma typowego dla opioidéw
wplywu na OUN. Brak efektéw centralnych, takich
jak sedacja i uzaleznienie sprawiaja, ze morficepty-
na moglaby znalez¢ zastosowanie jako miejscowo
dziatajacy $rodek przeciwbiegunkowy i przeciw-
boélowy, stosowany np. w terapii choréb przewo-
du pokarmowego, m.in. zespotu jelita nadwrazli-
wego. Szybka degradacja enzymatyczna oraz niska
biodostepno$¢ (brak dziatania po poddaniu doust-
nym) ograniczaja jednak mozliwos$¢ zastosowania
morficeptyny jako leku.

Morficeptyna byla jednym z pierwszych peptydéw
opioidowych, ktdérych struktura zostata szczegétowo
zbadana, aby wyjasni¢ jej powinowactwo i aktywno$¢
w stosunku do receptora p-opioidowego. W struktu-
rze morficeptyny wazna role odgrywaja grupy far-
makoforowe -OH i -NH, Tyr w pozycji 1 i pierscien
aromatyczny Phe w pozycji 3, ktére sa niezbedne do
polaczenia sie ligandu z miejscem wiazacym recep-
tora i odpowiadaja za wysokie powinowactwo do re-
ceptora p-opioidowego (Ryc. 1).
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Rycina 1. Struktura morficeptyny z zaznaczonymi grupami
farmakoforowymi.

Z kolei Pro w pozycji 2 stanowi tacznik (ang. spa-
cer), ktéry utrzymuje grupy farmakoforowe w odpo-
wiedniej wzgledem siebie odleglo$ci i orientacji, co
jest niezbedne dla aktywnosci biologicznej analogéw
morficeptyny [18].

Badania zaleznosci pomiedzy strukturg a aktywnoscia
biologiczna nowych syntetycznych analogéw morfi-
ceptyny zapoczatkowane zostaly w latach 80. przez
Chang’a i wsp6l. [14, 19]. Poszukiwania aktywnych
analogéw morficeptyny od lat prowadzone sg w wie-
lu laboratoriach na §wiecie jak réwniez w naszym Ze-
spole. Struktura morficeptyny modyfikowana byta po-
przez zastosowanie D-aminokwaséw, nienaturalnych
LiD-aminokwasow [16, 20, 21, 22, 23], cyklizacje cza-
steczek liniowych [24, 25, 26]. Celem wprowadzanych
modyfikacji jest otrzymanie analogéw o lepszym pro-
filu farmakokinetycznym i farmakologicznym, a wiec
zwiekszonej biodostepnosci, odpornosci na dziatanie
enzymow proteolitycznych oraz lepszej aktywno$ci
biologicznej (np. silniejszym dziataniu przeciwbdlo-
wym).

W ramach mojej pracy doktorskiej zsyntetyzowatam
i zbadatam pod wzgledem farmakologicznym serie
liniowych analogéw morficeptyny modyfikowanych
w pozycjach 1-3. Badania te doprowadzily do otrzy-
mania analogéw: Dmt-D-Ala-D-1-Nal-Pro-NH,
i Dmt D NMe-Ala-D-1-Nal-Pro-NH,; [Dmt = 2,6’-di-
metylotyrozyna; D-1-Nal = 3-(1-naftylo)D-alanina],
ktoére charakteryzowaly sie odpornoscia na degrada-
cje enzymatyczng oraz wysokim powinowactwem do
receptoréw p-opioidowych [16]. W testach in vivo po
podaniu dootrzewnowym (i.p.) peptydy te wykazy-
waly silne peryferyjne dziatanie przeciwbdlowe oraz
hamowaly pasaz jelitowy. Badane analogi po poda-
niu (i.v.) nie przechodzily przez bariere krew-mozg,
a wiec nie powinny powodowa¢ depresji oddecho-
wej i uzaleznienia, efektéw typowych dla centralnie
dzialajacych opioidéw. Niestety peptydy te nie byly
aktywne po podaniu doustnym.

CEL PROJEKTU

Celem projektu finansowanego przez Naukowa
Fundacje Polpharmy byto poszukiwanie nowych
analogéw morficeptyny o silnym dziataniu prze-
ciwbdlowym (znoszenie bélu trzewnego) i przeciw-
biegunkowym, aktywnych po podaniu doustnym.
Wyjs$ciowa strukturg byl wspomniany wyzej peptyd
Dmt-D-Ala-D-1-Nal-Pro-NH..

W ramach projektu zsyntetyzowalismy pieé se-
rii analogéw morficeptyny, modyfikowanych przez
wprowadzanie nienaturalnych aminokwaséw o kon-
figuracji DiL, p-aminokwaséw, zastosowanie wigzan
pseudopeptydowych (zredukowane wigzanie pepty-
dowe) oraz cyklizacje liniowych sekwencji.

Zwiazki te poddane zostaly przesiewowym bada-
niom farmakodynamicznym in vitro. Testy obej-
mowaly ocene odpornosci nowych analogéw na de-
gradacje enzymatyczng, badanie powinowactwa do
receptoréw opioidowych oraz okreslenie ich aktyw-
nosci w tescie funkcjonalnym. Na podstawie testow
przesiewowych wybrali$my dwa zwiazki do badan in
vivo, w ktérych ocenili$my ich aktywno$¢ przeciwbé-
lowa oraz przeciwbiegunkowa.

Szczegoélnie interesujace okazaly sie analogi mody-
fikowane przy uzyciu f-aminokwaséw oraz analogi
cykliczne zawierajace nienaturalne D-aminokwasy.
W niniejszym artykule przedstawione zostaly wyniki
uzyskane dla zwiazkéw modyfikowanych przy zasto-
sowaniu p-aminokwaséw.

MODYFIKACJE PRZY UZYCIU
B-AMINOKWASOW

W a-aminokwasach grupy funkcyjne aminowa i kar-
boksylowa oddzielone sg od siebie przez jeden atom
wegla, natomiast w -aminokwasach grupy te roz-
dzielaja dwa atomy wegla. f-Aminokwasy zawie-
rajace przy weglu a (C2) lub przy weglu p (C3) tan-
cuch boczny (inny niz atom H), moga wystepowac
jako izomery R lub S, dajac odpowiednio 3*- lub (3*-
aminokwasy (Ryc. 2).

W pismiennictwie odnalez¢ mozna liczne przy-
ktady pokazujace, ze zastapienie a-aminokwaséw
przez ich B-analogi pozwala uzyska¢ peptydomi-
metyki o silniejszym dzialaniu biologicznym oraz
o zwiekszonej stabilnosci enzymatycznej [27, 28].
Niewiele jest jednak prac dotyczacych zastosowa-
nia p-aminokwaséw w peptydach opioidowych
[29-32]. Wykazano, ze endomorfiny zawierajace
takie aminokwasy sa znacznie mniej podatne na

4
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Rycina 2. Struktura a- i B-aminokwasdw.

degradacje przez enzymy proteolityczne [32] oraz
w wiekszo$ci przypadkoéw silniej wiazg sie do re-
ceptoréw opioidowych [33].

WYNIKI

W ramach niniejszego projektu otrzymalismy serie
analogéw morficepytny modyfikowanych w pozy-
cjach 21 3 przez zastosowanie nienaturalnych p>- lub
B*-aminokwaséw (3-Ala i 3-1-Nal) [34]:

1 Ty-Pro-Phe-Pro-NH,, Morficeptyna
2 Dmt-(R)-p?>-Ala-D-1-Nal-Pro-NH,
3 Dmt-(R)-p?-Ala-D-1-Nal-Pro-NH,
4 Dmt-D-Ala-(R)-B?-1-Nal-Pro-NH,
5 Dmt-D-Ala-(S)-B*-1-Nal-Pro-NH,
6 Dmt-D-Ala-(R)-B*-1-Nal-Pro-NH,

Dmt=2}6"- dimetylotyrozyna, 1-Nal=3-(1-naftylo)-
-alanina

Aminokwasy (R)-B2- i (R)-p?-Ala oraz (R)-?-1-Nal
sa dostepne komercyjnie, natomiast (R)- i (S)-B*1-
Nal nie sa dostepne na rynku. Aminokwasy te zo-
staly zsyntetyzowane i scharakteryzowane w ramach
projektu. W pierwszym etapie otrzymano mieszani-
ne racemiczng obu enancjomeréw R i S. Nastepnie
w wyniku reakcji z optycznie czynng amina uzyska-
no dwa diastereoizomery, ktére rozdzielono chroma-
tograficznie. Po otrzymaniu struktury krystalicznej
jednego z diastereoizomeréw, mozliwe bylo przypi-
sanie konfiguracji absolutnej (R) — i (S) -pf?-1-Nal obu
enancjomerom.

Wprowadzenie do czgsteczki morficeptyny p?-
lub B3-aminokwaséw w pozycji 2 lub 3 oraz zasta-

pienie Tyr przez Dmt w pozycji 1 pozwolilo uzy-
ska¢ analogi odporne na degradacje enzymatyczna
[34]. Okres péttrwania w przypadku trawienia
przy uzyciu dipeptydylopeptydazy (DPP IV) dla
morficeptyny wynosit tylko 16 minut. Natomiast
wszystkie nowe analogi wykazywatly bardzo dobra
stabilno$¢ enzymatyczna, z t,0od 2 do 5 godzin
(Tabela 1). Peptydy te charakteryzowaly sie row-
niez bardzo silnym powinowactwem do recepto-
ré6w p-opioidowych (nano- i subnanomolowe war-
tosci K). Podczas gdy warto$¢ K. dla morficeptyny
wyniosta 90 nM, analogi 2i 3 z (R)-p2- lub (R) -p3-
Ala mialy wartosci K, w zakresie nanomolowym,
a peptydy 4-6 z (R)-B*-, (S)-p*- lub (R)-p3-1-Nal
w zakresie subnanomolowym. W przeciwienstwie
do morficeptyny, ktéra jest selektywnym ligandem
receptora p-opiodowego, nowe zwiazki wiazaly
sie rowniez do receptoréow § i k-opioidowych. Test
funkcjonalny wykazal, ze wszystkie badane pepty-
dy byly agonistami receptoréw opioidowych, przy
czym analog 2 charakteryzowal si¢ mieszanym
p/8, a analog 4 mieszanym /8/k profilem opio-
idowym (Tabela 1).

Analogi 2 i 4, zawierajace odpowiednio (R)-B*-Ala
i (R)-p*-1-Nal, wybraliémy do dalszych badan na
zwierzetach.

Przed przystapieniem do testéw in vivo, w celu spraw-
dzenia, czy nowe zwiazki moga przenikac bariere krew-
-mdzg, a zatem dziataé na receptory opiodowe zloka-
lizowane w OUN wykonany zostal test PAMPA (ang.
Parallel Artificial Membrane Permeability Assay). Test
ten polega na symulowaniu w warunkach iz vitro pro-
cesOw zwiazanych z transportem substancji bfony bio-
logiczne [35, 36] i uwazany jest za model transpor-
tu pasywnego przez bariere krew-mézg. Test PAMPA
wykazal, ze oba badane analogi 2 i 4 praktycznie nie
przenikaly przez sztuczng bariere krew-mozg (Tabe-
la 2). W zwiazku z tym ich dziatanie powinno by¢ wy-
tacznie obwodowe. Zwiazki takie wydaja sie szczegélnie
ciekawe przede wszystkim, gdy chcemy uzyskac efekt
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Tabela 1. Powinowactwo do receptoréw opioidowych oraz stabilno$¢ enzymatyczna morficeptyny i jej analogdw 2-6 [34].

. DPPIVb

No. Sekwencja Al 90 min

mu delta kappa t1/2 (min)
1 Morficeptyna 93+12 10199 +307 15.75¢1
2 Dmt-(R)-B2-Ala-D-1-Nal-Pro-NH2 4.06+0.08 0.05+0.01 233+28 1150 + 92%**
3 Dmt-(R)-B3-Ala-D-1-Nal-Pro-NH2 7.22 £ 0.06 23915 133119 1150 + 50%**
4 Dmt-D-Ala-(R)-B2-1-Nal-Pro-NH2 0.05+0.01 1.04 £0.06 11.18 £ 0.56 3450 + 130%**
5 Dmt-D-Ala-(S)-B2-1-Nal-Pro-NH2 0.65 +0.01 299+27 38.0+3.16 3450 + 15%**
6 Dmt-D-Ala-(R)-B3-1-Nal-Pro-NH2 0.34+0.04 238+ 14 1749 £ 42 2300 £ 105***

2 Wypieranie [*HIDAMGO. ® Wypieranie [*H][D-Ala%deltorfiny-2. ¢ Wypieranie U-69,593, [PHENYL-3,4-*H] z miejsc wigzania w receptorach opioidowych.

bQOkres pottrwania (t, ) peptydéw po 90 min inkubacji z DPPIV.

Analize statystyczng przeprowadzono, stosujac jednoczynnikowa analize wariancji (ang. one-way ANOVA) z testem wielokrotnego poréwnania post-

hoc Studenta-Newmana-Keulsa. *** p<0.001 w poréwnaniu do morficeptyny.

Tabela 2. Przenikalnosc przez sztuczna bariere krew-moézg dla zwigzkow 2 i 4 w tescie PAMPA [34].

Zwiazek BBB przepuszczalno$é Srednia (%)
Klasyfikacja
przepuszczalnosci

P,(10¢cm™) £ SD Mass balance + SD

Werapamil 299165 89.28+2.35 wysoka

Teofilina <0.58 98.21 +3.65 niska

2 <0.58 96.72 £2.01 niska

4 <0.58 97.25+1.83 niska

miejscowy np. w obrebie przewodu pokarmowego. Ich
zaleta jest brak osrodkowych efektéw ubocznych (jak
depresja oddechowa, uzaleznienie).

Testy in vivo na myszach obejmowaly zbadanie dziala-
nia przeciwbdlowego i wlasciwosci przeciwbiegunko-
wych. Ocene obwodowej aktywno$ci przeciwbdlowej
(wplyw na receptory opioidowe zlokalizowane obwo-
dowo, poza OUN) przeprowadziliSmy za pomoca testu
wicia (ang. writhing test). Oba testowane analogi 2 i 4
podane i.p. zmniejszaly liczbe charakterystycznych ru-
chéw wicia (indukowanych wstrzyknieciem roztworu
kwasu octowego), a zatem znacznie znosily objawy bo-
lowe (Ryc. 3). Dzialanie peptydu macierzystego — mor-
ficeptyny byto slabsze. Zwigzek 4 wykazywat dzialanie
przeciwbdlowe réwniez po podaniu doustnym (p.o.)
i ponad 4-krotnie zmniejszal liczbe ruchéw wicia.

Dzialanie przeciwbiegunkowe nowych zwiazkéw
ocenione zostalo w mysim modelu biegunki wy-
wolanej olejem rycynowym. Po podaniu i.p. analog
4 powodowal silny efekt przeciwbiegunkowy (Ryc.
4A), a jego dzialanie bylo silniejsze od zastosowa-
nego w tej samej dawce, znanego leku przeciwbie-
gunkowego o budowie niepeptydowej — loperami-
du. Wazny podkre$lenia jest fakt, ze zwiazek ten
dzialal réwniez po podaniu doustnym (Ryc. 4B).
Jednak w tym przypadku jego dziatanie bylo stab-
sze od loperamidu. Analog 2 nie wykazywal efektu
przeciwbiegunkowego.

Uwaza sie, ze sposrdd trzech typéw receptoréw
opioidowych, aktywacja receptora p-opioidowego
powoduje najsilniejszy efekt przeciwbélowy. Do nie-
dawna chemicy i farmakolodzy skupiali sie przede
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Ryc. 3. Wptyw morficeptyny (Morf) oraz analogéw 2 i 4 w dawce A) 0.1 mg/kg i.p. oraz B) 1 mg/kg p.o. na liczbe ruchdw wicia u myszy [34]. Analize
statystyczng wykonano, stosujac jednoczynnikowa analize wariancji (ang. one-way ANOVA) z testem wielokrotnego poréwnania post-hoc Studenta-

Newmana-Keulsa. ***p < 0.001, w poréwnaniu do kontroli.
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Ryc. 4. Wptyw loperamidu (LOP) oraz analogow 2 i 4 w dawce A) 0.1 mg/kg i.p. oraz B) 1 mg/kg p.o. na czas wystapienia biegunki u myszy [34].
Analize statystyczng wykonano, stosujac jednoczynnikowa analize wariancji (ang. one-way ANOVA) z testem wielokrotnego poréwnania post-hoc
Studenta-Newmana-Keulsa. ***p < 0.001, **p < 0.01 w poréwnaniu do kontroli. #p < 0.05 w poréwnaniu do LOP.

wszystkim na otrzymywaniu analogéw o wysokiej
selektywnosci gtéwnie do tego jednego typu recep-
tora opioidowego. Ostatnio jednak coraz wieksze za-
interesowanie budza zwiazki o mieszanym profilu
powinowactwa [37, 38]. Najnowsze badania wyka-
zUj3, ze wielofunkcyjne ligandy opioidowe oddziatu-
jace jednoczesnie z wiecej niz jednym typem recep-
tora opioidowego, moga wywolywac silniejszy efekt
przeciwbdlowy [39], a przy tym powodowa¢ mniej
efektéw ubocznych niz selektywni agonisci recepto-
ra g-opiodowego [40].

Poréwnanie powinowactwa do receptoréw opio-
idowych omdéwionego wyzej analogu 4 (Dmt-D-
Ala-(R)-B*-1-Nal-Pro-NH,), opartego na strukturze
wczes$niej otrzymanego przez nas peptydu Dmt-
D-Ala-D-1-Nal-NH, [16], wskazuje Ze zastapie-
nie a-aminokwaséw przez ich - odpowiedniki po-
woduje przeksztalcenie p-selektywnych ligandow
w peptydomimetyki o mieszanym profilu opioido-
wym. Silne dziatanie przeciwbélowe 4, w porédw-
naniu z p-selektywna morficeptyna moze wynikac
z faktu, ze zwiazek ten aktywuje nie tylko receptory
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p-opiodowe, ale jest takze 8 i w mniejszym stopniu k
agonista. Zastosowanie f-aminokwaséw wydaje sie
godng uwagi strategia w projektowaniu nowych pep-
tydowych lekéw opioidowych o lepszym profilu far-
makologicznym.

PODSUMOWANIE

Farmakologia peptydéw i receptoréw opioidowych
jest szybko rozwijajaca sie dziedzina badan, w kté-
ra zaangazowane sa grupy badawcze w wielu kra-
jach. W ciagu ostatnich kilkudziesieciu lat [12] na
$wiecie zostaly zsyntetyzowane setki analogéw en-
domorfin i morficeptyny i cho¢ zaden z nich nie tra-
fit jeszcze do lecznictwa, to wzbogacily one w zna-
czacy sposob nasza wiedze o endogennym ukladzie
opioidowym. Synteza i badanie nowych analogéw
opioidowych o coraz lepszych wlasciwosciach far-
makologicznych wciaz trwa i mozna przypusz-
czaé, ze suma zebranych doswiadczen doprowadzi
w koncu do wprowadzenia na rynek farmaceutycz-
ny lekéw o budowie peptydowej o silnych wlasci-
wosciach przeciwbdlowych i/lub przeciwbiegunko-
wych, ktére beda mogly zastapi¢ konwencjonalne
$rodki stosowane w chwili obecnej.

PISMIENNICTWO

Nasze badania wykazaly, zZe zastosowanie
f-aminokwaséw pozwala uzyskaé¢ peptydomime-
tyki o silnym dziataniu biologicznym, wysokiej
stabilno$ci metabolicznej, ktére dziataja po poda-
niu doustnym [34]. Otrzymany przez nas analog
Dmt-D-Ala-(R)-B*-1-Nal-Pro-NH, wykazujacy sil-
ne dzialanie przeciwbélowe i przeciwbiegunkowe,
wydaje sie by¢ interesujacym zwigzkiem wiodacym
w opracowywaniu lekéw o budowie peptydowe;j
dzialajacych wytacznie obwodowo. Takie zwiazki
moglyby znalez¢é zastosowanie w leczeniu zaburzen
zotadkowo-jelitowych, takich jak np. zespét jelita
nadwrazliwego.
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Streszczenie

W ostatnich latach zastosowanie immunoterapii w leczeniu choréb no-
wotworowych zyskuje na znaczeniu. Szczegélna odmiana immunotera-
pii jest terapia adoptywna z wykorzystaniem cytotoksycznych limfocy-
tow T lub komérek NK. Komérki NK dzieki naturalnym zdolno$ciom
precyzyjnego rozpoznawania i zabijania komérek nowotworowych,
z zachowaniem tolerancji wzgledem zdrowych komérek organizmu,
stanowig atrakcyjna strategie o potencjalnym zastosowaniu terapeu-
tycznym. Ponadto komoérki NK moga by¢ poddawane modyfikacji chi-
merycznymi receptorami antygenowymi (CAR — chimeric antigen re-
ceptors). Obecnie zarejestrowanych jest kilkadziesiat badan klinicznych
z wykorzystaniem komérek NK w leczeniu nowotworéw, w tym kilka
badan wykorzystujacych pierwotne komdrki CAR-NK lub linie komor-
kowa NK-92 modyfikowana CAR. Pomimo niewatpliwego sukcesu im-
munoterapii w ostatnich latach, wiele zagadnien pozostaje nadal nie-
wyjaénionych. Jednym z poteznych ograniczen efektywnego dziatania
przeciwnowotworowego komoérek uktadu odpornosciowego jest immu-
nosupresyjne srodowisko guza nowotworowego. Wyniki badan wskazu-
ja, ze wérod wielu czynnikéw jednym z istotnych elementéw towarzy-
szacych nowotworowi jest przewlekly stres oksydacyjny. W warunkach
stresu oksydacyjnego dochodzi do zahamowania aktywnosci komérek
NK, a mechanizmy odpowiedzialne za ochrone komérek NK przed su-
presyjnym dziataniem stresu oksydacyjnego nie sa wystarczajaco dobrze
zbadane. Z tego wzgledu w swoim przewodzie doktorskim wspétfinan-
sowanym przez stypendium doktorskie Naukowej Fundacji Polpharmy
podjelam sie zbadania i identyfikacji mechanizmoéw, ktére moga chro-
ni¢ komdrki NK przed stresem oksydacyjnym. Uzyskane wyniki wska-
zuja na szczeg6lna wrazliwos¢ komoérek NK na dziatanie stresu oksyda-
cyjnego w poréwnaniu do innych komoérek ukladu odpornosciowego.
Zaobserwowalam, ze zahamowanie uktadu PRDX1-TXN1-TXNRD1
uposledza funkcje efektorowe komorek NK. Z kolei zwiekszenie ilo$ci
PRDX1 znacznie poprawia przezycie komoérek NK oraz komdrek CAR-
-NK w obecnosci H,0,, co moze przekltadac si¢ na lepsza efektywnos¢
komoérek NK w warunkach stresu oksydacyjnego.

Stowa kluczowe: komérki NK, immunoterapia, terapie adoptywne,
CAR - chimeryczne receptory antygenowe, stres oksydacyjny
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Abstract

Immunooncology gained great attention in cancer treatment over the
last few years. Adoptive cell therapy is a type of immunotherapy that
uses cytotoxic lymphocytes or NK cells. NK cells precisely recognize
and kill cancer cells without affecting healthy cells. These properties
make NK cells an attractive strategy with potential therapeutic applica-
tions. NK cells can be further modified with chimeric antigen receptors
(CAR). Currently, several dozen clinical trials with NK cells are registe-
red for cancer treatment, including several CAR-NK cells or NK-92 cell
line modified with CAR. Despite the undeniable success of immunothe-
rapy in recent years, many concerns still remain unresolved. One of the
challenges for the effective immunotherapy is the immunosuppressive
tumor environment. Numerous studies indicate that persistent oxidati-
ve stress, an important element associated with cancer, inhibits NK cell
activity. However, the exact mechanisms responsible for protecting NK
cells against suppressive oxidative stress are not identified. Therefore,
in my doctoral dissertation co-financed by the Scientific Polpharma Fo-
undation doctoral scholarship I focused on investigating and identify-
ing mechanisms protecting NK cells against oxidative stress. The obta-
ined results indicate that NK cells are the most sensitive to the oxidative
stress, when compared withother immune cells. Moreover, inhibition
of PRDX1-TXNI1-TXNRD1 system impairs NK cell effector functions,
while the increase of PRDX1 significantly improves the survival of NK
cells and CAR-NK cells in the presence of H,O,, resulting in improved
effectiveness of NK cells under the oxidative stress conditions.

Key words: NK cells, immunotherapy, adoptive therapy, CAR — chime-
ric antigen receptors, oxidative stress

WSTEP

Immunoterapia nowotworéw

W ostatnich latach nastepuje intensywny rozwéj im-
munoterapii nowotworéw, ktéra polega na wykorzy-
staniu ukladu odpornosciowego w celu eliminacji
komérek nowotworowych. Immunoterapia zysku-
je coraz wieksze znaczenie obok dobrze poznanych
form leczenia nowotwordw, takich jak: chirurgia, che-
mioterapia, radioterapia czy terapie celowane. Do
réznych form immunoterapii zalicza si¢ przeciwcia-
ta monoklonalne, szczepionki czy terapie adoptywne,
w ktérych chorym podaje sie aktywowane badz mo-
dyfikowane komérki uktadu odpornosciowego o wta-
$ciwosciach cytotoksycznych. Do tej pory najwieksze
sukcesy na polu immunoterapii z wykorzystaniem te-
rapii adoptywnych, zwlaszcza nowotworéw hemato-
logicznych, odniesiono, stosujac limfocyty T modyfi-
kowane chimerycznymi receptorami antygenowymi
anty-CD19 (CAR-CD19). Staly sie one pierwsza tera-
pia genowa zarejestrowang przez Amerykanska Agen-
cje do spraw Zywnosci i Lekéw (FDA — U S Food and

Drug Administration) w leczeniu ostrej biataczki lim-
foblastycznej oraz chloniakéw rozlanych z duzych
komérek B (DLBCL). Oprécz limfocytéw T rowniez
komorki NK sa potencjalnie rozwazane do stosowa-
nia w terapiach adoptywnych z wykorzystaniem CAR
i sa obecnie testowane w badaniach klinicznych (np.
NCT03056339, NCT02892695).

Komorki NK

Komorki NK (natural killers) naleza do komérek
ukladu odpornosciowego o wlasciwosciach rozpo-
znawania i niszczenia komérek zakazonych wirusa-
mi oraz niektérych komérek nowotworowych, szcze-
gdlnie o obnizonej ilosci czasteczek MHC klasy I [1].
Zostaly odkryte i opisane w latach 70. XX wieku [2,
3] i byly poczatkowo uznawane za krétko zyjace ko-
morki o wlasciwos$ciach cytotoksycznych, zaliczane
do odpowiedzi nieswoistej. Okazuje sig, ze niektdre
subpopulacje komérek NK przejawiaja pewne wia-
$ciwosci odpowiedzi swoistej, naleza do dlugo zyja-
cych, w petni funkcjonalnych komérek NK o cechach
pamieci immunologicznej [4, 5, 6].

2
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U ludzi komérki NK stanowia od 5 do 15% limfo-
cytéw krwi i sa okreslane fenotypowo jako komér-
ki CD56*CD3". Wérdd nich rozréznia sie dwie gtow-
ne subpopulacje wystepujace we krwi. Okolo 90%
stanowia komoérki CD56%™CD16*, o niskiej liczbie
czasteczek CD56 na powierzchni, odpowiedzialne
gléwnie za funkcje cytotoksyczne wzgledem komé-
rek docelowych. Pozostate 10% to komérki CD56P™
¢ CD16 charakteryzujace sie duzg ilo$cia antygenu
CD56 na powierzchni, pelniace przede wszystkim
role immunoregulacyjna zwigzana ze zwiekszo-
na zdolnoscia wydzielania cytokin [1]. Przyjmuje
sie, ze komdérki CD56" g3 prekursorami komérek
CD56%™. W weztach chionnych, w przeciwienistwie
do krwi, komérki CD56 " przewazaja liczbowo
i stanowia od 75% do 95% komérek NK [7, 8, 9].

Cytotoksycznos$é komérek NK

Od poczatkéw odkrycia komoérki NK sg intensywnie
badane ze wzgledu na unikalne zdolnosci eliminacji
komérek nowotworowych lub komérek zakazonych
wirusem. Zdolno$¢ do zabijania komérek docelo-
wych zwana jest inaczej cytotoksycznoscia komé-
rek NK. Komoérki NK moga zabija¢ komérki docelo-
we (komérki nowotworowe lub zakazone wirusem)
bezposrednio, w procesie znanym tez jako natural-
na cytotoksyczno$¢, a takze posrednio w procesie
cytotoksycznoéci komérkowej zaleznej od przeciw-
cial ADCC (antibody dependent cell-mediated cyto-
toxicity). Naturalna cytotoksyczno$¢ komoérek NK
jest wypadkowa sygnatéw powstatych z pobudze-
nia receptoréw aktywujacych i hamujacych znajdu-
jacych sie na powierzchni komdrek NK. W wyniku
interakcji komorki NK z komérka docelowa docho-
dzi do wytworzenia polaczenia zwanego synapsa li-
tyczna. Przewaga sygnatéw aktywujacych lub deficyt
sygnaléw hamujacych w obrebie synapsy litycznej
prowadzi do aktywacji komérek NK i uwolnienia za-
wartosci ziaren litycznych, zawierajacych perforyne,
granzymy, granulizyne oraz biatko TIA-1 [10]. Przy
dominacji sygnaléw hamujacych nie dochodzi do
uruchomienia reakcji cytotoksycznej w komoérkach
NK.

Komoérki NK sa uznawane za komérki odgrywa-
jace kluczowa role w cytotoksycznosci komérko-
wej zaleznej od przeciwcial (ADCC). Gléwnym re-
ceptorem umozliwiajacym zajscie tego procesu jest
czgsteczka CD16 (FcyRIIla) [11], umozliwiajaca ko-
morkom NK rozpoznanie fragmentu Fc przeciwcial
w klasie IgG zwiazanych z antygenami komérek do-
celowych. CD16 jest jedynym naturalnie wystepuja-
cym receptorem komorek NK, ktérego pobudzenie
nie wymaga dodatkowych sygnaléw kostymuluja-
cych powstatych z pobudzenia innych receptordw,

zeby wywotac reakcje cytotoksyczna. Poprzez proces
ADCC komérki NK przyczyniaja sie do efektu tera-
peutycznego przeciwcial monoklonalnych stosowa-
nych w immunoterapii, takich jak przeciwciata anty-
-CD20 (np. rytuksymab czy ofatumumab) stosowane
w terapii nowotworéw wywodzacych sie z limfocy-
téw B [12]. Warto wspomnied, ze niektore z przeciw-
cial monoklonalnych sg dodatkowo modyfikowane,
aby wzmocni¢ aktywacje komoérek NK w mechani-
zmie ADCC. Przykladem takiego przeciwciala jest
obinutuzumab — humanizowane przeciwciato an-
ty-CD20, ktérego lancuch cigzki zostal pozbawio-
ny reszt fukozy. Dzieki tej modyfikacji obinutuzu-
mab wykazuje wieksze powinowactwo do wiazania
z receptorem CD16 niz jego niemodyfikowana for-
ma [13].

Rola komérek NK w odpowiedzi
przeciwnowotworowej

Komérki NK moga uczestniczyé w kontroli pro-
gresji nowotworu poprzez bezposrednia interak-
cje z komérkami nowotworowymi lub posrednio
poprzez wplyw na inne komérki uktadu odpor-
no$ciowego. Liczne badania wskazuja, ze u cho-
rych z nowotworami [14, 15, 16], a takze cztonkéw
ich rodzin [17, 18], obserwuje si¢ obnizona aktyw-
nos$¢ komoérek NK. W duzym prospektywnym ba-
daniu kohortowym, prowadzonym przez 11 lat,
w ktérym przeanalizowano ponad 3500 ludzi, wy-
kazano, ze umiarkowana (43-58% u mezczyzn, 35—
51% u kobiet) oraz podwyzszona aktywnos$¢ komo-
rek NK (>58% u mezczyzn, >51% u kobiet) koreluje
ze zmniejszonym ryzykiem zachorowania na raka,
podczas gdy niska (K42% u mezczyzn, ¥34% u ko-
biet) aktywno$¢ komérek NK zwigzana jest z czest-
szym wystepowaniem nowotwordéw [19]. Innym
przekonujacym dowodem na udzial komérek NK
w odpowiedzi przeciwnowotworowej jest czestsze
wystepowanie choréb nowotworowych zwigzanych
z zakazeniami wirusowymi, np. HPV (human pa-
pilloma virus) czy EBV (Epstein-Barr virus) u oséb
z pierwotnymi niedoborami manifestujacymi sie cal-
kowitym brakiem komérek NK [20].

O tym, jak skuteczne moga by¢ komoérki NK w elimi-
nacji komoérek nowotworowych przekonano sie tak-
ze w pionierskich badaniach prowadzonych w 2002
roku, w ktérych dokonywano przeszczepu szpiku
chorym z ostra bialaczka szpikowa [21]. U wszyst-
kich chorych, u ktérych przeprowadzono prze-
szczep pomimo cze$ciowej niezgodnosci KIR-MHC
klasy I uzyskano piecioletnie przezycie bez progresji
choroby. Natomiast u chorych, ktérzy otrzymywali
przeszczep od catkowicie zgodnych dawcéw obser-
wowano zaledwie 25% przypadkéw piecioletniego
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Rycina 1. Uproszczony schemat przedstawiajacy hamujacy wptyw mikrosrodowiska nowotworu na komaérki NK.

przezycia bez progresji choroby. Badanie to wyka-
zalo, ze komoérki NK dawcy obecne w przeszczepia-
nym szpiku moga pelni¢ korzystna role w eliminacji
komoérek nowotworowych u biorcy szpiku. W opar-
ciu o powyzsze obserwacje rozwijanych jest kilka
strategii terapeutycznych. Jedng z nich jest zabloko-
wanie receptoréw hamujacych typu KIR przy uzy-
ciu przeciwcial monoklonalnych anty-KIR, takich
jak testowany w badaniach klinicznych lirilumab
(NCT03347123, NCT01714739, NCT03203876,
NCT02599649, NCT02481297, NCT03341936,
NCT02399917).

Wptyw mikrosrodowiska nowotworu na aktywnos¢é
komérek NK

Pomimo udokumentowanej roli komérek NK w kon-
troli progresji nowotworu, w bezposrednim otocze-
niu komoérek nowotworowych, zwanych mikroséro-
dowiskiem, wystepuje szereg czynnikéw, ktére moga
ograniczaé skuteczne dzialanie komoérek NK. Mikro-
srodowisko nowotworu stanowia komérki podscieli-
ska (fibroblasty), naczynia krwionosne i limfatyczne,
macierz pozakomoérkowa oraz naciekajace komorki
ukfadu odpornosciowego. Liczne doniesienia nauko-
we ostatnich lat podkreslaja istotna role wzajemnych
interakcji pomiedzy komérkami nowotworowymi
a mikrosrodowiskiem w progresji nowotworu [15],
[22]. Naleza do nich zaréwno bezposrednie inte-
rakcje miedzy komoérkami, jak i posrednie oddzia-

lywania poprzez wydzielane cytokiny, chemokiny
czy czynniki wzrostu. Wystepujace w otoczeniu no-
wotworu komérki uktadu odpornosciowego moga
istotnie wptywac¢ na warunki mikrosrodowiska. Pod
wplywem wydzielanych czynnikéw moga modulo-
wac funkcjonowanie innych komérek uktadu odpor-
nosciowego lub same moga ulega¢ istotnym zmia-
nom funkcjonalnym i metabolicznym.

Wsréd komorek uktadu odpornosciowego nacieka-
jacych nowotwér wystepuja m.in. komérki NK [23].
Zaobserwowano, ze w$rod komoérek NK naciekaja-
cych nowotwory, przewaznie wystepuja komorki
o fenotypie mniej dojrzalym, CD56"" [22, 23, 24,
25, 26].

Wazna role w ksztattowaniu mikro$rodowiska nowo-
tworu odgrywaja komérki uktadu odpornosciowe-
go o charakterze supresorowym, do ktérych naleza
przede wszystkim mieloidalne komoérki o charakterze
supresorowym (MDSC — myeloid-derived suppressor
cells), limfocyty T regulatorowe (Treg) oraz makrofa-
gi zwigzane z nowotworem (TAM — tumor-associated
macrophages) [27]. Duza infiltracja komorek o cha-
rakterze supresorowym w mikro$rodowisku guza jest
znanym czynnikiem zwigzanym z gorsza prognoza
w niektorych typach nowotwordw [22, 24, 28, 29]. Ko-
morki te wykazuja dzialanie hamujace wzgledem ko-
morek NK, ograniczajac ich zdolno$ci cytotoksyczne
wzgledem komoérek nowotworowych. Komérki su-
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presorowe oraz same komoérki nowotworowe moga
wytwarzaé znaczne ilosci czynnikéw immunosupre-
syjnych, takich jak TGF-f, IL-10, arginaza-1, tlenek
azotu, 2,3 dioksygenaza indoloaminy (IDO), prosta-
glandyna E2 (PGE2) adenozyna czy reaktywne for-
my tlenu (ROS), ktére bezposrednio oddzialuja na ko-
mo6rki NK. Na rycinie 1 przedstawiono schematycznie
hamujacy wplyw na komoérki NK wybranych elemen-
téw mikro$rodowiska nowotworu.

Chimeryczne receptory antygenowe

W ostatnich latach przetomem w terapiach adoptyw-
nych stalo si¢ wprowadzenie technologii chimerycz-
nych receptoréw antygenowych (CAR - chimeric
antygen receptor). CAR jest to typ fuzyjnego recep-
tora, ktéry po wprowadzeniu do komoérek uktadu
odporno$ciowego umozliwia im rozpoznanie i zabi-
cie komdrek nowotworowych. CAR zbudowany jest
z czesci zewnatrzkomorkowej, rozpoznajacej dana
czasteczke na powierzchni komérki nowotworo-
wej, czesci przezblonowej oraz wewnatrzkomorko-
wych domen przekazujacych sygnaly aktywujace do
wnetrza komérki [30, 31]. Cze$¢ zewnatrzkomorko-
wa stanowi najczesciej jednotanicuchowy fragment
pochodzacy z czesci zmiennej przeciwcial mono-
klonalnych (scFv — single-chain variable fragment).
Zaleta takiej konstrukcji jest mozliwos¢ ukierunko-
wania CAR na konkretny antygen na powierzchni
komoérki nowotworowej, a samo rozpoznanie antyge-
nu odbywa si¢ bez restrykcji MHC. W zaleznosci od
ilosci domen aktywujacych wyréznia sie trzy gene-

racje czasteczek CAR. Receptory I generacji zawie-
raja jedna domene aktywujaca CD3(. Do czasteczek
CAR II generacji zalicza si¢ receptory zawierajace,
oprocz domeny CD3(, jedng z domen: CD28, OX40
(CD134), 4-1BB (CD137), CD27, DAP10 lub ICOS
dostarczajaca sygnaly kostymulujace. W sklad cze-
$ci wewnatrzkomérkowej CAR III generacji wcho-
dzi CD3( oraz dwie z wyzej wymienionych domen.
Schematyczne przedstawienie czasteczek CAR po-
szczegolnych generacji zamieszczono na rycinie 2.

Komoérkami docelowymi do wprowadzania CAR
sa limfocyty o wlasciwosciach cytotoksycznych.
Ogromny przelom w immunoterapii nowotwo-
réw zostal osiagniety z wykorzystaniem limfocy-
téw T modyfikowanych CAR. Do tej pory najinten-
sywniej badanym oraz najbardziej obiecujacym jest
CAR anty-CD19, rozpoznajacy antygen CD19 wy-
stepujacy na powierzchni komérek nowotworowych
wywodzacych sie z limfocytéow B. Niewatpliwa zale-
ta CD19 w terapii celowanej jest ograniczone wyste-
powanie tej czasteczki do limfocytéw B i nowotwo-
réow wywodzacych sie z tych komoérek. W 2017 roku
terapia z wykorzystaniem limfocytéw CD19 CAR-
-T zostala zaakceptowana przez FDA jako pierwsza
z terapii genowych/adoptywnych do leczenia dzieci
i mlodych dorostych z ostra biataczka limfoblastycz-
na (ALL — acute lymphoblastic leukemia) wywodza-
cq si¢ z limfocytéw B [29]. Ponadto w tym samym
roku terapie CD19 CAR-T zarejestrowano do lecze-
nia niektdérych typéw chloniakéw niehodgkinow-
skich (NHL — non-Hodgkin lymphoma) [10].

przeciwciato
monoklonalne

e

| generacja

scFv
®
region
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Rycina 2. Schematyczne przedstawienie poszczegalnych generacii czasteczek CAR. Zmodyfikowano na podstawie [31].
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Komérki NK ze wzgledu na swoje zdolnosci cytotok-
syczne sa komoérkami, ktére moga by¢ potencjalnie
stosowane w terapii CAR. Chociaz komérki NK sa
mniej podatne na modyfikacje genetyczne niz lim-
focyty T oraz wykazuja mniejszy potencjal prolifera-
cyjny, to ich wykorzystanie w terapii CAR moze mie¢
pewne zalety. Komérki NK maja rézne receptory ak-
tywujace, przez ktére moga wywierac efekt cytotok-
syczny wzgledem komérek nowotworowych, nieza-
leznie od aktywacji CAR. Zyskuje to szczegdlnie na
znaczeniu w sytuacji, kiedy na komérkach nowotwo-
rowych dochodzi do obnizenia ilosci czasteczek roz-
poznawanych przez CAR, np. CD19 [32], i w konse-
kwencji do upos$ledzenia cytotoksycznego dziatania
limfocytéw CAR-T.

Znacznym utrudnieniem do stosowania pierwot-
nych komoérek NK w terapii CAR jest duza trudnos¢
ich modyfikacji. Z tego wzgledu atrakcyjna opcja jest
wykorzystanie linii komérkowych wywodzacych sie
z komérek NK w immunoterapii nowotworéw. Naj-
bardziej zaawansowane badania dotycza linii komoér-
kowej NK-92 modyfikowanej CAR [33, 34, 35, 36].
Linia ta w przeciwienstwie do komérek pierwotnych,
stosunkowo tatwo poddaje sie modyfikacji przy uzy-
ciu transdukcji retro- lub lentiwirusowej i moze by¢
namnazana na duza skale [37]. Znaczna zaleta w wy-
korzystaniu komérek NK-92 w terapii CAR jest moz-
liwo$¢ uzyskania wystandaryzowanego produktu.
Komérki NK-92 CAR sa obecnie testowane w bada-
niach klinicznych i II fazy (tabela 1).

Tabela 1. Badania kliniczne z wykorzystaniem komaorek CAR NK-
92 (zrodto: clinicaltrials.gov, dane z stycznia 2019).

Testowany Numer
CAR iflivz badania
ostra biataczka limfoblastyczna
przewlekta biataczka limfoblastyczna
chtoniak grudkowy
CcD19 . X NCT02892695
chtoniak z komérek ptaszcza
chtoniak z matych limfocytéw B
chtoniak rozlany z duzych komérek B
HER2 glejak NCT03383978

Wptyw mikrosrodowiska nowotworu na terapie
z wykorzystaniem CAR

Wiekszo$¢ obecnie prowadzonych badan doty-
czacych komoérek efektorowych modyfikowanych
CAR dotyczy limfocytéw T. Zastosowanie komdrek
CAR-T jest jednak nadal do$¢ ograniczone w wypad-
ku guzéw litych [38], m. in. ze wzgledu na wyjatkowo

niekorzystne warunki panujace w mikrosrodowisku
nowotworu.

Wyijatek stanowia obiecujace wyniki dotyczace za-
stosowania limfocytéw CAR-T skierowanych prze-
ciw disialogangliozydowi GD-2 stosowanych w le-
czeniu neuroblastomy, gdzie u 3 z 11 leczonych
chorych udato si¢ uzyskac catkowity remisje [39].
Poza tymi doniesieniami limfocyty CAR-T do tej
pory nie odniosty spektakularnego sukcesu w lecze-
niu nowotwordw litych.

Wazna strategia w terapii CAR-T jest zwieksze-
nie infiltracji komérek CAR w obrebie nowotworu.
Przykladem takiego podejscia jest genetyczna mo-
dyfikacja limfocytow T jednocze$nie CAR oraz re-
ceptorami dla chemokin. Przykltadowo limfocy-
ty CAR-T anty-CD30 modyfikowane receptorem
CCR-4 wykazuja lepsza migracje oraz bardziej sku-
teczna eliminacje komoérek nowotworowych w mo-
delu mysim wzgledem komorek chloniaka Hodgkina
wydzielajacych CCL-17 oraz CCL-22 [40]. Podobnie
limfocyty CAR-T anty-GD2 z koekspresja CCR-2b
wykazywaly zwiekszona infiltracje wzgledem komé-
rek neuroblastoma, wydzielajacych CCL-2 [41].

Dotychczasowe obserwacje wskazuja, ze funkcjo-
nowanie limfocytow T zmodyfikowanych CAR
moze by¢ uposledzone pod wpltywem czynnikéw
obecnych w srodowisku nowotworu. Wykazano, ze
limfocyty CD19 CAR-T moga by¢ na przyklad ha-
mowane w wyniku aktywno$ci IDO katalizujacego
degradacje tryptofanu do kynureniny [42]. Wykaza-
no, ze komérki CD19 CAR-T nie s3 w stanie zaha-
mowac proliferacji komérek nowotworowych wy-
twarzajacych IDO, a sama akumulacja produktéw
szlaku kynureinowego prowadzi do uposledzenia
cytotoksycznosci i wytwarzania cytokin przez ko-
mérki CAR-T [42].

Stres oksydacyjny w mikrosrodowisku nowotworu
i jego wptyw na aktywno$é komérek NK

Stres oksydacyjny jest jednym z wielu czynnikéw
obecnych w mikro$rodowisku mogacym nasila¢
proces nowotworzenia [28]. Reaktywne formy tle-
nu (ROS - reactive oxygen species) sa wytwarzane
przez wszystkie komorki eukariotyczne jako ele-
ment fizjologicznych proceséw metabolicznych
i uczestnicza w przekazywaniu sygnatéw w wie-
lu procesach komérkowych. Do stresu oksydacyj-
nego dochodzi wéwczas, gdy rownowaga miedzy
powstawaniem ROS a mechanizmami antyoksy-
dacyjnymi jest zachwiana i przesunieta w kierun-
ku zwiekszonej generacji ROS. Niektére z nowo-
tworowych linii komérkowych produkuja znaczne
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ilo$ci nadtlenku wodoru (H,0,) [29]. Uwaza sie,
ze powstawanie znacznej ilosci ROS w komoérkach
nowotworowych moze wynikac przede wszystkim
ze zwigkszonej aktywnosci metabolicznej komorek,
dysfunkcji mitochondriéw, nasilonego przekazy-
wania sygnaléw wewnatrz komoérek [22]. Co wiecej
sama transformacja nowotworowa moze przyczy-
nia¢ sie do zwiekszonego wytwarzania ROS [23,
24]. Warto wspomnie¢, ze MDSC obecne w guzach
nowotworowych moga by¢ w znacznej mierze Zré6-
dlem ROS [12]. Nalezy takze podkresli¢, ze stoso-
wane leki przeciwnowotworowe mogg indukowac
stres oksydacyjny. Do znanych zwigzkéw o wyso-
kiej zdolnosci do wytwarzania ROS nalezg przede
wszystkim, antracykliny (np. doksorubicyna, epiru-
bicyna, daunorubicyna), leki alkilujace, kompleksy
platyny (np. cisplatyna, oksaliplatyna, karboplaty-
na), pochodne podofilotoksyny (np. etopozyd czy
tenipozytd) oraz zwiazki z grupy inhibitoréw to-
poizomerazy (np. topotekan czy irynotekan) [28].
Oproécz wymienionych powyzej przyczyn do Zrédet
mitochondrialnych oraz cytoplazmatycznych ROS
nalezy zaliczy¢ radioterapie, promieniowanie UV
czy dlugo utrzymujacy sie stan zapalny.

Przewlekly stres oksydacyjny wplywa na rézne eta-
py powstawania i rozwoju nowotworu. Uszkodzenia
DNA indukowane przez ROS odgrywaja role zaréw-
no w inicjacji procesu nowotworzenia, jak i transfor-
macji nowotworowej [43, 44, 45]. Zwiekszona pro-
dukcja ROS przyczynia sie do wiekszej niestabilnosci
genomowej i powstawania duzej ilo$ci mutacji w ko-
morkach nowotworowych [46]. Ponadto ROS powo-
duja zaburzenia w szlakach przekazywania sygnatow
w komoérkach. Przyktadowo, w raku piersi ROS po-
przez oksydacyjna inaktywacje niektérych bialek np.
PTPs, PTEN oraz CDC25A, prowadza do aktywacji
szlaku AKT i ERK, powodujac tym samym aktywacje
czynnikéw transkrypceyjnych, takich jak NRF-1, Jab1,
p27, ktére wplywaja na regulacje genéw odpowie-
dzialnych za cykl komérkowy, promujac tym samym
wzrost komoérek nowotworowych [47]. Konstytu-
tywnie zrédtem ROS w komérkach nowotworowych
moga by¢ zmutowane onkogeny, w szczeg6lnosci Ras
oraz Myc, ktérych ilo$¢ jest zwiekszona w réznych
typach nowotworéw [48, 49]. Pod wplywem ROS
moze dochodzi¢ do inaktywacji czynnikéw trans-
krypcyjnych STAT (signal transducer and activator
of transcription) w skutek utlenienia reszt cysteino-
wych [50].

Wysokie stezenie ROS moze prowadzi¢ do nekro-
tycznej $mierci komoérek, rowniez komédrek uktadu
odpornos$ciowego. Istnieja jednak pewne stezenia,
w ktérych limfocyty T w wyniku stresu oksydacyj-
nego indukowanego przez neutrofile, nadal przezy-

wajg, lecz ich funkcje sg ograniczone [51, 52]. Z kolei
wplyw stresu oksydacyjnego na komérki NK nie zo-
stal do tej pory dostatecznie zbadany. Dostepne dane
literaturowe wskazuja, ze pod wptywem ROS wytwa-
rzanych przez komérki mieloidalne, takie jak granu-
locyty [53] oraz monocyty [54] dochodzi do zaha-
mowania naturalnej cytotoksyczno$ci komoérek NK.
Dodatkowo wykazano, ze w wyniku aktywacji mono-
cytéw przez przeciwciala monoklonalne anty-CD20
dochodzi do wytwarzania ROS, ktére hamuja cyto-
toksyczno$¢ komoérek NK zalezna od rytuksymabu
czy ofatumumabu wzgledem komoérek przewlektlej
bialaczki limfocytowej (CLL — chronic lymphocytic
leukemia) oraz indukuja apoptoze komédrek NK [55].
Pod wplywem ROS wytwarzanych przez komérki
zerne dochodzi réwniez do selektywnego obnizenia
na powierzchni komérek CD56%™ ilosci receptoréw
o charakterze aktywujacym NKp46 oraz NKG2D,
czego nie zaobserwowano dla komérek CD56rieht
[56]. Okazuje sie, ze nie wszystkie subpopulacje ko-
morek NK sa jednakowo podatne na hamujace dzia-
tanie stresu oksydacyjnego. Przeprowadzone réwno-
legle badania przez dwa zespoly naukowe wykazaly,
ze komérki CD56¢" lepiej przezywaja w warun-
kach stresu oksydacyjnego w poréwnaniu do bar-
dziej dojrzatej populacji komérek CD56%™ [57, 58].
Wykazano réwniez, ze komérki CD56 ¢ sg w sta-
nie bardziej wydajnie neutralizowa¢ H,O, niz ko-
mérki CD56%™, co powiazano z wieksza powierzch-
niowa ekspresja tioli [58]. Interesujaca obserwacje
poczyniono u chorych z rakiem przelyku oraz zotad-
ka, gdzie zaobserwowano, ze ilo§¢ komérek CD564m
wsréd limfocytéw naciekajacych nowotwér odwrot-
nie koreluje z produkcja ROS przez komérki mielo-
idalne CD14+ [59]. Moze to posrednio wskazywaé
na obnizona tolerancje stresu oksydacyjnego przez
komorki CD56%™.

ROS powstaja w komérkach, gléwnie w mitochon-
driach, jako pétprodukty wytwarzania energii w fan-
cuchu oddechowym, ale moga by¢ réwniez produ-
kowane niezaleznie, przez enzymy z grupy oksydaz
NADPH (NOX1-5). Wszystkie enzymy NOX wyka-
zuja duze podobienistwo w budowie i funkgji, jednak
réznia sie wystepowaniem. NOX2 jest ograniczone
w znacznej mierze do komdrek linii mieloidalnej:
monocytéw, makrofagéw oraz granulocytéw i odpo-
wiada za wytwarzanie ROS w odpowiedzi na patoge-
ny. W badaniach na zwierzetach wykazano, ze my-
szy z usunietym genem dla NOX2 wykazuja mniejsza
tendencje do tworzenia przerzutéw w modelu czer-
niaka. Podobny efekt uzyskano z zastosowaniem in-
hibitora NOX2. Wydaje sie, ze zahamowanie NOX2,
a tym samym ograniczenie wytwarzania ROS przez
komorki mieloidalne utatwia eliminacje komérek no-
wotworowych czerniaka przez komorki NK [60].
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Zasadno$¢ strategii majacej na celu ochrone ko-
morek przed dziataniem stresu oksydacyjnego wy-
kazano réwniez w wypadku limfocytéw CAR-T.
W niedawno opublikowanej pracy limfocyty T mo-
dyfikowano plazmidem bicistronowym zawieraja-
cym sekwencje kodujace dla CAR oraz katalazy [61].
Wykazano, ze limfocyty CAR-T z koekspresja kata-
lazy (CAR-CAT T) wykazuja lepsza przezywalnos¢
w obecnosci H,O, oraz wykazuja wigeksza cytotok-
sycznos$¢ wzgledem komérek nowotworowych w po-
réownaniu do komérek kontrolnych. Zaobserwowa-
no réwniez, ze obecno$¢ limfocytéw CAR-CAT T
wywiera ochronny efekt wzgledem innych komérek
uktadu odporno$ciowego, komoérek NK i limfocytow
T [61].

Pomimo dotychczasowych sukceséw na polu tera-
pii z wykorzystaniem CAR, zastosowanie komoérek
modyfikowanych CAR nadal nie przynosi dosta-
tecznie satysfakcjonujacych rezultatow w wypad-
ku nowotwordw litych [62, 63]. Przyczyn jest wiele,
poczynajac od tego, ze limfocyty CAR musza otrzy-
mac¢ odpowiedni sygnal chemotaktyczny do efek-
tywnej infiltracji nowotworu, ktéra jest utrudniona
ze wzgledu na niefizjologiczny rozwéj unaczynienia
guza, obecnos¢ barier fizycznych w postaci komo-
rek podscieliska oraz naciekajacych komérek o cha-
rakterze supresorowym, po obecnos$¢ stresu oksy-
dacyjnego oraz szeregu metabolitéw i cytokin [62,
63]. Dlatego nadal istnieje potrzeba poszukiwania
nowych sposob6w ulepszenia terapii adoptywnych,
w szczegdlnosci terapii opartych o zastosowanie ko-
morek NK, co zostalo podjete w projekcie doktor-
skim.

WNIOSKI

Czynniki immunosupresyjne obecne w mikrosro-
dowisku nowotworu umozliwiaja komérkom no-
wotworowym unikanie odpowiedzi immunologicz-
nej i tym samym sprzyjaja rozwojowi nowotworu.
Jednym z istotnych elementéw $rodowiska nowo-
tworu, ktéry moze wptywac na komérki uktadu od-
pornosciowego jest nadmierny stres oksydacyjny.
W ostatnich latach zastosowanie komérek uktadu
odpornosciowego, w tym komérek NK i CAR-NK,
w adoptywnej terapii choréb nowotworowych zy-
skuje na znaczeniu. Doniesienia literaturowe wska-
zuj3, ze komorki NK naleza do komérek o zwigkszo-
nej wrazliwosci na stres oksydacyjny. Wychodzac
naprzeciw istotnym problemom wspélczesnej im-
munoterapii nowotworéw w pracy doktorskiej re-
alizowanej przy wspotfinansowaniu w ramach sty-
pendium naukowego przyznanego przez Naukowa

Fundacje Polpharmy, podjeto sie¢ zbadania mecha-
nizmdéw obrony komérek NK przed stresem oksy-
dacyjnym oraz opracowania strategii zmniejszaja-
cych wrazliwo$¢ komoérek NK na stres oksydacyjny.
W trakcie realizacji projektu doktorskiego zaob-
serwowano, ze komoérki NK sa szczegdlnie wrazli-
wa populacja limfocytéw na dzialanie stresu oksy-
dacyjnego. Podczas poszukiwania mechanizméw
obrony antyoksydacyjnej komoérek NK skupiono sie
na ukladzie enzyméw antyoksydacyjnych PRDX1-
-TXN1-TXNRDI, ktéry tworza peroksyredoksy-
na 1 (PRDX1) wraz z dwoma innymi enzymami za-
leznymi od grup tiolowych: tioredoksyna 1 (TXN1)
oraz reduktaza tioredoksyny 1 (TXNRD1). Uktad
ten uczestniczy w usuwaniu H,O, z komérek, chro-
niac je przed jego szkodliwym dziataniem. Wyka-
zano, ze manipulacja genetyczna prowadzaca do
zwiekszenia ilo$ci wybranych enzymdéw antyoksy-
dacyjnych, m.in. peroksyredoksyny 1 w komérkach
NK znacznie poprawia ich przezycie w niekorzyst-
nych warunkach stresu oksydacyjnego. Wprowa-
dzenie PRDX1 do komérek NK przekiada sie row-
niez na lepsze przezycie pierwotnych komérek CAR
NK w warunkach stresu oksydacyjnego.

Zapoznanie si¢ ze szczegélowymi wynikami prze-
prowadzonych badan bedzie wkrétce mozliwe po
opublikowaniu uzyskanych wynikéw w czasopi$émie
poswieconym tematyce immunoterapii nowotwo-
réw.

DALSZE KIERUNKI BADAN

Problematyka poruszona w pracy wskazuje na zna-
czenie nowego kierunku badan, majacego na celu
poprawe funkcjonowania limfocytéw cytotoksycz-
nych w niekorzystnych warunkach mikrosrodowi-
ska nowotworu. W niniejszej pracy skupiono sie na
wybranym elemencie mikrosrodowiska nowotworu
jakim jest stres oksydacyjny oraz jego szczegdlnie ha-
mujacym wplywie na aktywno$¢ komoérek NK oraz
komoérek CAR-NK. W pracy wykorzystano uprosz-
czone modele indukcji stresu oksydacyjnego, z tego
wzgledu planowane jest poszerzenie badan i prze-
prowadzenie doswiadczen w mysich modelach in
vivo. Ponadto podjecie powyzszej tematyki wyzna-
cza dalsze $ciezki badawcze, prowadzace do identy-
fikacji innych niekorzystnych czynnikéw panujacych
w mikro$rodowisku nowotworu oraz poszukiwanie
sposobdw poprawiajacych funkcjonowanie limfocy-
téw cytotoksycznych w tych warunkach. Poszerze-
nie wiedzy w tym obszarze moze w przysztosci przy-
czynic sie do lepszego wykorzystania immunoterapii
w leczeniu nowotwordw.
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Streszczenie

Terpeny, wtérne metabolity roélinne, od wielu lat sa przedmiotem za-
interesowan naukowcéw na calym swiecie. Wielokierunkowa aktyw-
no$¢ biologiczna tych substancji zacheca do poszukiwania posréd
nich zwiazkéw o potencjalnym zastosowaniu w leczeniu wielu cho-
réb, jak neurodegeneracyjne czy cukrzyca. W niniejszej pracy zostanie
przedstawione zagadnienie choroby Alzheimera oraz cukrzycy, w kie-
runku ktérych zostanie przeanalizowana aktywno$¢ biologiczna na-
turalnych terpenéw. Dostepne wyniki badan wskazujg na ich zadowa-
lajacg aktywnos¢ antyoksydacyjna oraz inhibicyjna w kierunku m.in.
AChE, BuChE (choroba Alzheimera) oraz a-amylazy i a-glukozydazy
(cukrzyca). Przedmiotem badan sa zaréwno ztozone olejki eteryczne,
takie jak szalwiowy, rozmarynowy, bazyliowy czy z melisy, bedace 7r6-
dtem naturalnych terpenéw, jak tez ich pojedyncze skladniki. Szcze-
gblna wage przywiazuje sie do monoterpendw, ktére stanowia gléw-
ne skladniki wielu olejkéw eterycznych. Sposréd przedstawionych
w pracy monoterpendw na szczegdlng uwage zastuguja substancje ta-
kie jak: ocymen, karwon, pulegon, a-felandren, ktére wykazuja zaréw-
no zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw, jak tez inhibicje AChE i Bu-
ChE, a takze a-pinen, cytal, limonen wykazujace zdolno$¢ hamowania
a-amylazy i a-glukozydazy.

Stowa kluczowe: terpeny, Alzheimer, AChE, antyoksydanty, a-amylaza,
a-glukozydaza

Abstract

Terpenes, secondary metabolites, are considered by scientists around
the World. Multidirectional biological activities of these substances en-
courage researchers to their detail analysis towards numerous diseases
such as neurodegenerative or metabolic. In the presented paper, authors
have focused on Alzheimer’s disease and diabetes as potential direction
of terpenes’ activity. According to available literature, terpenes exhibit
satisfactory antioxidant activity and ability to inhibition AChE, BuChE
(Alzhiemer’s disease) and a-amylase, a-glucosidase (diabetes). Basis of
the presented research are both essential oils obtained from plants such
as salvia, rosemary, basil and lemon balm being one of the main sour-
ce of natural terpenes, and single compounds. Special attention is paid
to monoterpenes as the main components of numerous essential oils.
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Among terpenes presented in the paper, activity of ocimene, carvone,
pulegone, a-phellandrene exhibiting activity towards both free radical
scavenging as well as AChE and BuChE inhibition, and a-pinene, ci-
tral, limonene that revealing inhibitory activity towards a-amylase and
a-glucosidase should be emphasized.

Keywords: terpenes, Alzheimer, AChE, antioxidants, a-amylase,

a-glucosidase

WSTEP

Terpeny, grupa wtérnych metabolitéw roslinnych,
jest szczegétowo badana w kierunku ich szerokie-
go spektrum wlasciwosci biologicznych, ktére po-
wszechnie wykorzystywane jest w farmacji. Jednym
z najcze$ciej badanych kierunkéw aktywnosci sub-
stancji naturalnych sa wlasciwosci antyoksydacyj-
ne oraz hamujace enzymy, takie jak acetylo- i bu-
tyrylocholinoesteraze (choroba Alzheimera) oraz
a-amylaze i a-glukozydaze (cukrzyca).

Choroba Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease,
AD) zostalta opisana po raz pierwszy w 1906 r.
przez niemieckiego psychiatre Alojzego Alzhe-
imera. Przeprowadzone przez niego badania post
mortem mozgu chorej kobiety ujawnity obecnos$é¢
specyficznych zewnatrzkomérkowych struktur,
bedacych zlogami biatka S-amyloidu, tworzacych
plytki starcze oraz wewnatrzkomoérkowych splat-
kéw neurofibrylarnych, bedacych kompleksami
hiperfosforylowanego biatka tau [1]. Wieloletnie
badania nad tym schorzeniem dowiodly jednak, ze
oprocz wspomnianych struktur, AD jest rowniez
zwiazana ze zmniejszona ilo$cia neuroprzekaznika
acetylocholiny (ACh), stresem oksydacyjnym czy
zwiekszonym naplywem jonéw wapnia do neuro-
now [2]. Wielu uczonych podkresla takze fakt, ze
obserwowane zmiany w mézgu moga by¢ nie tylko
przyczyna schorzenia, ale takze moga pojawiac sie
jako nastepstwo jego rozwoju. Pomimo wielolet-
nich badan naukowcy nie wskazali jednoznacznie,
ktéry z czynnikéw chorobotwérczych ma dominu-
jacy wplyw na jego rozwdj. Biorac pod uwage wie-
loczynnikowy charakter AD, najkorzystniejszym
rozwigzaniem w walce z choroba jest zatem znale-
zienie substancji aktywnej jednoczes$nie w kierun-
ku wiekszos$ci przyczyn choroby [3].

Obecnie dostepna terapia skupia sie na jednej
z przyczyn choroby, mianowicie zmniejszonej ilosci
neuroprzekaznika ACh. Agencja Zywnosci i Lekéw
(ang. Food and Drug Administration, FDA) dopu-
$cita leki oparte na inhibitorach acetylocholinoeste-

razy (AChE) oraz antagoniscie receptora N-metylo-
-D-asparaginianu (NMDA) [4, 5, 6]. Substancje te
dziataja jednokierunkowo, nie wplywajac na inne
przyczyny choroby. Jak podaje literatura, dtugo-
trwale przyjmowanie tych substancji negatywnie
wplywa na organizm. Pacjenci odczuwaja béle glo-
wy, nudnosci, zaburzenia orientacji, co jest bardzo
uciagzliwe zaréwno dla pacjentéw, jak i opiekundw.
Uwaga naukowcéw skupiona jest wigc na znalezie-
niu substancji dzialajacej wieloptaszczyznowo, kté-
ra jednocze$nie nie bedzie negatywnie wplywata na
organizm.

Podobnie, jak w przypadku choroby Alzheimera,
intensywne badania trwaja nad poszukiwaniem
lekéw skutecznych w walce z cukrzyca. Jak poka-
zuja statystyki, choroba ta jest coraz czesciej spo-
tykana w naszym spoleczenstwie i obecnie na ca-
tym $wiecie cierpi na nia ok. 350 mln ludzi. Wiemy,
ze jest to przewlekla choroba metaboliczna, kté-
rej podstawa jest zmniejszenie wrazliwo$ci na in-
suline lub zaburzenie jej wytwarzania, ktdrej ilos¢
nie wystarcza do prawidlowego metabolizmu cu-
kréw [7]. W zaleznosci od typu cukrzycy leczenie
opiera sie na przyjmowaniu doustnych lekéw prze-
ciwcukrzycowych badz insuliny w formie iniek-
cji. W obydwu przypadkach nieodzowna jest $ci-
sta kontrola poziomu cukru we krwi, zmiana diety
oraz aktywno$¢ fizyczna [8]. Od wielu lat trwaja
badania w kierunku udoskonalenia leczenia farma-
kologicznego. Jak pokazuja badania, zmniejszenie
trawienia weglowodanéw zlozonych pozytywnie
wplywa na zmniejszenie ilosci przyswajalnej gluko-
zy, co przeklada si¢ na normalizacje poziomu tego
cukru prostego we krwi. Uwaga naukowcéw sku-
piona jest wiec na znalezieniu substancji bedacej
inhibitorem enzyméw a-amylazy i a-glukozydazy
odpowiedzialnych za rozktad cukréw ztozonych do
najprostszej formy jaka jest glukoza [9]. Obecnie
stosowane leki nie stanowia mozliwie najlepszego
rozwigzania ze wzgledu na skutki uboczne dotyka-
jace uktad pokarmowy. Odwracalne zahamowanie
aktywnosci enzymoéw pozytywnie wplynie na po-
ziom glukozy we krwi.
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Rycina 1. Przyktady terpendw, ktérych aktywnos¢ biologiczna zostata przedstawiona w pracy.

Obecnym trendem w poszukiwaniu substancji lecz-
niczych sg olejki eteryczne wielu gatunkéw roélin.
Jak pokazuja badania, $wiat roslin jest niewyczer-
palnym Zrédiem substancji aktywnych, bedacych
podstawowym skfadnikiem szerokiej grupy obec-
nie stosowanych srodkéw leczniczych. W przedsta-
wionej pracy skupiono sie na terpenach, wtérnych
metabolitach roslinnych, wykazujacych wieloptasz-
czyznowa aktywnosc¢ biologiczna. W niniejszej pra-
cy zostana przedstawione badania wskazujace na
aktywno$¢ tych substancji w kierunku zmiatania
wolnych rodnikéw, inhibicji acetylo- i butyrylocho-
linoesterazy (choroba Alzheimera) oraz a-amylazy
i a-glukozydazy (cukrzyca).

TERPENY JAKO WTORNE METABOLITY ROSLINNE

Naturalne terpeny stanowia najwieksza grupe wtdr-
nych metabolitéw roslinnych. Dotychczas poznano
i opisano ok. 50 tys. tych zwigzkéw [10]. Ich gléw-
nym zrédlem sa olejki eteryczne wielu gatunkéw ro-
$lin. Jak pokazaly badania, rodzina Lamiaceae jest
jednym z najbogatszych Zrédel monoterpendw. War-
to wspomnie( tutaj o olejkach z roélin, takich jak me-
lisa lekarska, mieta pieprzowa czy bazylia pospolita
bedace zZrédtem terpenéw, takich jak menton, men-
tol, pulegon, karwon, izopulegol, linalol i wielu in-
nych [11].

Wiekszos¢ terpendw mozna przedstawi¢ za pomoca
ogdlnego wzoru (C.H,) , gdzie n oznacza liczbe pota-
czonych ze soba jednostek izoprenowych [12]. Pod-
stawowe grupy terpendéw to:

+ hemiterpeny (C_H,), np. izopren

+ monoterpeny (C, H ), np.limonen

+ seskwiterpeny (C H,,), np. farnezen

+ diterpeny (C, H, ), np. fitol

+ sesterpeny (C,H, ), np. ophiobolin

« triterpeny (C, H,), np. lanosterol

« tetraterpeny (C, H,,), np. grupa karotenoidéw
+ politerpeny (C_.H,) , np. gutaperka

Do grupy terpendéw naleza zaréwno weglowodory,
jak tez ich pochodne, czyli alkohole, aldehydy i keto-
ny okreslane wspdlna nazwg terpenoidéw. Rysunek 1.
przedstawia przyklady terpendw, ktérych aktywnosé
zostala opisana w niniejszej pracy. Duza réznorodno$c¢
strukturalna terpenéw wplywa na ich szerokie spek-
trum aktywnosci biologicznej. Warto wymienic tutaj
aktywnos¢ przeciwzapalng, uspokajajaca, przeciwgrzy-
bicza i przeciwdrobnoustrojowa [13, 14, 15].

Charakterystyczna cecha terpendéw jest takze ich
zdolno$¢ przenikania przez skore, co wynika z ich
wysokiej lipofilowosci. Substancje te, w tym m.in. li-
nalol, mentol, karwon i eukaliptol, wykorzystywane
sa w stymulacji transdermalnej lekow [16].
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WIELOKIERUNKOWA AKTYWNOSC TERPENOW

Aktywnos¢ antyoksydacyjna

Jedna z najcze$ciej badanych aktywnosci substan-
¢ji naturalnych jest ich zdolno$¢ zmiatania wolnych
rodnikéw. Jak powszechnie wiadomo, te reaktywne
czasteczki negatywnie wplywaja na caly organizm,
ktéry ustawicznie przeciwdziata ich kumulowa-
niu sie [17]. Pomimo endogennych mechanizméw
obronnych organizmu, jak enzymy antyoksyda-
cyjne, czesto dochodzi do zaburzenia réwnowagi
pomiedzy wytwarzaniem wolnych rodnikéw i ich
usuwaniem przez organizm. Zjawisko to, zwane
stresem oksydacyjnym, negatywnie oddziatuje na
wszystkie komoérki organizmu. Warto wspomnieé
o jego wplywie na zwiekszenie przepuszczalnosci
btony plazmatycznej, uszkodzeniach morfologicz-
nych komérek i DNA, obnizeniu poziomu ATP czy
peroksydacji lipidéw [18]. Szczegdlnie narazonym
na dziatanie wolnych rodnikéw jest mézg, co wy-
nika z wysokiego stezenia jon6w metali, bedacych
katalizatorem reakcji wolnorodnikowych [19]. Jak
pokazuja badania, stres oksydacyjny ma wplyw na
rozwoj wielu choréb, w tym choroby Alzheimera
[20]. Pozadane jest zatem, aby substancje aktywne
w walce z tym schorzeniem wykazywaly aktywnos¢
przeciwrodnikowa.

Bedace podstawa niniejszej pracy naturalne terpeny,
a takze olejki eteryczne, ktérych gtéwnymi sktadni-
kami sa wspomniane substancje, wykazuja wysoka
aktywnos$¢ antyoksydacyjna. W wielu przypadkach
gtéwnymi sktadnikami duzej grupy olejkéw eterycz-
nych sa monoterpeny, ktérym przypisuje sie zdol-
nos$¢ zmiatania wolnych rodnikéw. Wielu badaczy
przypisuje takze stosunkowo wysoka aktywno$¢ an-
tyoksydacyjna obecnym oddzialywaniom synergi-
stycznym ich gtéwnych sktadnikéw [21]. Badania
prowadzone na olejkach eterycznych wielu roslin,
w tym rodziny Lamiaceae, ujawnily ponad dzie-
wiecédziesiecioprocentowa zdolno$¢ zmiatania wol-
nych rodnikéw. Na uwage zasluguja olejki: szalwio-
wy, rozmarynowy oraz z melisy, w ktérych sktadzie
mozemy znalez¢ m.in. linalol, mentol, pulegon oraz
karwon [22, 23]. Warto wspomnie¢ o badaniach
przeprowadzonych na wybranej grupie 18 terpendw,
na podstawie ktérych wyznaczono zaleznosc¢ struk-
tura — aktywno$¢ antyoksydacyjna [24]. Jak pokazaly
badania, monoterpeny posiadajace sprzezone wigza-
nia podwéjne jak karwon, cytral, pulegon czy ocy-
men wykazuja znacznie wyzsza aktywnos¢ przeciw-
rodnikowa niz terpeny nieposiadajace tego elementu
struktury. Biorac pod uwage ten fakt, nalezy takze
zauwazy¢ wysoka aktywno$¢ olejkéow eterycznych
posiadajacych duzg zawartosc¢ tych substancji.

Wielu badaczy skupia uwage na analizie terpenéw
w kierunku zmiatania wolnych rodnikéw oraz prze-
ciwdzialania peroksydacji lipidéw. W tym przypad-
ku warto postuzy¢ sie badaniami Duarte i wsp. [25].
Autorzy pracy podkreslili wysoka aktywnos¢ linalo-
lu, ktéry ujawnil lepsza zdolno$¢ przeciwdzialania
peroksydacji lipidéw niz znany silny antyoksydant
BHT. Interesujacymi terpenami sa takze a- i 5-pinen,
ktére mozna znalez¢ w wielu gatunkach szatwii, mie-
ty oraz w drzewach iglastych. Wazne badania zosta-
ty przedstawione przez Porres-Martinez i wsp. [17],
w ktérych poruszono udzial a-pinenu w regulacji bi-
lansu redoks w komérkach. Warto wspomnie¢ takze
o wysokiej aktywno$ci przeciwutleniajacej izomerow
a- i y-terpinenu. Badania pokazaly wlasciwosci tych
substancji w stosunku do przeciwdziatania uszko-
dzeniom oksydacyjnym DNA oraz erytrocytéw. Kar-
won, bedacy sktadnikiem olejku Zanthoxylum ala-
tum przeciwdziala natomiast peroksydacji lipidow.

Oprécz monoterpenéw na uwage zasluguja takze
bardziej ztoZone terpeny, jak seskwiterpeny. Przykla-
dem moze by¢ farnezen, ktérego wysoka aktywnos¢
antyoksydacyjna przyciaga uwage naukowcéw bada-
jacych olejki eteryczne [24]. Jak pokazuja badania in
vivo przeprowadzone na myszach, zwiazek ten wyka-
zuje wlasciwosci chronigce DNA przed uszkodzenia-
mi oksydacyjnymi oraz zabezpiecza przed wzrostem
stezenia H,O, majacego toksyczny wplyw na komor-
ki organizmu [26].

Inhibicja acetylo- i butyrylocholinoesterazy

Acetylo- i butyrylocholinoesteraza (odpowiednio
AChE i BuChE) sa enzymami katalizujacymi hy-
drolize neuroprzekaznika acetylocholiny (ACh).
W prawidtowo funkcjonujacym organizmie istnie-
je rbwnowaga pomiedzy wytwarzaniem neuroprze-
kaznika przez neurony i jego rozkladem przez AChE.
W przypadku rozwoju AD dochodzi do wymiera-
nia neuronéw, co pociaga za sobg zmniejszona ilo§¢
wytwarzanej ACh [4]. Niski poziom acetylocholiny
w mozgu, bedacy podstawa hipotezy cholinergicz-
nej AD, przeklada sie na zaburzenia funkcji kogni-
tywnych. Pomimo zmniejszonej ilo$ci neuroprzekaz-
nika jest on nieprzerwanie rozktadany przez AChE
tak, jak w prawidlowo funkcjonujacym organizmie.
Jednym z rozwiazan tego problemu jest zastosowa-
nie inhibitoréw enzymu, co spowolni rozklad neu-
rotransmitera. Obecnie dostepne leki oparte sa na
inhibitorach AChE, np. galantaminie, jednak jak po-
kazuja badania, substancje te nie sa w petni odwra-
calnymi inhibitorami, co ma negatywny wplyw na
organizm [27, 28]. Celem badaczy na catym $wiecie
jest znalezienie substancji bedacej w pelni odwracal-
nym inhibitorem AChE, wykazujacym jednocze$nie
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aktywnos$¢ w kierunku innych mozliwych przyczyn
choroby.

Jedna z grup substancji naturalnych badanych w kie-
runku inhibicji AChE i BuChE sa naturalne terpe-
ny. Badania pokazuja, ze, zaréwno olejki eteryczne
bedace zlozona mieszaning terpendw, jak tez poje-
dyncze zwiazki wykazuja wspomniang aktywnos¢.
Rozpatrujac olejki eteryczne, warto wspomniec o ba-
daniach przeprowadzonych na olejku otrzymanym
z Satureja thymbra L. [29]. Ujawniono, ze ta zlozo-
na mieszanina terpenéw wykazuje zdolno$¢ hamo-
wania dziatania zaréwno AChE, jak tez BuChE, dla
ktérych IC,  wynosza odpowiednio 150pg/ml i 166
pg/ml. Sposrod sktadnikéw otrzymanego olejku naj-
wyzsza aktywnos$¢ wykazaty karwakrol i y-terpinen.
Podobne badania zostaly przeprowadzone dla olej-
ku otrzymanego z Stachys lavandulifolia Vahl (La-
miaceae) [30]. W tym przypadku ujawniono wysoka
aktywnos¢ diterpenu stachysolonu, dla ktérego IC,
w stosunku do BuChE wynidst 0,06 mg/ml. Badania
w kierunku inhibicji AChE ujawnily najwyzsza ak-
tywnos¢ 3-mircenu, 5-pinenu, kariofilenu i germa-
krenu. Oprécz wspomnianych wyzej roslin, wyso-
ka aktywnos¢ inhibicyjna wykazuja olejki eteryczne
z nastepujacych gatunkéw: Pimpinella anisoides V
Brig., Rosmarinus officinalis L., Blattella germianica
oraz wiele innych m.in. z rodzaju Pinus, Salvia oraz
Phlomis [31, 32, 33, 34].

Oproécz badan prowadzonych na zlozonych miesza-
ninach terpendw jakimi sg olejki eteryczne, analiza
sktadu i nastepnie badania sktadnikéw ujawnity, kté-
re substancje odpowiedzialne sa za ich wysoka ak-
tywnos¢. Zgodnie z badaniami przedstawionymi
przez Kaufmann i wsp. aktywno$¢ anty-AChE wy-
kazuja nastepujace terpeny: borneol, kamfen, kam-
for, karwakrol, karwon, 1,8-cyneol, cytral, cytrone-
lal, B-citronelol, geraniol, limonen, linalol, menton,
pB-mircen, myrtenal, nerol, a- i S-pinen, terpinen-
-4-ol, tymol i werbenon [35]. Ponadto wykazano,
ze cztery sposréd wymienionych substancji, tj. kar-
wakrol, 1,8-cyneol, myrtenal i werbenon wykaza-
ty aktywnos$¢ poréwnywalna z wykorzystywanymi
inhibitorami, takimi jak galantamina i fizostygmi-
na. Ciekawe badania zostaly takze przedstawione
przez Lopez i Pascual-Villalobos [36]. W tym przy-
padku wykorzystano osiem terpenéw: linalol, kam-
for, y-terpinen, geraniol, karwon, anetol, fenchon
i estragol. Badania przeprowadzone z zastosowa-
niem metody Ellmana ujawnity, iz wszystkie analizo-
wane zwiazki wykazuja odwracalna inhibicje AChE.
Najskuteczniejszymi inhibitorami okazaly sie lina-
lol i karwon, natomiast najstabszym geraniol. Zado-
walajaca aktywnos$¢ inhibicyjna terpenéw wykazano
takze w pracy badawczej przedstawionej przez Woj-

tunik-Kulesze i wsp. [37]. W tym przypadku wyko-
rzystano zaréwno badania in vitro i in silico. Otrzy-
mane wyniki badan wykazaly aktywnos¢ wiekszo$ci
zwiazkéw z wybranej grupy 18 terpendéw. Szczegé-
fowa analiza badan in vitro (metody Marstona i Ell-
mana) pokazata zadowalajaca aktywno$¢ m.in. kar-
wonu, linaloly, 5-myrcenu, cytronelalu, a-felandrenu
oraz pulegonu. W przypadku badan z wykorzysta-
niem modelowania molekularnego wykazano, ze
wszystkie substancje zostaly zadokowane w miejscu
aktywnym enzymu AChE. Warto wspomnie¢ o kar-
wonie, pulegonie i y-terpinenie, ktére po szczegédto-
wej analizie wszystkich otrzymanych wynikéw ba-
dan mozna przedstawic¢ jako potencjalne inhibitory
AChE.

Inhibicja a-amylazy i a-glukozydazy

Jedna z najcze$ciej wystepujacych choréb w naszym
spoleczenstwie jest cukrzyca. Pomimo wieloletnich
badan i rosnacej liczby chorych, schorzenie to na-
dal stanowi wyzwanie dla wspoélczesnej nauki. Jak
wspomniano wczeéniej, cukrzyca jest choroba meta-
boliczna wynikajaca z zaburzenia przemiany weglo-
wodandéw. Wysoki poziom cukru we krwi moze by¢
kontrolowany poprzez dobér odpowiedniej diety,
lecz w wigkszo$ci przypadkéw niezbedne jest lecze-
nie farmakologiczne. Jednym z rozwigzan w walce
z zaburzonym metabolizmem cukréw jest op6znie-
nie absorpcji glukozy. Mozemy osiagnac to poprzez
inhibicje a-amylazy i/lub a-glukozydazy, enzyméw
odpowiedzialnych za rozklad cukréw zlozonych do
ich najprostszej postaci [38, 39]. Zgodnie z dostepna
literatura, odwracalna inhibicja wspomnianych en-
zyméw prowadzi do pozadanego obnizenia pozio-
mu glukozy we krwi. Obecnie dostepne substancje
aktywne negatywnie wplywaja na uklad pokarmowy,
dlatego tez celem badan jest znalezienie inhibitoréw
wspomnianych enzymoéw, ktérych przyjmowanie nie
bedzie wigzalo sie ze skutkami ubocznymi [40].

Jedna z grup substancji naturalnych analizowanych
w kierunku inhibicji a-amylazy i a-glukozydazy sa
terpeny. Sposréd dostepnych badan warto wspo-
mnie¢ o analizie olejku eterycznego otrzymane-
go z Sideritis galatica, ktérego gtéwnymi skladni-
kami sa a-pinen (23%), B-pinen (32.2%), 5-ocymen
(9.5%), B-kariofilen (16.9%), germakren (1.2%) i tle-
nek kariofilenu (1.2%) [41]. Wyniki badani ujawnity
jego zadowalajaca aktywnos¢ zaréwno w stosunku
do a-amylazy (IC_, = 0,899 mg/ml) i a-glukozydazy
(IC,, = 0,632 mg/ml), dla ktérych wartosci IC,  wyka-
zaly warto$¢ podobna do akorbozy, inhibitora wyste-
pujacego w obecnie stosowanych lekach dla diabety-
kéw. Podobne badania zostaly przeprowadzone dla
olejku eterycznego otrzymanego z Harita cheirifolia
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L., ktérego gtéwnymi skladnikami sa a-pinen, kam-
fen, sabinen, p-cymen, mircen, a- i y-terpinen, ter-
pinolen, werbenol, werbenon i limonen [42]. W tym
przypadku badacze wykazali aktywnos$¢ inhibicyj-
na w stosunku do a-glukozydazy (IC_ 0,24 mg/ml).
Oprocz badan prowadzonych na zlozonych miesza-
ninach terpendw, znaczna cze$¢ analiz opiera sie na
pojedynczych substancjach, takich jak geraniol, ne-
rol, cytral, linalol, limonen, alkohol perylowy, citro-
nelol, mentol, terpineny i terpinolen [43]. Substancje
zostaly przebadane w kierunku zaréwno a-amylazy
i a-glukozydazy. Wyniki pokazaly wysoka aktywnos¢
inhibicyjna cytralu w stosunku do a-amylazy (45,7%
przy stezeniu 10 mM). W przypadku a-glukozydazy
najwyzsza aktywnos¢ ujawnity limonen i alkohol pe-
rylowy, dla ktérych osiagnieto aktywno$¢ na pozio-
mie odpowiednio 21,3% i 21,1%. Dostepna jest duza
grupa nowych terpenéw wyizolowanych z réznych
gatunkéw roélin, dla ktérych zostata okreslona struk-
tura chemiczna. Nalezy zwrdci¢ uwage na substan-
cje zaproponowane przez Wang i wsp. [44], Malmir
i wsp. [45], Jabeen i wsp. [46] oraz Ogawa i wsp. [47],
ktérzy przedstawiaja nowe terpeny jako potencjalne
inhibitory wspomnianych enzyméw.

WNIOSKI

Naturalne terpeny stanowia bogata grupe substancji
o wielokierunkowej aktywnosci biologicznej. Nale-
zy zauwazy¢, ze zaréwno pojedyncze substancje, jak
tez olejki eteryczne sa ustawicznie badane przez na-
ukowcow na calym $wiecie. Zgodnie z tym, co przed-

PISMIENNICTWO

stawiono powyzej, substancje te wykazuja zadowa-
lajaca aktywno$¢ zaréwno w kierunku zmiatania
wolnych rodnikéw oraz hamowania enzyméw AChE
i BuChE, jak tez inhibicji a-amylazy i a-glukozydazy.
Moga by¢ zatem rozpatrywane jako substancje o po-
tencjalnym zastosowaniu w leczeniu choroby Alzhe-
imera i cukrzycy.

W zwiazku z powyzszym, terpeny wykazuja wyso-
ka zdolno$¢ zmiatania wolnych rodnikéw. Zaréwno
olejki eteryczne, jak tez ich skladniki wykazuja zdol-
no$¢ przeciwdzialania jednej z przyczyn AD, czy-
li stresowi oksydacyjnemu. Najwyzsza aktywnos$cia
wyrdzniaja sie¢ m.in. pulegon, karwon, y-terpinen,
farnezen, ocymen oraz cytral. Oprécz wlasciwosci
antyoksydacyjnych, pozadang aktywnoscia terpe-
no6w jest ich zdolnos$¢ do inhibicji AChE. Przedsta-
wione badania pokazuja grupe terpendw jako zrédto
potencjalnych inhibitoréw wspomnianego enzy-
mu. Warto wspomnie¢ tutaj o karwonie, pulegonie,
y-terpinenie, karwakrolu oraz innych monoterpe-
nach, ktérych niskoczasteczkowy charakter pozy-
tywnie wplywa na ich przenikanie przez skére i blony
plazmatyczne. Podobnie wysoka aktywno$¢ inhibi-
cyjna terpeny wykazuja w stosunku do a-amylazy
i a-glukozydazy. Zadowalajaca aktywnosc¢ substan-
cji, takich jak cytral czy limonen sprawia, ze moga
by¢ rozpatrywane jako substancje o potencjalnym
zastosowaniu.

Podziekowania Wyrazy podzigkowania dla dr Lu-
kasza Ciesli za wsparcie merytoryczne podczas pro-
wadzenia badan.
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Streszczenie

Irisina, zwana tez iryzyna, to nowo odkryta adipomiokina wydzielana
pod wplywem aktywnosci fizycznej, majaca znaczacy wplyw na meta-
bolizm organizmu. Pod jej wplywem dochodzi do tzw. ,brazowienia”
biatej tkanki tluszczowej oraz zwiekszenia termogenezy. W ostatnim
czasie opisano zmiany stezenia irisiny w zaburzeniach czynnosci tar-
czycy.

Celem pracy jest przedstawienie zalozen rozprawy doktorskiej autor-
ki opisujacej zmiany stezenia irisiny w roznych stanach funkcjonalnych
tarczycy, sktadajacej sie z trzech publikacji powiazanych tematycznie,
oméwienie uzyskanych wynikéw oraz ich przedyskutowanie w kontek-
$cie najnowszych doniesien w tej dziedzinie.

Dotychczas opublikowane dane na temat zwiazku zaburzen czynnosci
tarczycy oraz stezenia irisiny wskazuja na znaczacy wplyw jawnej nad-
czynnosci i niedoczynnosci tarczycy na stezenie irisiny. Opisane zmia-
ny zachodza prawdopodobnie wskutek znaczacego wplywu zaburzen
czynnoéci tarczycy na metabolizm tkanki mie$niowej. Co wiecej, daja
one nadzieje na wykorzystanie tych zjawisk w praktyce klinicznej, ce-
lem zapewnienia bardziej optymalnej opieki nad pacjentami dotkniety-
mi zaburzeniami czynno$ci tarczycy.

Jednakze dostepne dane nie sa w pelni zgodne oraz wcigz brakuje du-
zych, randomizowanych, prospektywnych badan, mogacych w pet-
ni wyjasni¢ dotychczas opisane zjawiska. Wymagaja one dalszej ana-
lizy oraz doglebnej oceny stojacych za nimi patomechanizméw, celem
wdrozenia ich do praktyki kliniczne;j.

Stowa kluczowe: irisina, niedoczynno$¢ tarczycy, nadczynnosc tarczy-
cy, tkanka mie$niowa

Abstract:
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WPROWADZENIE

W zwiazku z duzym zagrozeniem dla zdrowia §wia-
towej populacji, jakim jest pojawienie sie epidemii
otylosci, w ostatnich latach zintensyfikowano bada-
nia nad hormonalnymi podtozami ludzkiego me-
tabolizmu. W szczegdélnosci dotyczy to czynnosci
hormonalnej tkanki miesniowej oraz tkanki ttusz-
czowej, bedacych waznym Zrédlem wydatkowania
i magazynowania energii w organizmie. Irisina, na-
zywana réwniez w polskiej literaturze iryzyna, jest
nowo odkrytym peptydem wydzielanym w gltow-
nej mierze przez tkanke miesniowa, a takze w nie-
wielkich ilosciach przez tkanke tluszczowa. Ta adi-
pomiokina zostata opisana po raz pierwszy w 2012
roku przez badaczy z Uniwersytetu Harvarda
[1]. Jest fragmentem domeny zewnatrzkomorko-
wej bialka FNDC5, kodowanego u ludzi przez gen
FNDCS, umiejscowiony na chromosomie 1 w po-
zycji 35.1. Zgodnie z dotychczas opublikowanymi
badaniami irisina jest wydzielana do krazenia pod
wplywem zwigkszonej aktywnosci fizycznej oraz
stymulacji PGC-1a — jednej z najistotniejszych cza-
steczek wplywajacych na metabolizm energetyczny

organizmu [1, 2, 3]. Pod wptywem wydzielania iri-
siny dochodzi w obrebie tkanki tluszczowej do na-
silenia proceséw zwiazanych z termogenezg, a tym
samym zwiekszonym wydatkowaniem energii.
Proces ten nazywamy ,brazowieniem” biatej tkan-
ki ttuszczowej, czyli procesem konwersji bialych
adipocytéow w bezowa tkanke tluszczowa, znacz-
nie bardziej aktywna metabolicznie przypomina-
jaca budowa i funkcja tkanke ttuszczowa brunat-
na [3, 4, 5]. Dotad jednak, pomimo intensywnych
badan, nie zidentyfikowano receptora dla irisiny.
Dzieki opisanym wlasciwosciom dopatruje sie roli
irisiny w pozytywnym wplywie aktywnosci fizycz-
nej na zdrowie. Réwnie istotny wplyw za metabo-
lizm organizmu maja réwniez hormony tarczycy.
Tyroksyna oraz biologicznie aktywna tréjjodotyro-
nina nasilaja termogeneze oraz kontroluja réwno-
wage energetyczng organizmu poprzez liczne szlaki
metaboliczne, réwniez poprzez wplyw na brazowa
tkanke tluszczowa [6, 7]. Z tego wzgledu w ostat-
nich latach pojawily sie doniesienia na temat wza-
jemnego wplywu zaburzen czynnosci tarczycy oraz
zmian stezenia irisiny w surowicy. Zmiany steze-
nia irisiny oraz ekspresji tkankowej genu FNDC5

2
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byty takze przedmiotem rozprawy doktorskiej dr n.
med. Ariadny Zybek-Kocik, stypendystki Naukowej
Fundacji Polpharmy. Obecna publikacja ma na celu
przedstawienie zalozen rozprawy doktorskiej skta-
dajacej sie z trzech publikacji powigzanych tema-
tycznie, omoéwienie uzyskanych wynikéw oraz ich
przedyskutowanie w kontekscie najnowszych do-
niesien w tej dziedzinie.

BADANIA

W chwili obecnej dostepnych jest stosunkowo nie-
wiele danych, zar6wno na modelach zwierzecych jak
i na pacjentach, majacych oceni¢ wzajemny wplyw
zaburzen czynnosci tarczycy oraz stezenia irisiny
w surowicy. Pierwsze badanie oceniajace zmiany ste-
zenia irisiny u pacjentéw dotknietych zaburzenia-
mi czynnosci tarczycy zostalo opublikowane w roku
2014 [8]. Udowodniono, Ze jawne zaburzenia czyn-
nosci tarczycy maja istotny wplyw na stezenie irisiny,
a pacjenci z niedoczynnoscia tarczycy maja nizsze
stezenie irisiny w poréwnaniu do pacjentéw dotknie-
tych nadczynnoscia gruczolu, jednakze na granicy
istotnosci statystycznej. Co wiecej, wykazano ujem-
ng korelacje pomiedzy poziomami irisiny i tyreotro-
piny (TSH), a takze dodatnia korelacje miedzy pozio-
mami irisiny i wolnej tyroksyny (fT4). Celem oceny
zaburzen tkanki miesniowej oceniono takze poziom
szeroko opisanego oraz uzywanego w praktyce kli-
nicznej markera destrukcji mie$niowej — kinazy kre-
atynowej (CK). Poziom CK byl ujemnie skorelowany
zar6wno ze stezeniami irisiny, jak i fT4 i wolnej tréj-
jodotyroniny (fT'3). Dalo to podstawe przypuszczac,
ze uwidocznione zmiany steZenia irisiny moga by¢
skutkiem uszkodzenia wiékien mie$niowych, opisy-
wanego wczesniej w odniesieniu do zaburzen czyn-
nosci tarczycy. Praca opublikowana w czasopi$mie
Peptides [8] byta pierwsza praca wchodzaca w sklad
cyklu publikacji.

Na podstawie doswiadczen z poprzedniego badania,
ten sam zesp6l opublikowal w roku 2016 badanie
opisujace wplyw dlugosci trwania zaburzen czyn-
nosci tarczycy na stezenie irisiny [9]. W badaniu
wzielo udzial 36 os6b — dwie grupy po 12 pacjentéw
z dlugotrwala i krétkotrwala jawna niedoczynnoscia
tarczycy oraz grupa kontrolna skiadajaca sie z 12
zdrowych oséb. Pacjenci z nowo zdiagnozowanag au-
toimmunologiczna choroba tarczycy stanowili gru-
pe z przypuszczalnym dlugotrwatym zaburzeniem
czynno$ci tarczycy, natomiast grupe z krétkotrwala
niedoczynnoscia stanowili pacjenci po calkowitej ty-
reoidektomii z powodu zréznicowanego raka tarczy-
cy, ktérzy nie pobierali preparatu L-tyroksyny czte-
ry tygodnie przed leczeniem radiojodem. W badaniu

stwierdzono istotnie nizsze stezenie irisiny w grupie
pacjentéw z dlugotrwajaca niedoczynnoscia tarczy-
cy w poréwnaniu ze stezeniem u pacjentéw z niedo-
czynno$cia krétkotrwala i w grupie kontrolnej, bez
istotnej statystycznie réznicy miedzy niedoczynno-
$cia krétkotrwala i w grupie kontrolnej. Co wazne,
nie uwidoczniono istotnej réznicy miedzy stezenia-
mi fT3ifT4 u pacjentéw z obu grup dotknietych nie-
doczynnoscia tarczycy. Stezenie CK bylo znaczaco
wyzsze w grupie z niedoczynnoscia dlugotrwajaca
niz u pacjentéw z grupy kontrolnej, bez istotnej réz-
nicy miedzy pacjentami z grup z niedoczynnoscia
tarczycy oraz pacjentami z krétkotrwata niedoczyn-
noscia i grupy kontrolnej. Poziom CK ponownie ko-
relowal negatywnie z poziomem irisiny [9].

Ostatnig praca opublikowana w ramach cyklu byta
praca z 2018 roku [10]. Byla to pierwsza praca,
zgodnie z wiedza Autordw, oceniajaca prospektyw-
nie wplyw zaburzen czynnosci tarczycy na steze-
nie irisiny na duzej grupie badanej. Lacznie bada-
niem objeto 119 pacjentdéw ze $wiezo rozpoznang
ciezka nadczynno$cia tarczycy lub niedoczynno-
$cia tarczycy — odpowiednio 55 i 64 oséb, oraz gru-
pe kontrolng 45 zdrowych oséb. Pacjentéw z niedo-
czynnoscia tarczycy ponownie podzielono, wedlug
schematu uzytego w poprzednim badaniu, na dwie
podgrupy: z domniemana dlugotrwalg niedoczyn-
no$cia spowodowana autoimmunologiczna cho-
roba tarczycy oraz z przypuszczalng krétkotrwata
niedoczynnos$cig tarczycy, u pacjentéow w trakcie
leczenia zréznicowanego raka tarczycy, po czaso-
wym odstawieniu leczenia L-tyroksyna przed le-
czeniem radiojodem. Stezenie TSH, fT4, fT3 i CK
nie réznily sie istotnie pomiedzy grupami dotknie-
tymi niedoczynno$cia tarczycy, bez wzgledu na
czas trwania zaburzenia. Stezenie irisiny, podob-
nie jak w badaniach poprzednich, bylo istotnie niz-
sze u pacjentéw z dlugotrwajaca niedoczynnoscia
tarczycy niz u pacjentéw z nadczynnoscia, krétko-
trwala niedoczynnoscia i oséb z grupy kontrolne;j.
Co wiecej, w ostatnim badaniu oceniono réwniez
stezenie w surowicy duzych bialek sarkomeru — ti-
tiny i dystrofiny. Mialo to na celu ocene ich przy-
datnosci jako markeréw glebokich zaburzen me-
tabolizmu tkanki mie$niowej. Zaobserwowano, ze
stezenia dystrofiny i titiny istotnie réznily sie po-
miedzy badanymi grupami, z tendencja do nizszych
stezen dystrofiny w grupie z dlugotrwajaca niedo-
czynnos$cia w poréwnaniu z grupa kontrolna oraz
nizszych stezen titiny w grupie z dtugotrwajaca nie-
doczynnoscig oraz nadczynnoscia tarczycy. Co wie-
cej, pacjenci z nadczynno$cia tarczycy mieli wyzsze
stezenia glukozy niz osoby z grupy kontrolnej. Na-
stepnie u wszystkich pacjentéw zastosowano odpo-
wiednie leczenie choroby podstawowej, majace na
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celu uzyskanie wyréwnania hormonalnego. Sred-
ni czas obserwacji wynosit 10,5 miesiaca dla grupy
pacjentéw z niedoczynno$cia tarczycy i 7 miesie-
cy dla grupy z nadczynnoscia. Warto podkresli¢, ze
przewlekle autoimmunologiczne zapalenie tarczy-
cy jest choroba rozwijajaca sie powoli, prowadzaca
do niedoczynnosci tarczycy, a w momencie rozpo-
czecia leczenia pacjenci jeszcze do czasu uzyskania
eutyreozy nie otrzymali pelnego wyréwnania hor-
monalnego przez wiele miesiecy. W tym czasie ich
tkanka mie$niowa pozostawata pod wplywem nie-
doczynnosci tarczycy o réznym nasileniu. Tak wiec,
u pacjentéw z dlugotrwata niedoczynnoscia tarczy-
cy, po osiagnieciu wyréwnania hormonalnego, uwi-
doczniono zmniejszona mase ciata, Body Mass In-
dex (BMI), mase bezttuszczowa, mase miesniowa
oraz stezenia CK, jak rowniez wzrost stezenia iri-
siny, do warto$ci obserwowanych w grupie kontro-
Inej. Spadek masy mie$niowej i masy ciata u tych
pacjentéw prawdopodobnie wynika z dlugotrwate-
go wplywu niedoczynno$ci tarczycy na tkanke mie-
$niowa w czasie pomiedzy rozpoczeciem leczenia
a uzyskaniem wyréwnania hormonalnego. Z kolei
w grupie pacjentéw z nadczynnoscia tarczycy wraz
z normalizacja stezenn TSH, fT'3ifT'4 zaobserwowa-
no wzrost masy ciala, BMI, masy tkanki tluszczowej,
odsetka tkanki tluszczowej i poziomu CK, a takze
spadek stezenia glukozy. Nie zaobserwowano w tej
grupie pacjentéw zmian stezenia irisiny. Podobnie
jak w badaniach poprzednich stwierdzono pozy-
tywna korelacje pomiedzy stezeniem irisiny a ste-
zeniem fT4 i fT3, natomiast CK korelowalo ujem-
nie ze stezeniem irisiny. Nie uwidoczniono korelacji
irisiny ze stezeniami dystrofiny i titiny. Nie stwier-
dzono réwniez zwiazku miedzy stezeniami irisiny
a mianami przeciwcial przeciwko peroksydazie tar-
czycowej (aTPO) i przeciwcial przeciwko recepto-
rowi TSH (TRAb). Uwidoczniono jedynie korela-
cje stezenia irisiny z mianem przeciwcial przeciwko
tyreoglobulinie (aTg), jednakze byta ona na granicy
istotnosci statystycznej. Uzyskane wyniki wskazu-
ja, ze prawdopodobnie obserwowane zmiany steze-
nia irisiny nie sa zwiazane z autoimmunologicznym
podlozem opisywanych zaburzen. Prawdopodobna
przyczyna jest natomiast plejotropowy wplyw ciez-
kich zaburzen czynno$ci tarczycy na tkanke mie-
$niowa. Wazna przestanka ku temu jest dynamika
zmian stezenia CK, bedacego uznanym a praktyce
klinicznej markerem destrukcji mie$niowej, a tak-
ze zmiany stezenia duzych bialek sarkomeru — ti-
tiny i dystrofiny, ktére takze moga sugerowac na-
silenie katabolizmu badz zaburzenie syntezy biatek
mie$niowych. Stezenie tych biatek w surowicy zo-
staly ocenione w ciezkich zaburzeniach czynnosci
tarczycy po raz pierwszy, celem oceny ich przydat-
nosci klinicznej w tej grupie pacjentéw. Dodatkowo,

przeanalizowano ekspresje genu FNDCS5 w préb-
kach tkanki tarczycy pobranych od 80 pacjentéw,
z rozpoznaniem wola guzkowego nietoksyczne-
go, wola toksycznego, choroby Gravesa-Basedowa
i raka brodawkowatego tarczycy, poddanych tyre-
oidektomii z powodéw niezwiazanych z badaniem.
Stwierdzono ekspresje genu FNDC5 we wszystkich
analizowanych prébkach. Stwierdzono nieznaczng
nadekspresje genu FNDC5 w tkance tarczycy u pa-
cjentow z wolem guzkowym toksycznym w poréw-
naniu z tkankami u pacjentéw dotknietych choroba
Gravesa-Basedowa, rakiem brodawkowatym tar-
czycy (pT'1/pT2) i prébkami kontrolnymi, na grani-
cy istotno$ci statystycznej. Podsumowujac, pacjenci
z dtugotrwajaca niedoczynnoscia tarczycy maja niz-
sze stezenie irisiny niz pacjenci z niedoczynno$cia
kroétkotrwala, nadczynnoscia tarczycy oraz osoby
z grupy kontrolnej. Natomiast obserwowane zmia-
ny stezenia irisiny w surowicy u pacjentéw z diugo-
trwala niedoczynno$cia tarczycy ulegaja normaliza-
cji wraz z uzyskaniem wyréwnania hormonalnego
i sa prawdopodobnie wynikiem przede wszystkim
przedluzonej miopatii. Zgodnie z uzyskanymi wy-
nikami badania genetycznego mozna przypuszczac,
ze zmiany stezenia irisiny najprawdopodobniej nie
sa zwiazane z ekspresja genu FNDC5 w tkance tar-
czycy. Co wiecej, ekspresja genu FNDC5 najpew-
niej nie jest takze zwigzana z rozwojem zmian zto-
$liwych w obrebie gruczotu tarczowego [10].

Podobna grupe badang, ztozona z pacjentéw u kté-
rych zaprzestano leczenia L-tyroksyna 4 tygodnie
przed planowanym leczeniem radiojodem z powo-
du zréznicowanego raka tarczycy, uzyskujac poréw-
nywalne wyniki opisali Panagiotou i wsp [11]. Oba
badania potwierdzaja, ze krétkotrwale zaburzenia
czynnosci tarczycy, nawet bardzo ciezkie, nie wply-
waja istotnie na stezenie irisiny. Nie stwierdzono tak-
ze wplywu subklinicznej niedoczynno$ci tarczycy na
stezenie irisiny [11]. Podobne wyniki, jezeli chodzi
o stezenie irisiny u pacjentéw leczonych z powodu
dlugotrwatej niedoczynnosci tarczycy, uzyskali Uc
i wsp. [12]. W tym badaniu stezenie irisiny u pacjen-
téw z niedoczynnoscia tarczycy spowodowang auto-
immunologicznym zapaleniem tarczycy bylo znacz-
nie nizsze niz w grupie kontrolnej, co wiecej ulegto
normalizacji po uzyskaniu wyréwnania hormonalne-
go. Uzyskano takze podobne obserwacje dotyczace
stezenia CK u tych pacjentéw. Nalezy jednak zauwa-
zy¢, ze badanie byto przeprowadzone na stosunkowo
niewielkiej grupie badanych (26 pacjentéw z niedo-
czynnoscia tarczycy oraz 19 zdrowych oséb w grupie
kontrolnej).

Niemniej jednak Ates i wsp. [13] w swoim badaniu
opisali, ze stezenie irisiny ulega zwiekszeniu u pa-
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cjentéw z niedoczynno$cia tarczycy, oraz ze oty-
fo$¢ jest niezaleznym czynnikiem ryzyka niedo-
czynnosci tarczycy. Jednakze, nalezy zauwazy¢, ze
wiekszos$¢ pacjentéw w grupie badanej byla do-
tknieta subkliniczng niedoczynno$cia tarczycy ze
$rednim stezeniem TSH 13.1 pIU/mL, a wiekszos¢
pacjentéw miata nadwage badz byla otyla, co mo-
glo w istotny sposéb wplynaé na uzyskane wyniki.
Pacjenci otyli maja bowiem znaczaco wyzsze steze-
nie irisiny niz osoby szczupte. [14, 15]. W badaniu
opisano takze pozytywna korelacje irisiny z waga
ciata, BMI, masa tkanki ttuszczowej, masa komor-
kowa ciata oraz bezttuszczowa masa ciata [13]. Po-
nownie wieksze stezenie irisiny u pacjentéw z sub-
kliniczna niedoczynnos$cia tarczycy opisali takze
Stratigou i wsp. [16]. Srednie stezenie TSH w gru-
pie badanej wynosito 8.6 13.1 uIU/mL. W tym bada-
niu nalezy jednak réwniez zwréci¢ uwage na wplyw
zwiekszonej ilosci tkanki ttuszczowej w grupie ba-
danej. Pacjenci z subkliniczna niedoczynno$cia tar-
czycy mieli istotnie wyzsza mase ciata, mase tkan-
ki ttuszczowej oraz BMI od grupy badanej. Obie
grupy mialy érednio powyzej 30% zawartosci tkan-
ki ttuszczowej w organizmie. Biorac pod uwage, ze
40% badanych stanowili mezczyZni, mogto to mie¢
zwiazek z uzyskanymi wynikami. Co wiecej, pa-
cjenci z niedoczynnos$cig tarczycy w poréwnaniu
do grupy kontrolnej mieli réwniez znaczaco wyz-
sze stezenie insuliny oraz glukozy, co moglo istotnie
wplyna¢ podane rezultaty. W czterech pozostalych
dotychczas opublikowanych badaniach zwrécono
takze uwage na wzrost stezenia irisiny w nadczyn-
nosci tarczycy [17, 18, 19, 20]. Poréwnanie uzyska-
nych wynikdéw jest trudne, ze wzgledu na fakt, ze
pierwsze dwa badania zostaly przeprowadzone na
modelu zwierzecym [18, 20] natomiast kolejne dwa
opisuja grupy pacjentéw o znacznie mniejszym na-
sileniu nadczynno$ci tarczycy (27.30(17) oraz 30
pmol/L(19)), niz w pracach opublikowanych przez
zespol z Poznania (55.05 pmol/L(10)).

Nalezy zaznaczy¢, ze zaréwno niedoczynnos¢ jak
inadczynno$¢ w znaczacy sposob wplywaja na funk-
cje tkanki mie$niowej. Zaburzenia czynnosci tarczy-
cy wplywaja w sposob ztozony na widkna mie$niowe,
powodujac zaburzenia funkcji, jak i niekiedy struk-
tury tkanki miesniowej. Hormony tarczycy, dziala-
jac na poziomie receptoréw jadrowych, reguluja eks-
presje przynajmniej 607 gené6w w obrebie komérek
mies$niowych zwigzanych przede wszystkim z me-
tabolizmem energetycznym [21]. W ostatnim ba-
daniu, wchodzacym w sktad cyklu publikacji, zwré-
cono uwage na obnizenie stezenia w surowicy titiny
i dystrofiny — duzych biatek strukturalnych sarko-
meru [22] — zaréwno u pacjentéw z nadczynnoscia
jak i niedoczynnoscia tarczycy. Zmiany te sugeruja

wystepowanie znacznych zaburzen funkcjonalnych
wlékien miesniowych u tych pacjentéw. Moze to su-
gerowad, jak juz weze$niej opisano, zaburzenia syn-
tezy lub tez nasilenie katabolizmu bialek mieénio-
wych skutkujace obserwowana klinicznie miopatia
u pacjentéw z zaburzeniami czynnosci tarczycy. Bio-
rac pod uwage omdéwione wcze$niej prace, spodzie-
waliby$my sie wzrostu stezenia irisiny u pacjentéw
z nadczynnoscia tarczycy [17, 18, 19, 20]. Przyczy-
ny tego zjawiska mozna upatrywac wlasnie w obser-
wowanych zmianach stezenia duzych biatek struktu-
ralnych sarkomeru, ktére moga wystepowac jedynie
u pacjentéw ze znacznym nasileniem nadczynnosci
tarczycy. By¢ moze u pacjentéw dotknietych nad-
czynnoscia tarczycy o mniejszym nasileniu opisane
zmiany stezenia titiny oraz dystrofiny nie wystepuja,
a wobec mniejszego negatywnego wplywu nadczyn-
nosci tarczycy na funkcje tkanki mie$niowej poziom
irisiny wzrasta, jak opisano w innych badaniach. Jed-
nakze, w badaniu wchodzacym w sktad rozprawy
doktorskiej osoby z nadczynno$cia tarczycy o nie-
wielkim nasileniu nie wchodzily w sklad grupy ba-
danej.

WNIOSKI

Whioski z dotychczas opublikowanych prac posred-
nio dostarczaja dowodéw na niezwykle korzystny
potencjalny wplyw aktywnosci fizycznej na wyniki
leczenia pacjentéw z niedoczynno$cia tarczycy, po-
przez poprawe masy mig$niowej oraz stezenia irisiny
w surowicy, a takze na mozliwos¢ przysztego zasto-
sowania nowych markeréw dysfunkcji miesniowej
(titiny i dystrofiny — duzych biatek strukturalnych
komorek miesniowych) w monitorowaniu leczenia
zaburzen czynnosci tarczycy.

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, doniesienn na temat wzajemnego
zwiazku stezenia irisiny w surowicy oraz ekspresji
genu FNDC5 w tarczycy jest w dostepnej literaturze
coraz wiecej. Warto zaznaczy¢, ze publikacje beda-
ce podstawa rozprawy doktorskiej dr n. med. Ariad-
ny Zybek-Kocik oraz wynikiem wieloletniej pracy
zespotu Kliniki Endokrynologii, Przemiany Materii
i Choréb Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu [8, 9, 10]
stanowia jedne z najbardziej warto$ciowych donie-
sieft w tej dziedzinie. Jednakze wciaz brakuje duzych,
randomizowanych, prospektywnych badan, moga-
cych w pelni wyjasni¢ dotychczas opisane zjawiska.
Wymagaja one dalszej analizy oraz dogtebnej oce-
ny stojacych za nimi patomechanizméw. Pozwoli to
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réwniez w przyszlosci w pelni wykorzysta¢ uzyskane
whnioski w praktyce klinicznej.

* Opisane publikacje oraz wnioski pochodza z roz-

prawy na stopien doktora nauk medycznych pt. ,Ba-
danie ekspresji tkankowej oraz zmian stezenia irisi-
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Nowe czynniki biatkowo-lipidowe
w patomechanizmie preeklampsji tagodnej

Novel protein-lipid factors in the pathomechanism of mild preeclampsia

Karol Charkiewicz Katedra i Klinika Poloznictwa i Perinatologii, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

W ponizszym opisie wynikow uwaga zostanie skupiona na nowych, wcze$niej
stabo albo w ogdle nie zbadanych czynnikach. Dwie publikacje, ktére sa pod-
stawa tego artykulu przegladowego byly finansowane z: Krajowego Naukowego
Osérodka Wiodacego w Biatymstoku w latach 2013 — 2017 (projekty o nume-
rach: 36/KNOW/2013 i 101/KNOW/2017), Narodowego Centrum Nauki
w ramach projektu Preludium (projekt o numerze: 2015/19/N/NZ5/01434),
Naukowej Fundacji Polpharmy w ramach stypendium za najlepszy doktorat
wdrozeniowy w roku 2017.

Streszczenie

Celem tego przegladu byta dyskusja nad nowymi bialkami i czynni-
kami lipidowymi oraz ich rola w patomechanizmie stanu przedrzu-
cawkowego. Omoéwione w przegladzie sfingolipidy: Sph (sfingozyna),
S1P (sfingozyno-1-fosforan), C20-Cer (ceramid zawierajacy kwas ara-
chidowy), C18-Cer (ceramid zawierajacy kwas stearynowy), C16-Cer
(ceramid zawierajacy kwas palmitynowy), C18: 1-cer (ceramid zawie-
rajacy kwas oleinowy), C22-Cer (ceramid zawierajacy kwas beheno-
wy) i C24: 1-Cer (ceramid zawierajacy kwas nerwonowy). Czynniki
angiogenne oméwione w przegladzie: Hb-EGF (czynnik wzrostu EGF
wiazacy sie z heparyna), HGF (czynnik wzrostu hepatocytéw), LIF
(czynnik hamujacy biataczke), leptyna, PDGF-BB (ptytkowy czynnik
wzrostu BB) i folistatyna. Na podstawie ustaleni z pi$miennictwa wy-
daje sie, ze czynniki bialkowe i lipidowe moga odgrywa¢ wazna role
w patogenezie stanu przedrzucawkowego, a istnieje wiele biatek i lipi-
doéw, ktére nie byty badane w osoczu kobiet z PE do tej pory. W prze-
gladzie tym omoéwiliSmy kilka nowych $ciezek w patomechanizmie
stanu przedrzucawkowego.

Stowa kluczowe: preeklampsja, czynniki angiogenne, sfingolipidy

Abstract
Wplyneto: 10-01-2019
Zaakceptowano: 10-05-2019 The aim of this review was discussion on the new protein and lipid
Opublikowano: 20-05-2019 factors and their role in the pathomechanism of preeclampsia. Sphin-

golipids discussed in the review: Sph (sphingosine), S1P (sphingo-
sine-1-phosphate), C20-Cer (ceramides containing arachidic acid),
C18-Cer (ceramides containing stearic acid), C16-Cer (ceramides con-
taining palmitic acid), C18: 1-Cer (ceramides containing oleic acid),
C22-Cer (ceramide containing behenic acid) and C24: 1-Cer (cerami-
des containing nervonic acid). Angiogenic factors discussed in the re-
view: Hb-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor), HGF (hepato-
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role in the pathogenesis of preeclampsia, and there are many prote-
ins and lipids that have not been studied in plasma of women with PE
to date. We showed a few new pathways in pathomechanism of pre-

eclampsia.

Key words: preeclampsia, angiogenic factors, sphingolipids

WSTEP

Preeklampsja (stan przedrzucawkowy, PE) jest cho-
roba wystepujaca w przypadku 3-5% ciaz w Europie
Zachodniej i Ameryce Péinocnej [1]. Odnotowuje sie
okoto 8,5 mln przypadkéw rocznie na calym $wiecie
[2]; jest najczestsza przyczyna $miertelnosci kobiet
w cigzy. Klinicznie schorzenie to wiaze si¢ z nadci-
$nieniem >140/90 mmHg i bialkomoczem >0,3 g/24
godz., wystepujacymi po 20 tygodniu ciazy, u kobiet
z wezesniej stwierdzonym prawidtowym ci$nieniem
i brakiem biatka w moczu [3]. Ocenia sie, Ze niemal
u 35% kobiet z nadci$nieniem ciagzowym przed 34
tyg. ciazy rozwinie sie preeklampsja. Przebieg stanu
przedrzucawkowego jest osobniczo zmienny, moze
przebiegac¢ z réznym stopniem nasilenia nadci$nienia
tetniczego i biatkomoczu, lub moze by¢ powiklany
zespolem HELLP (hemolytic anemia, elevated liver
enzymes, low platelet count) oraz rzucawka [4]. Do
objawow towarzyszacych nalezg uogélnione obrze-
ki, bél gtowy oraz zaburzenia widzenia, a w ciezszych
przypadkach moze wystapi¢ niewydolno$¢ watroby
i nerek, zaburzenia krzepniecia, zespé! niewydolno-
$ci oddechowej oraz wewnatrzmaciczne ogranicze-
nie wzrastania ptodu [3, 4].

Dla prawidlowego wzrostu i rozwoju plodu niezbed-
na jest przebudowa tetnic spiralnych w $cianie maci-
cy pomiedzy 10 a 16 tygodniem cigzy. W wyniku tych
przemian tetnice spiralne zmieniaja sie z tetnic o niskim
przeplywie krwi i wysokiej opornosci, w tetnice z szyb-
kim przeplywem krwi i niskim oporem, zapewniajac
odpowiedni przeptyw krwi przez tozysko, a wiec nor-
malny rozwdj ptodu [5]. W stanie przedrzucawkowym
przebudowa $cian naczyn w fozysku jest uposledzona,
co powoduje zwezenie tetnic spiralnych i niewystar-
czajace dostarczanie tlenu i sktadnikéw odzywczych do
plodu. W efekcie zahamowany jest prawidlowy rozwoj
plodu [5]. Niedokrwienie fozyska powoduje uwolnie-
nie czynnikéw biatkowych i lipidowych zaburzajacych
réwnowage angiogenna, czyli rtéwnowage pomiedzy
czynnikami pro i antyangiogennymi [6].

Mimo wielu hipotez, patogeneza stanu przedrzucaw-
kowego nie zostata jednoznacznie ustalona, a najsku-
teczniejszym ,lekarstwem” jest pordd [5].

Istnieje wiele czynnikéw ryzyka wystapienia pre-
eklampsji. Naleza do nich m.in.: otylo$¢, nieprawi-
dlowy profil lipidowy, cukrzyca typu 2, insulinoopor-
nos¢, cukrzyca ciazowa, wiek matki ponizej 20 r.z.
i powyzej 35 r.z., ciagza mnoga, pierwsza cigza, ple¢
meska plodu, zespol antyfosfolipidowy, infekcje drog
moczowych, preeklampsja w wywiadzie rodzinnym,
choroby sercowo-naczyniowe wystepujace przed zaj-
$ciem w cigze [1, 7].

W literaturze najbardziej popularne badania oma-
wiaja wspolwystepowanie zespolu metabolicznego
i PE [8]. Naukowcy omawiaja posrednia zaleznos¢
miedzy PE a wzrostem poziomu wolnych kwaséw
tluszczowych we krwi pacjentek. Jesli weZzmiemy
pod uwage fakt, ze podwyzszone poziomy nasyco-
nych kwaséw tluszczowych pobudzaja wewnatrzko-
morkowa synteze sfingolipidéw, mozna postulowac,
ze sfingolipidy sa elementem, ktéry taczy nieprawi-
dlowosci lipidowe i stan przedrzucawkowy [9]. Do-
datkowo, wiadomo, ze IL-6 i TNF-alfa, a takze MCP-
11PAI-1 stymuluja lipolize, a tym samym uwalnianie
wolnych kwaséw tluszczowych z tkanki ttuszczowej;
wolne kwasy tluszczowe sa substratami do syntezy
sfingolipidéw [10, 11]. Moga istnie¢ dodatkowe za-
leznosci miedzy kwasami tluszczowymi i np. tria-
cyloglicerolami, diacyloglicerolami a obojetnymi
lipidami, ktére sa substratami do syntezy biologicz-
nie aktywnych lipidéw [12]. Konkretnie, triglicery-
dy (TG) sa jednym z najwazniejszych typow lipidéw
w PE. Niedawno wykazano, ze wérdéd kobiet z tagod-
na PE, stezenie TG znaczaco wzrosto w poréwnaniu
ze zdrowymi kobietami w ciazy. Pozwolilo to zrozu-
mie¢ zalezno$ci pomiedzy kwasami tluszczowymi
i metabolizmem sfingolipidowym oraz ich wplywem
na lipotoksyczno$¢ w PE [13, 14].

W literaturze sugeruje sie, ze cytokiny i lipidy
moga by¢ zaangazowane w mechanizm moleku-
larny zainicjowany przez matczyna odpowiedz
immunologiczna na ptodowa cze$¢ tozyska. Ak-
tywacja ukltadu immunologicznego jest zwigzana
z pochodzeniem PE i innymi czynnikami, w tym
chemokinami, aktywowanymi neutrofilami i dys-
funkcja $rédbtonka. Uwaza sie, ze dzieki temu
mechanizmowi zaburzenie poziomu biologicznie
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aktywnych lipidéw jest réwniez zwiazane z patofi-
zjologia tego zespolu [12, 15].

METODYKA

W niniejszym przegladzie zostana oméwione inno-
wacyjne wyniki badan opublikowanie w dwéch arty-
kutach dotyczacych analizy 60 czynnikéw angiogen-
nychi 11 sfingolipidéw:

1. Charkiewicz K., Jasinska E., Goscik J., Koc-Zo-
rawska E., Zorawski M., Kuc P,, Raba G., Kluz T.,
Kalinka J., Sakowicz A., Laudanski P. ,Angiogenic
factor screening in women with mild preeclampsia
— New and significant proteins in plasma’, Cytoki-
ne, 2017 May [16].

2. Charkiewicz K., Goscik J., Blachnio-Zabielska A.,
Raba G., Sakowicz A., Kalinka J., Chabowski A.,
Laudanski P. “Sphingolipids as a new factor in the
pathomechanism of preeclampsia — Mass spectro-
metry analysis’, PLoS One, 2017 May [17].

CZYNNIKI ANGIOGENNE | ANALIZA
MAKROMACIERZY

Naukowcy przeanalizowali 60 czynnikéw angiogen-
nych w osoczu kobiet z preeklampsja tagodna oraz
kobiet ciezarnych z niepowiklana ciaza za pomoca
makromacierzy biatkowych. Stwierdzono statystycz-
nie istotne zmniejszone stezenie folistatyny w osoczu
kobiet z PE. Poziom tego biatka w literaturze nie byt
wyraznie ustalony dla PE i istnieje wiele sprzecznych
doniesien. Keelan i wsp. [18] wykazali podwyzszo-
ny poziom tego czynnika w surowicy kobiety z PE
w poréwnaniu ze zdrowymi kobietami w ciazy [25],
aD’Antona i wsp. [19] nie stwierdzili znaczacych r6z-
nic miedzy takimi samymi grupami badanymi. Co
ciekawe, aktywina A i folistatyna sg dynamicznie re-
gulowane podczas cigzy u ludzi i oba biatka sa za-
angazowane w fizjologie ciazy [20]. Folistatyna sama
w sobie nie odgrywa znaczacej roli podczas ciazy, ale
wiazac aktywine A, reguluje jej poziom. Z drugiej
strony aktywina A bezposérednio stymuluje uwalnia-
nie hCG (gonadotropina kosméwkowa) i progestero-
nu z trofoblastu tozyskowego, folistatyna ma posred-
ni wplyw na rozwdj zarodka i ciaze [21]. Jesli stezenie
folistatyny w PE jest niskie to stezenie biatka wiaza-
nego przez folistatyne, czyli aktywiny A, powinno
by¢ wysokie, co ma miejsce w PE. Ponadto folistatyna
ma $cisty zwiazek z VEGF (§rédbtonkowo-naczynio-
wy czynnik wzrostu), ktérego niedobdr jest podsta-
wa PE. Badania przeprowadzone przez Oh i wsp. [22]
ujawnily, ze VEGF ma pozytywny wplyw na ekspre-

sje genu folistatyny. W naszym badaniu stwierdzo-
no obnizony poziom zaréwno VEGF jak i folistaty-
ny w osoczu kobiet z PE. A zatem, obnizony poziom
VEGF moze by¢ odpowiedzialny za brak ekspresji
genu folistatyny, co powoduje niski poziom tego bial-
ka w PE.

Ogdlnie przyjmuje sig, ze niedokrwienie tozyska pro-
wadzi do stresu oksydacyjnego i indukuje apoptoze
tozyska [23], stymulujac matczyna odpowiedZ immu-
nologiczna [24]. Saito i in. [25] wykazali brak réwno-
wagi miedzy frakcjami limfocytéw Thl i Th2 w krwi
obwodowej pacjentek w stanie przedrzucawkowym
w poréwnaniu ze zdrowymi kobietami. Charaktery-
styczne ,przesuniecie preeklamptyczne” w kierun-
ku odpornosci typu Thl (w niepowiktanej ciazy do-
minuje odporno$¢ Th2) zostato potwierdzone przez
Szarke i wsp. Autorzy stwierdzili zwiekszone steze-
nie cytokin wytwarzanych przez Th1[34]. Wyniki ba-
dan Charkiewicza i wsp. wykazaly podwyzszone po-
ziomy niektérych markeréw stanu zapalnego, takich
jak IFN-gamma (interferon gamma), IL-6 (interleuki-
na 6) i IP-10 (proteina 10 indukowana przez interfe-
ron gamma) w PE [25, 26, 27, 28].

Charkiewicz i wsp. odkryli zwiekszone poziomy
trzech biatek w osoczu kobiet z Hb-EGF (czynnik
wzrostu EGF wigzacy sie z heparyna), HGF (czynnik
wzrostu hepatocytéw), PDGF-BB (plytkowy czyn-
nik wzrostu BB). To odkrycie jest nowym elemen-
tem wiedzy o PE. Czynniki odgrywaja kluczowa role
w rozwoju ciazy, a w szczegdlnosci sa zaangazowa-
ne w rozprzestrzenianie, migracje i inwazje komé-
rek trofoblastu, a zatem w proces przebudowy tet-
nic spiralnych w fozysku ciezarnych [29, 30]. Z tego
powodu w literaturze naukowej, HB-EGF i HGF sa
czesto analizowane w tozysku. Badania wykazaly
zmniejszenie stezenia HB-EGF i HGF w komdrkach
mezenchymalnych i cytotrofoblastu [30, 31], co
podkresla role tych bialek jako promotoréw wzro-
stu fozyska. Wyniki te wydaja sie sprzeczne z po-
przednimi ustaleniami (wzrost poziomu we krwi);
jednakze Lala i wsp. [30] stwierdzili, ze poziom tych
biatek w fozysku kobiet z PE nie koreluje z ich pozio-
mem we krwi. Jak widaé¢ powyzej, zmniejszone po-
ziomy bialek angiogennych w fozysku niekoniecznie
musza odzwierciedla¢ poziomy tych biatek we krwi.
Robinson i wsp. [32] nie stwierdzili znaczacych réz-
nic w stezeniach HGF pomiedzy zdrowymi kobie-
tami w ciazy i kobietami, u ktérych pdzniej rozwi-
neta sie PE. Ostatnie badania wskazuja, ze HGF jest
zaangazowany we wzrost i rozrost tozyska, oraz
ze hamowanie produkcji HGF w modelu zwierze-
cym powoduje $§mier¢ wewnatrzmaciczna z powo-
du niewydolno$ci fozyska [33]. Wyniki tych badan
sa zgodne z naszymi wynikami. Mozna zalozy¢, ze
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wysokie poziomy HGF moga powodowac¢ wysycenie
wiazacego receptor biatka HGF (S-Met), co z kolei
powoduje niski poziom wolnej frakcji S-Met. Dru-
gie bialko, HB-EGF, bierze udzial w bardzo wcze-
snych stadiach rozwoju zarodkowego i pojawia sie
w czwartym dniu ciazy w komdrkach nabtonka ma-
cicy. Embrionalna indukcja HB-EGF dostarczyla
informacji o pierwszych dniach, w ktérych blasto-
cysty wysylaja sygnaly w celu przygotowania $ro-
dowiska matczynego w macicy dla prawidlowego
wzrostu zarodka [34]. Dodatkowo naukowcy ujaw-
nili, ze ekspresja HB-EGF przez komérki trofoblastu
rozwijajacego sie fozyska wydaje sie regulowaé réz-
nicowanie i zapewnia¢ cytoprotekcje w nieprzyja-
znym $rodowisku [35]. Dlatego nie ma watpliwosci
co do nadekspresji HB-EGF we krwi matek, ktéry
odgrywa wazna role w rozwoju embrionalnym i fo-
zyskowym, ale moze prowadzi¢ do nieprawidtowo-
$ci lezacych u podstaw PE. Kolejne bialko, miano-
wicie PDGF-BB, jest mitogennym peptydem, ktéry
wraz z estrogenem, odgrywa wazna role w regulo-
waniu prawidlowego przebiegu ciazy, a mianowicie
poprzez proliferacje komérek miesniowych i akty-
wacje kinazy tyrozynowej, wapnia oraz kinazy bial-
kowej C [36]. Receptory PDGF znaleziono w tetni-
cy macicznej podczas cigzy [37, 38]. Meng et al. [39]
stwierdzili podwyzszone stezenia PDGF-BB w krwi
kobiet z PE w poréwnaniu do zdrowych ciezarnych.
PDGEF-BB odgrywa role w prawidltowej ciazy, ale
jego doktadna rola nie jest znana. Mozna jednak za-
tozy¢, ze zakldcenia w poziomie tego biatka wpty-
waja na rozwdj stanu przedrzucawkowego. Trudno
jest jasno zidentyfikowaé potencjalne $ciezki mole-
kularne, w przebiegu ktérych moga rosnac stezenia
HGEF, HB-EGF i PDGF-BB. Jednak szczegélnie in-
teresujace jest powiazanie tych biatek z procesami
komoérkowej apoptozy, co wykazano w badaniach
nad indukcja $mierci komdrkowej i guzow [40, 41].
Wydaje sie dlatego, ze wlasnie te trzy biatka moga
potencjalnie bra¢ udziat w zaburzeniach proceséw
apoptozy w przebiegu PE.

Charkiewicz i wsp. wykazali zwigkszone stezenie
biatka LIF (czynnik hamujacy biataczke) w osoczu
kobiet w stanie przedrzucawkowym. Chociaz nie ma
dostepnych w literaturze badan oceniajacych steze-
nie LIF w osoczu kobiet z PE, istnieje potencjalne
wyjasnienie wyzszych pozioméw LIF w naszym eks-
perymencie. Co ciekawe, Reister i wsp. [42] wykaza-
li wzrost liczby komérek NK (Natural Killer) w ma-
cicy i wokot tetnic spiralnych kobiet z PE. Van der
Meer i wsp. [43] odkryli, Ze biatko LIF jest produko-
wane przez komérki NK w tozysku ciezarnych. LIF
to biatko nalezace do tej samej klasy cytokin co IL-6,
a oba odgrywaja role w rozwoju ciazy poprzez wspo-
maganie réznicowania doczesnej i fozyska, jak row-

niez rozwdj zarodka [44]. Dodatkowo LIF reguluje
funkcje trofoblastu poprzez promowanie prolifera-
¢ji, inwazji i r6znicowania. Sharkey i wsp. stwierdzi-
li wysoki poziom ekspresji receptoréw LIF w ludz-
kim trofoblascie, komdrkach $r6dblonka kosmkéw
i leukocytach ptodowych [45]. U nieptodnych ko-
biet zaobserwowano réwniez obnizony poziom LIF
z uszkodzeniem implantacji [46]. Podsumowujac,
zaréwno nadwyzka jak i deficyt LIF podczas ciazy
moze prowadzi¢ do zaburzen poczatkowego rozwo-
juplodui,remodelingu” fozyska.

Stwierdzono réwniez podwyzszony poziom leptyny
w PE. Wiele badan wydaje sie potwierdzac¢ ten wy-
nik. Badania pokazuja, ze biatko to odgrywa zna-
czaca role w fizjologii ciazy [47, 48]. Leptyna jest
adipoking zaangazowana w modulacje uczucia sy-
tosci, homeostazy energii i wielu innych procesow
podczas ciazy. Leptyna wytwarzana jest przez lozy-
sko, a jej stezenie zwiekszaja sie pod koniec drugie-
go trymestru cigzy. Dodatkowo wykazano, ze lep-
tyna jest wazna dla wymiany matczyno-plodowej,
czyli procesy regulujace wzrost i rozwéj (matczy-
ny transport aminokwaséw przez tozysko plodu)
(57,58). U otylych kobiet w ciazy wystepuje opor-
no$¢ na leptyne, co hamuje nadmierny transport
aminokwas6éw do ptodu. Dlatego naukowcy uwa-
zaja, ze w ciazy u kobiet ze stanem przedrzucaw-
kowym wystepuje nadprodukcja leptyny, poniewaz
stan przedrzucawkowy prowadzi do ograniczenia
wzrostu ptodu. Podwyzszony poziom leptyny moze
skutkowa¢ zwiekszeniem transportu aminokwaséw
do ptodu i wplywaé najego wzrost. Moze to by¢ po-
tencjalny mechanizm, ktéry zabezpiecza normalny
wzrost plodu [49].

SFINGOLIPIDY | ANALIZA TANDEMOWA
SPEKTROMETRIA MAS

Sfingolipidy, zwlaszcza ceramidy, sa biologicznie
czynnymi lipidami, ktére biora udzial w wielu proce-
sach metabolicznych w organizmie czlowieka. Jed-
ng z ich funkcji jest transdukcja sygnalu w apoptozie
i autofagii komoérkowej [52, 53]. Wiadomo, ze w pa-
togenezie PE decydujaca role odgrywa nieprawidlo-
wa implantacja trofoblastu w tetnicach spiralnych
macicy, co prowadzi do niedokrwienia fozyska i stre-
su oksydacyjnego, a w konsekwencji prowadzi do
apoptoz komoérek, uwolnieniem czynnikéw tozysko-
wych (w tym zapalnych biatek) i brakiem réwnowagi
pomiedzy czynnikami pro- i antyangiogennymi [54,
55, 56]. Ze wzgledu na stres oksydacyjny i zaburzone
procesy apoptozy w stanie przedrzucawkowym moz-
na zatozy¢, ze sfingolipidy moga odgrywac znaczaca
role w patogenezie PE.
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Co ciekawe, Charkiewicz i wsp. wskazali na brak zna-
czacych réznic w poziomach sfingolipidéw wsrod
trzech frakcji krwi. Przed eksperymentem naukowcy
postawili hipoteze, ze sfingolipidy mogg by¢ uwalnia-
ne z tozyska do krwi kobiet z PE [57, 58, 59]. Wska-
zuje to na brak zwiekszonej syntezy sfingolipidéw
w plytkach krwi i erytrocytach, wstepnie potwier-
dzajac hipoteze dotyczaca lozyskowego Zrédla sfin-
golipidow.

Teoria ta wydaje sie potwierdzona w innym badaniu.
Melland-Smith i wsp. odkryli zwiekszonag ilo$¢ ce-
ramidéw w fozysku kobiet ze stanem przedrzucaw-
kowym (72). Ich analiza wykazata znaczacy wzrost
roznych ceramidéw, z wyjatkiem C22-Cer, w tozysku
kobiet z PE w poréwnaniu z tozyskami kontrolnymi:
C16-Cer, C18-Cer, C20-Cer i C24-Cer [60]. Ten sam
wynik w badaniu zawarto$ci ceramidéw w tozysku
kobiet z PE uzyskali inni naukowcy [61]. Co ciekawe,
Romanowicz i wsp. [62] wykazali statystycznie istot-
ny spadek poziomu ceramidéw w tetnicy pepowi-
nowej; w szczegdlnosci wykazano zmniejszenie cat-
kowitej ilo$ci ceramidéw i zmniejszenie pozioméw
poszczegdlnych ceramiddw, takich jak C12-Cer, C14-
-Cer, C16-Cer, C18-Cer, C14: 1-Cer, C18: 2 -Cer, C20:
4-Cer i C20: 5-Cer. Stwierdzono réwniez wzrost po-
ziomu sfinganiny w tetnicach pepowinowych u ko-
biet z stanem przedrzucawkowym [63]. Rok pdzniej
Romanowicz i wsp. [63] odkryli interesujacy wy-
nik w trakcie badan nad zawartoscig sfingolipidéw
w galarecie Whartona, substancji otaczajacej naczy-
nia pepowinowe, aby chroni¢ je przed rozszerza-
niem, zginaniem, skrecaniem i §ciskaniem. Wykazali
wzrost poziomu sfizngozyno-1-fosforanu, sfingozy-
ny i sfinganiny w galarecie Whartona w pepowinie
u kobiet z PE w poréwnaniu do grupy kontrolnej
[63]. Badania te nie s3 w rzeczywistosci przeciwstaw-
ne do tych wymienionych powyzej, poniewaz moz-
na zalozy¢, ze istnieje pewien patomechanizm, ktéry
taczy: wzrost zawartosci sfingolipidéw w tkance fo-
zyska, zmniejszone poziomy sfingolipidéw w tetni-
cy pepowinowej i zwiekszone poziomy w galarecie
Whartona. Zwiazek ten nalezato by na pewno szcze-
gbétowo przeanalizowaé w przyszlosci. Warto takze
zauwazy¢, ze zwiazek sfingolipidéw w réznych cze-
$ciach tozyska nie jest bezposredni, poniewaz tetnica
pepowinowa i galareta Whartona nie sa bezposred-
nio polaczone z tetnicami spiralnymi.

W miedzynarodowej literaturze naukowej niewie-
le jest badan nad sfingolipidami w osoczu kobiet
z PE; jest to bardzo stabo zbadany temat. W bada-
niach Charkiewicza wykazano statystycznie istotny
wzrost o$miu sfingolipidéw w osoczu kobiet z PE:
Sph (sfingozyna), S1P (sfingozyno-1-fosforan), C20-
-Cer (ceramid zawierajacy kwas arachidowy), C18-

-Cer (ceramid zawierajacy kwas stearynowy), C16-
-Cer (ceramid zawierajacy kwas palmitynowy), C18:
1-cer (ceramid zawierajacy kwas oleinowy), C22-Cer
(ceramid zawierajacy kwas behenowy) i C24: 1-Cer
(ceramid zawierajacy kwas nerwonowy). Uzyskane
wyniki potwierdzity dane otrzymane w innych ba-
daniach, ujawniajace podwyzszony poziom cerami-
déw, w tym C16-Cer, C18-Cer, C20-Cer i C24-Cer,
w osoczu pacjentéw z PE w poréwnaniu z kobietami
z grupy kontrolnej [60]. Jednak badania te wykazaly
spadek S1P w surowicy kobiet z PE, co jest sprzecz-
ne z naszym badaniem — wykazanie podwyzszonego
poziomu S1P w osoczu kobiet z PE.

Sigruener i wsp. [64] przeprowadzili jedno z najwiek-
szych badan kohortowych o akronimie LURIC (Lu-
dwigshafen Risk and Cardiovascular Health) (3600
osobnikéw), ktére mialo na celu okreslenie $miertel-
nosci i zachorowalno$ci w odniesieniu do poszcze-
gblnych gatunkéw sfingolipidéw w réznych cho-
robach powiazanych z zespolem metabolicznym.
Wykazano, ze réznice w lipotoksyczno$ci poszcze-
gblnych kroétkotancuchowych rodzajéw ceramidow
i ich podobienstwo do krétkotaricuchowych nasy-
conych kwasow tluszczowych sa odpowiedzialne za
stres oksydacyjny retikulum endoplazmatycznego,
uszkodzenie mitochondrialne, a nastepnie aktywa-
cje autofagii i apoptozy. Naukowcy ujawnili, ze pie¢
gatunkéw ceramidéw bylo znaczaco zwiazanych ze
$miertelnoscia: trzy wykazaly pozytywne powiaza-
nie ze $miertelno$cia (16:0, 18:0, 24:1), a pozostate
dwa gatunki Cer (23:0, 24:0) odgrywaly potencjal-
nie ochronng funkcje. Fosfatydylocholina (PC) 32:0
(prawdopodobnie PC 16:0/16:0) i sfingomielina (SM
16:0) wraz z Cer 24:1 wykazaly najsilniejsze pozytyw-
ne zwiazki ze $miertelnoscia. Co ciekawe, podobne
tendencje zaobserwowano dla gatunkéw 16:0, 23:0,
24:0124:1 SM i Cer. Wyniki te wyraznie pokazuja, ze
ceramidy odgrywaja gtéwna role w lipotoksycznosci
[64].

Jak wspomniano wyzej, sfingolipidy odgrywaja waz-
na role w apoptozie, stresie oksydacyjnym i autofa-
gii komoérkowej, dlatego nasze wyniki pokazujace
podwyzszony poziom dlugotancuchowych cerami-
déw posrednio potwierdzaja te teorie. Young i wsp.
zauwazyli, ze ceramidy Sph, C16, C18 i C20 odgry-
waja istotna role w procesach antyproliferacyjnych,
a ceramidy C16 i C18 sa réwniez proapoptotycz-
ne. Co ciekawe, niektére sfingolipidy, takie jak S1P,
dzialajg przeciwnie do dlugotaiicuchowych cerami-
déw i “przetaczaja” autofagie w kierunku przezycia
komorki poprzez aktywacje ERK (Extracellular Si-
gnal-Regulated Kinase) i supresje aktywacji JNK in-
dukowanej ceramidem [65]. Tak wiec podwyzszony
poziom S1P w PE moze by¢ mechanizmem kompen-
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sacyjnym i przeciwdziatajacym dla ceramidéw pro-
apoptotycznych. Ponadto ceramid C24:1 ma dzia-
tanie proliferacyjne, dlatego moze dziata¢ podobnie
do S1P (efekt kompensacyjny) [66]. S1P indukuje
réowniez aktywacje mediatoréow stanu zapalnego, ta-
kich jak VCAM-1 (Vascular cell adhesion protein 1),
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) i COX
(Cyclooxygenase), ktore sa podwyzszone w krwi i fo-
zysku w stanie przedrzucawkowym [67, 68, 69]. Cera-
midy Sph, C16, C18 i C20 aktywuja apoptoze poprzez
szlak mitochondrialny z proapoptotycznym biatkiem
Bax, jednakze, sfingozyna aktywuje w pierwszej ko-
lejnosci szlak apoptozy lizosomu [30]. Naukowcy wy-
kazali réwniez znaczgcy wzrost poziomu ceramidow
C24:11iC24: 0w osoczu u ludzi z nadci$nieniem, su-
gerujac dodatkowo ich role w PE [70].

Sfingolipidy sa réwniez zaangazowane w zalez-
ne od srédbtonka uwalnianie tromboksanu A2
(TXAZ2), przyczyniajac sie do dysfunkcji §rédbton-
ka i podniesienia tetniczego ci$nienia krwi [70].
Podwyzszony poziom TXA2 jest jednym z bioche-
micznych markeréw rozwoju stanu przedrzucaw-
kowego [71]. Chen i wsp. stwierdzili zwiekszona
koncentracje TXA2 (rola aktywacji agregacji pty-
tek) w osoczu kobiet z PE i obnizenie stezenia pro-
stacykliny PGI2 (rola rozszerzenia naczyn krwio-
no$nych i hamowanie agregacji plytek) [72]. S1P
jest wytwarzany gléwnie przez ptytki krwi, a agre-
gacja plytek stymulowana przez TXA2 moze po-

PISMIENNICTWO

wodowaé matoplytkowos¢ [72]. W przeciwien-
stwie do naszego badania, Melland-Smith i wsp.
wykazali obnizone poziomy S1P w surowicy ko-
biet z PE; to odkrycie mozna ttumaczy¢ niska licz-
ba ptytek krwi u kobiet z PE [60]. Jednak taki me-
chanizm nie koniecznie odgrywa potencjalna role,
poniewaz wykazano, ze w lagodnej PE (badanej
przez nasz zespol) nie zawsze wystepuje trombo-
cytopenia [73].

Co wiecej, ceramidy, ktore naleza do najwazniejszych
sfingolipidéw, biora udzial w hamowaniu wzrostu
i apoptozie tkanek serca i naczyn krwionos$nych, ze
wzgledu na ich wplyw na receptory angiotensyny II
typu 2, ktére odgrywaja istotna role w regulacji ci-
$nienia krwi [74, 75].

W powyzszych pracach wykazano, ze wybrane sfin-
golipidy i czynniki angiogenne moga by¢ brane pod
uwage jako istotnie odgrywajace role w réznych pro-
cesach komoérkowych w przebiegu stanu przedrzu-
cawkowego. W literaturze miedzynarodowej zbyt
malo badan skupilo sie na roli sfingolipidéw w pa-
togenezie tej choroby. Jednakze, ze wzgledu na zlo-
zono$¢ patomechanizmoéw odpowiedzialnych za
stan przedrzucawkowy, nalezy przeprowadzi¢ dal-
sze eksperymenty celem potwierdzenia potencjalnej
roli wybranych czynnikéw angiogennych i sfingolipi-
déw oraz ich wzajemnych zalezno$ci mogacymi miec
wplyw na przebieg choroby.
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Streszczenie

Cyklodekstryny sa to substancje pomocnicze, ktére moga tworzy¢ kom-
pleksy inkluzyjne. Stosowane sg gléwnie w celu zwiekszenia rozpusz-
czalno$ci aktywnych substancji biologicznych, co w nastepstwie po-
woduje wzrost biodostepnosci. Ponadto mogg one maskowac¢ smak
i zapach, wplywaé na modyfikacje wlasciwosci biologicznych oraz
zwiekszac trwato$¢ chemicznag.

Celem badan bylo wyznaczenie mozliwosci zastosowania cyklodek-
stryn jako substancji modyfikujacych trwalo$¢ chemiczna modelowych
labilnych substancji biologicznie czynnych, dla ktérych uprzednio udo-
wodniono podatno$¢ na rozklad w warunkach hydrolizy kwasowo-za-
sadowej (meropenem), termolizy (meropenem), utleniania (cetyryzyna)
czy fotolizy (rutyna). Rozszerzeniem prowadzonych badan byta réwno-
legta ocena wplywu cyklodekstryn na wybrane wlasciwosci fizykoche-
miczne i biologiczne istotne z racji mozliwo$ci modyfikowania istot-
nych wilasciwosci farmaceutycznych.

W pierwszym etapie przeprowadzono preparatyke ukltadéw labilnych
substancji biologicznie czynnych z B-cyklodekstryna, stosujac meto-
dy ugniatania oraz mieszania na sucho. Nastepnie potwierdzono toz-
samo$¢ otrzymanych uktadéw, stosujac metody spektralne (UV, FT-IR,
Raman, XRPD), termiczne (DSC) oraz mikroskopowe (SEM).

Do oceny zmian stezet modelowych labilnych substancji biologicznie
czynnych opracowano i zwalidowano metody analityczne (metoda UV
dla meropenemu, HILIC dla cetyryzyny oraz UHPLC-DAD dla rutyny),
ktére zostaly zastosowane podczas badan trwatos$ci, rozpuszczalnosci,
przenikalno$ci przez uklady sztucznych bton biologicznych.
Przeprowadzone badania potwierdzaja mozliwo$¢ modyfikacji trwato-
$ci chemicznej labilnych substancji biologicznie czynnych w warunkach
hydrolizy kwasowo-zasadowej, termolizy, utleniania oraz fotolizy. Po-
twierdzaja réwniez wplyw obecnosci uktadéw inkluzyjnych opartych na
ukfadach cyklodestrynowych na parametry istotne z punktu widzenia
innych wlasciwosci farmaceutycznych substancji czynnych, szczegélnie
takich jak dynamika rozpuszczania, szybko$¢ rozpuszczania, przenikal-
nos¢, a w konicu biodostepnosé.

Stowa kluczowe: cyklodekstryny, stabilno$¢ termiczna, meropenem,
cetyryzyna, rutyna
Abstract

Cyclodextrins are pharmaceutical excipients which can form inclusion
complexes. They are mainly used to increase the solubility of active phar-
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maceutical ingredients, which causes increased bioavailability. In ad-
dition, they can mask the taste and smell, affect the modification of
biological properties and increase its chemical stability.

The aim of the studies was to determine the possibility of using cyc-
lodextrins as substances modifying chemical stability of model labile
active pharmaceutical ingredients for which the susceptibility to de-
gradation in acid-base hydrolysis (meropenem), thermolysis (mero-
penem), oxidation (cetirizine) or photolysis (rutin) has been previo-
usly proven. The extension of the research was a parallel assessment
of the effect of cyclodextrin on selected physicochemical and biologi-
cal properties important due to the possibility of modifying the phar-
maceutical properties of selected model labile active pharmaceutical
ingredients.

In the first stage, preparations of labile systems of active pharmaceu-
tical ingredients with B-cyclodextrin were carried out using kneading
and dry mixing methods. Next, the identity of the obtained systems
was confirmed using spectral (UV, FT-IR, Raman, XRPD), thermal
(DSC) and microscopic (SEM) methods.

The analytical methods (UV method for meropenem, HILIC for ceti-
rizine and UHPLC-DAD for rutin) have been developed and valida-
ted to assess the changes in the concentration of model labile active
pharmaceutical ingredients during stability, solubility and permeabi-
lity studies through artificial biological membranes.

The conducted research confirms the possibility of modifying the che-
mical stability of labile active pharmaceutical ingredients under acid-
-base hydrolysis conditions, thermolysis, oxidation and photolysis.
They also confirm the beneficial effect of the presence of inclusion
systems based on cyclodextrin systems on parameters for other phar-
maceutical properties of active substances, especially such as dissolu-
tion dynamics, dissolution rate, permeability and eventually bioava-
ilability.

Key words: cyclodextrin, chemical stability, meropenem, cetirizine,
rutin

Wykaz skrotow:

API (ang. Active Pharmaceutical Ingredient) — substancja czynna; BCS
(ang. Biopharmaceutics Classification System) — biofarmaceutyczny
system klasyfikacji substancji czynnych; DSC (ang. Differential Scan-
ning Calorimetry) — réznicowa kalorymetria skaningowa; EPR (ang.
Electron Paramagnetic Resonance) — elektronowy rezonans paramagne-
tyczny; FT-IR (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) — spek-
troskopia w podczerwieni; HILIC (ang. Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography) — chromatografia cieczowa oddziatywan hydrofilo-
wych; MIC (ang. Minimum Inhibitory Concentration) — minimalne ste-
zenie hamujace; PAMPA (ang. Parallel Artificial Membrane Permeabi-
lity Assay) — rownolegly test przepuszczalnos$ci przez sztuczne blony;
Raman (ang. Raman Spectroscopy) — spektroskopia Raman; SEM (ang.
Scanning Electron Microscope) — skaningowy mikroskop elektrono-
wy; UV (ang. Ultraviolet Spectroscopy) — spektroskopia w nadfiolecie;
XRPD (ang. X-ray Powder Diffraction) — rentgenowska dyfraktometria
proszkowa

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2019 | 6 | 22-2?



Paczkowska M., Cielecka-Piontek J.: Cyclodextrins as multifunctional excipients

WSTEP

Jednym z intensywnych kierunkéw badan w obsza-
rze projektowania nowych postaci leku jest poszuki-
wanie metod modyfikacji w kierunku ,korzystniej-
szych” wlasciwosci fizykochemicznych substancji
leczniczych. Chemiczna nietrwalo$¢ wielu substan-
¢ji czynnych stanowi czesto ograniczenie dla ich far-
maceutycznego zastosowania. Do pozostalych istot-
nych ograniczen w zastosowaniu API moga naleze¢:
slaba rozpuszczalno$é, staba zdolno$¢ przenikania
przez blony biologiczne oraz niekorzystne wiasciwo-
$ci organoleptyczne. Redukcja tych ograniczen moze
by¢ realizowana poprzez zmiany samego API, glow-
nie w wyniku modyfikacji struktury chemicznej np.
poprzez otrzymanie postaci jonowej lub postaci es-
tréw, lub taczenie API z substancjami pomocniczymi,
w efekcie czego powstaja uktady dostarczania substan-
¢ji (ang. drug delivery system) albo poprzez zastosowa-
nie odpowiednich formulacji farmaceutycznych.

Jednymi z cennych modyfikatoréw wtasciwosci fi-
zykochemicznych API w odniesieniu do mozliwosci
zmiany rozpuszczalnosci, przenikalnosci, zmniejsze-
nia podraznienia przewodu pokarmowego lub oczu,
czy nawet eliminacji nieprzyjemnego zapachu i sma-
ku sa cyklodekstryny. Cyklodekstryny sa cyklicznymi
oligosacharydami, powstajacymi podczas enzyma-
tycznej degradacji skrobi. Naturalnymi cyklodekstry-
nami sa: a-cyklodekstryna, p-cyklodekstryna oraz
y-cyklodekstryna, zbudowane odpowiednioz 6,718
jednostek D-glukopiranoz (rysunek 1) [1-3].

Budowa chemiczna cyklodekstryn determinuje ich
wlasciwosci. Rozmieszczenie grup hydroksylowych na
zewnatrz pier$cienia nadaje czasteczce cyklodekstryny
charakter hydrofilowy. Natomiast jej wnetrze, z powo-
du obecnosci atoméw wegla, atoméw wodoru i most-
kéw tlenowych (niewiazace pary elektronowe), ma cha-

rakter hydrofobowy (niepolarny). Dzieki takiej budowie
chemicznej cyklodekstryny moga tworzy¢ z wieloma
substancjami chemicznymi, w tym API, rozpuszczalne
w §rodowisku wodnym kompleksy inkluzyjne.

Czasteczka substancji kompleksowanej ulega inkluzji
do wnetrza cyklodekstryny, tworzac z nig kompleks
typu ,go$é-gospodarz’, nie dochodzi jednak do po-
wstawania wigzan kowalencyjnych. Czasteczka ,go-
$cia” wnika do wnetrza ,gospodarza” poprzez wypar-
cie czasteczek wody, co powoduje obnizenie energii
uktadu. W trakcie kompleksowania majg znaczenie
takie czynniki jak: oddzialtywania Van der Waalsa,
wigzania wodorowe, zmiana napiecia powierzchnio-
wego czy rozluznienie szkieletu pierscienia [2, 4].

Wazne jest, aby mie¢ na uwadze, ze proces tworze-
nia kompleksu inkluzyjnego i uwalniania substancji
»goscia” z kompleksu jest dynamiczny. Okres poéltr-
wania kompleksu jest znacznie krétszy niz jedna se-
kunda, co oznacza, ze w roztworze substancja czyn-
na jest naprzemiennie inkludowana i uwalniania
z cyklodekstryny. W zwiazku z tym kompleksowanie
jest bardzo dynamicznym procesem i potwierdza, ze
oddzialywania pomiedzy ,,gosciem” i ,gospodarzem”
nie maja charakteru wigzan kowalencyjnych [5, 6].

Ponadto kompleksy substancji czynnych z cyklodek-
strynami, wlasnie ze wzgledu na brak wigzan kowalen-
cyjnych, nie sa traktowane jako nowe substancje czynne
czy czasteczki modyfikowane strukturalnie, cyklodek-
stryny bowiem rozpatrywane sa w kategorii substancji
pomocniczych dodawanych do formulagcji [7].

Wlasciwosci kompleksujace réznych cyklodek-
stryn zaleza od rozmiaru ich pier$cienia, jak réw-
niez hydrofobowosci powierzchni molekularnej wne-
ki ,gospodarza” [8]. Ze wzgledu na rozmiar wneki
a-cyklodekstryna kompleksuje alifatyczne fancuchy,
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Rycina 1. Struktura chemiczna naturalnych cyklodekstryn.
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Rycina 2. Proponowane modele kompleksow inkluzyjnych pomiedzy prostaglandyng E2 a (a) a-cyklodekstryna, (b) B-cyklodekstryng i (c)

y-cyklodekstryna [1].

natomiast B-cyklodekstryna odpowiednia jest dla in-
kluzji czasteczek zawierajacych pierscienie aromatycz-
ne. Utworzenie kompleksu jest mozliwe z cala czastecz-
ka ,go$cia” lub tylko z jej fragmentem (rycina 2) [1].

Zdolno$¢ cyklodekstryn do inkorporowania lub ad-
sorbowania substancji czynnej daje mozliwos¢ stoso-
wania ich jako substancji kompleksujacych w celach
zwiekszenia rozpuszczalno$ci w wodzie stabo roz-
puszczalnych API, zwiekszenia biodostepnosci API,
zmniejszenia podraznienia przewodu pokarmowego
lub podraznienia miejscowego wywolywanego przez
API, zmniejszenia lub wyeliminowania nieprzyjem-
nych zapachéw lub smakéw API oraz zapobiegania
interakcji z innymi substancjami czynnymi i pomoc-
niczymi [4, 9, 10].

Mozliwo$¢ modyfikacji trwalo$ci chemicznej aktyw-
nych substancji labilnych z udzialem cyklodekstryn
jest natomiast wzglednie nowym kierunkiem badan
i aktualnie intensywnie rozwijanym. Dlatego tez celem
badan bylo wyznaczenie mozliwo$ci zastosowania cy-
klodekstryn jako substancji modyfikujacych trwato$¢
chemiczna labilnych substancji biologicznie czyn-
nych, dla ktérych udowodniono podatnos¢ na rozklad

pod wplywem czynnikéw fizykochemicznych podczas
hydrolizy kwasowo-zasadowej, termolizy, utleniania
czy fotolizy [11]. W pracy zaplanowano takze ocene
mozliwo$ci modyfikacji pozostalych wlasciwosci fi-
zykochemicznych badanych substancji biologicznie
czynnych, istotnych z punktu widzenia zastosowan
farmaceutycznych, takich jak: rozpuszczalnosci, szyb-
ko$ci rozpuszczania, przenikalno$ci przez modelowe
btony biologiczne oraz aktywnosci biologiczne;j.

Jako modelowe substancje do badan wybrano labilne
substancje biologicznie czynne, wykazujace labilno$¢
pod wplywem réznych warunkéw fizykochemicz-
nych (tj. w warunkach hydrolizy kwasowo-zasado-
wej oraz termolizy — meropenem, utleniania — cety-
ryzyna oraz fotolizy — rutyna).

Efekty oddziatywania modelowej substanc;ji
biologicznie czynnej (meropenemu) wrazliwej
na rozktad w warunkach hydrolizy kwasowo-
zasadowej oraz termolizy z B-cyklodestryng

Meropenem jest analogiem p-laktamowym z gru-
py karbapenemoéw. Dzieki swojemu szerokiemu
spektrum aktywnosci mikrobiologicznej znalazt

4
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zastosowanie w farmakoterapii ciezkich zakazen
o etiologii bakteryjnej, wywotanych zaréwno przez
drobnoustroje Gram-dodatnie i Gram-ujemne [12].
Z racji obecnosci w swojej strukturze pierscienia
f-laktamowego, meropenem jest nietrwaly che-
micznie zaréwno w roztworach wodnych i w fa-
zie stalej [13, 14]. Ze wzgledu na znaczna nietrwa-
os¢ chemiczna i niska biodostepno$¢ meropenemu
uniemozliwiajaca jego podawanie doustne, wymaga
on podawania pozajelitowego.

W ramach wykonanych badan otrzymano metoda
mieszania na sucho kompleks inkluzyjny merope-
nemu z [3-cyklodekstryng w stosunku molowym 1:1.
Wybor preparatyki uktadu meropenemu byt podykto-
wany jego znaczng nietrwaloscia w kontakcie z woda.

Stosujac metody spektroskopowe (FT-IR, Raman),
termiczne (DSC) oraz mikroskopowe (SEM), po-
twierdzono tozsamo$¢ kompleksu meropenem-
B-cyklodekstryna. Analize eksperymentalna, kto-
ra potwierdzita obecnos¢ kompleksu inkluzyjnego,
uzupelniono metodami teoretycznego modelowa-
nia molekularnego. Struktury molekularne izolowa-
nych czasteczek meropenemu oraz -cyklodekstryny
zoptymalizowano za pomoca metody opartej na teo-
rii funkcjonatu gestosci z potencjatem hybrydowym
B3LYP przy bazie funkcyjnej 6-31G(d,p). Poznanie
struktury kompleksu meropenem-p-cyklodekstryna
zostalo potwierdzone przez dokowanie meropenemu

do B-cyklodekstryny za pomoca oprogramowania Au-
toDockVina 1.1.2.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze grupy: kar-
bonylowa w grupie trans-hydroksyetylowej w po-
zycji C-6, grupa karboksylowa w pozycji C-2, a tak-
ze grupa karbonylowa w C-7 w skondensowanym
bicyklicznym pier§cieniu meropenemu sg bezpo-
$rednio zaangazowane w oddzialywanie z cyklo-
dekstryna.

Badania trwatosci kompleksu meropenem-[3-
cyklodekstryna przeprowadzono w kwasie solnym
(c=0,2mol LY, T = 303-333 K), roztworze wodo-
rotlenku sodu (¢ = 0,01 mol L}, T = 303-333 K)
i w nadtlenku wodoru (¢ = 1-4%, T = 303 K) oraz
w fazie statej: w warunkach podwyzszonej wilgot-
no$ci wzglednej powietrza (RH ~ 76%, T = 313-343
K) oraz w suchym powietrzu (RH = 0%, T = 343-
383 K) (Tabela 1). Inkluzja meropenemu do wneki
B-cyklodekstryny nie wpltynela na zmiane kinetycz-
nego mechanizmu rozktadu. Rozklad meropenemu,
zaré6wno w formie wolnej jak i skompleksowanej, byt
zgodny z reakcja pseudo-pierwszego rzedu wzgle-
dem stezenia substratu. Nie zaobserwowano réwniez
powstawania innych produktéw rozktadu w przy-
padku formy skompleksowanej w poréwnaniu z roz-
ktadem czystego meropenemu. We wszystkich przy-
padkach meropenem w formie skompleksowanej byt
statystycznie bardziej trwaly od formy wolne;j.

Tabela 1. Parametry kinetyczne i termodynamiczne rozktadu meropenemu [15].

meropenem meropenem-BCD
Temp [K]

(k# Parametry termodynamiczne  (k Parametry termodynamiczne to
0.2 M Hcl
333K 1.95
323K _ _ 7.89
313K (2.02+ Ea=55.09% (1.86 + Ea=55.16+ 873
303K 277
0.01 NaOH
333K 1.81
323K _ _ 2.45
313K (5.90 + Ea=26.941 (5.58 + Ea=35.64 + 945
303K 3.86
RH = 0%
373K 0.17
363K _ _ 0.50
353K (5.65 Ea=79.49 ¢ (5.81 ¢ Ea=81.37¢ 0.09
343K 0.00
RH = 76.4%
343K 3.69
333K _ _ 2.80
323K (820 Ea=67.72% (5.41¢ Ea=66.77 + 9.01
313K 2.40
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Meropenem charakteryzuje sie dobra rozpuszczal-
noscia w wodzie. Inkluzja meropenemu do wneki
B-cyklodekstryny tylko nieznacznie zwigksza jego
rozpuszczalnos¢ (okolo 15%) [16]. Badania szybko-
$ci rozpuszczania zostaly przeprowadzone w bufo-
rze fosforanowym (pH ~ 7,2). Pomimo blokowania
grup hydrofilowych w podstawniku trans-hydrok-
syetylowym i karboksylowym, w efekcie interakcji
z B-cyklodekstryna, nie zaobserwowano zmniejsze-
nia rozpuszczalnosci meropenemu.

Wyniki badan mikrobiologicznych, ktére miaty na
celu poréwnanie aktywno$ci przeciwbakteryjnej me-
ropenemu w formie wolnej i skompleksowanej wy-
kazaly, ze kompleks meropenem-f-cyklodekstryna
wykazywal wieksza site bakteriobdjcza wobec Pseu-
domonas aeruginosa, Rhodococcus equi i Listeria iva-
novii. Jesli chodzi o skutecznos¢ przeciwbakteryjna
w stosunku do pozostalych szczepéw bakterii, warto-
$ci MIC byty poréwnywalne dla wolnego meropene-
mu, jak i jego kompleksu inkluzyjnego [15].

Tworzenie kompleksu inkluzyjnego meropenemu
z B-cyklodekstryna ma pozytywny wplyw na trwa-
fo$¢ chemiczna meropenemu w warunkach hydro-
lizy kwasowo-zasadowej oraz podczas termolizy
w fazie stalej, modyfikuje rozpuszczanie merope-
nemu w ukladzie z B-cyklodekstryna oraz wptywa
korzystnie na profil dziatania przeciwbakteryjnego
meropenemu (wieksza sita dzialania bakteriob6j-
czego kompleksu inkluzyjnego wobec Pseudomo-
nas aeruginosa, Rhodococcus equi i Listeria ivano-
vii) [15, 17].

Efekty oddziatywania modelowej substanc;ji
biologicznie czynnej (cetyryzyny) wrazliwej
na rozktad pod wptywem dziatania czynnika
utleniajgcego z B-cyklodestryng

Cetyryzyna jest lekiem przeciwhistaminowym, anta-
gonista receptora H, drugiej generacji i jest stosowana
w leczeniu kataru siennego, alergii, obrzeku naczynio-
ruchowego oraz pokrzywki. Doniesienia literaturowe
traktuja, ze rozklad cetyryzyny w podczas utleniania
przebiega zgodnie z reakcja pseudo-pierwszego rzedu
wzgledem stezenia substratu [18, 19].

Kompleks inkluzyjny cetyryzyny z B-cyklodekstryna
zostal przygotowany metoda ugniatania w stosunku
molowym 1:1, a jego tozsamo$¢ zostata potwierdzo-
na metodami spektralnymi (FT-IR, Raman, XRPD)
oraz termicznymi (DSC). Zmiany stezenia cetyryzy-
ny podczas badan trwato$ci chemicznej, rozpuszczal-
nosci, szybkosci rozpuszczania oraz przenikania przez
model sztucznych blon (model PAMPA) zostaly ozna-
czone wczesniej opracowana metoda HILIC [20].

Strukture chemiczna cetyryzyny mozna podzie-
li¢ na trzy odrebne grupy: grupe fenylows, grupe
chlorofenylowa i grupe piperazynyloetoksyoctowa.
Dwie pierwsze grupy maja charakter hydrofobo-
wy i moga przyczyniac sie do tworzenia komplek-
sow inkluzyjnych. Trzecia grupa ma charakter hy-
drofilowy i nie uczestniczy w interakcji z wnetrzem
B-cyklodekstryny, ale adsorbuje na zewnetrznej stro-
nie pierscienia cyklodekstryny. Analiza spektralna
potwierdzita udziat dwdch réznych domen w cza-
steczce cetyryzny, ktére zaangazowane sa w interak-
cje z p-cyklodekstryna. W przypadku fizycznej mie-
szaniny nie zaobserwowano zmian.

Ze wzgledu na podatnos¢ cetyryzyny na degradacje
w obecnosci czynnika utleniajacego (H,O,) badano
wplyw stezenia tego czynnika (c=2-5%, T=353 K)
na trwalto$¢ chemiczng cetyryzyny w postaci wol-
nej i po jej skompleksowaniu (Tabela 2). W celu
zweryfikowania statystycznych réznic obserwowa-
nych statych szybkosci rozkladu rozktadu cetyryzy-
ny w formie wolnej i skompleksowanej zastosowa-
no test réwnoleglosci. Na podstawie otrzymanych
wynikéw mozna wnioskowad, ze wprowadzenie ce-
tyryzyny do wnetrza cyklodekstryny nie zmienia-
fo kinetycznego mechanizmu degradacji cetyryzy-
ny. Rozklad cetyryzyny zaréwno w formie wolnej,
jak i skompleksowanej, przebiegal zgodnie z reakcja
pseudo-pierwszego rzedu wzgledem stezenia sub-
stratu. B-cyklodekstryna wywierata stabilizujacy
efekt na trwato$¢ chemiczng cetyryzyny (na chro-
matogramach HPLC nie zaobserwowano pikéw
pochodzacych od utlenionego produktu degrada-
cji) [21].

Rozpuszczalnos$é cetyryzyny wzrastata liniowo
w funkcji stezenia cyklodekstryny, co odpowiadato
profilowi rozpuszczalnosci faz typu A zgodnie z mo-
delem Higuchi i Connors [15]. Ponadto, na podsta-
wie badan rozpuszczalnosci mozna zasugerowac,
ze zwigkszenie o 20% rozpuszczalnosci cetyryzyny
(z 1,0 mmol L do 1,2 mmol L*) wynikalo z jej in-
kluzji do wnetrza -cyklodekstryny, jak réwniez z ad-
hezji solubilizujacych czasteczek cyklodekstryny do
cetyryzyny dla domen pierscienia fenylowego i chlo-
rofenylowego.

Badanie szybkosci rozpuszczania cetyryzyny i jej kom-
pleksu z B-cyklodekstryna przeprowadzono z zasto-
sowaniem ptynéw akceptorowych: 0,1 mol L' kwas
solny (pH 1,2) oraz bufor fosforanowy (pH 5,0-7,4).
Analiza profili uwalniania wykazala, ze cyklodekstry-
na znacznie zwiekszyla szybkos$¢ rozpuszczania cety-
ryzyny. Cetyryzyna w efekcie wiazania w kompleksie
inkluzyjnym szybciej sie rozpuszczala i szybciej osia-
gala maksymalne stezenie. Zastosowana metoda po-
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Tabela 2. Parametry kinetyczne rozktadu cetyryzyny [21].

Cetyryzyna Cetyryzyna-pCD
Temp. [K] H202 [%] 10
Parametry kinetyczne
k (Ak = (7.51(0.68) x 10-7 [s-1] k (Ak = (5.77(0.61) x 10-7 [s-1]
o Sk=1.01x10-4 Sk =8.98 x 10-5
353K 2% = 0.9965 r=0.9954 464
n=7 n=7
k (Ak = (1.13(0.12) x 10-6 [s-1] k (Ak = (7.32(0.11) x 10-7 [s-1]
o Sk=2.90x10-4 Sk=1.57x10-4
353K 8% r=0.9876 r=0.9913 4.39
n=7 n=7
k (Ak = (1.36( 0.15) x 10-6 [s-1] k (Ak = (9.86( 0.18) x 10-7 [s-1]
o Sk=2.18x10-4 Sk=2.62x10-4
353K 4% = 0.9951 r = 0.9866 402
n=7 n=7
k (Ak = (1.75(0.24) x 10-6 [s-1] k (Ak = (1.02( 0.33) x 10-6 [s-1]
o Sk =3.56x10-4 Sk=4.88x10-4
353K 5% r=0.9921 (= 0.9582 4.36
n=7 n=7

réwnania profili szybkosci uwalniania potwierdzita,
ze zaobserwowane zmiany szybkosci rozpuszczalno-
$ci cetyryzyny byly istotne statystycznie.

Zgodnie z klasyfikacja BCS, systemie opartym na
réznicach rozpuszczalnosci i przepuszczalnosci, ce-
tyryzyna nalezy do 3 klasy, ktérej substancje charak-
teryzuja sie wysoka rozpuszczalnoscia i niska prze-
nikalnos$cig [22]. To wtasnie hydrofilowa natura
dichlorowodorku cetyryzyny moze by¢ taczona z ni-
ska przenikalno$cia przez blony biologiczne. Nieza-
leznie od pH roztworéw donorowych, cetyryzyna
w formie skompleksowanej wykazywala statystycz-
nie wieksza przepuszczalno$é w poréwnaniu do po-
staci wolnej.

Tworzenie kompleksu inkluzyjnego cetyryzyny
zwieksza trwalos¢ chemiczng cetyryzyny w warun-
kach utleniania, pozytywnie zwigksza rozpuszczanie
i wplywa na dynamike tego procesu. W konsekwen-
cji zwieksza jej przenikanie przez btony biologiczne
z cyklodekstrynowego ukladu na drodze dyfuzji bier-
nej przez model symulujacy warunki zotadkowo-je-
litowe [21].

Efekty oddziatywania modelowej fotolabilnej
substancji biologicznie czynnej (rutyny)
z B-cyklodestryna

Rutyna jest zwiazkiem o budowie flawonoidowej,
wystepujacym w zielu Ruta officinalis. Z racji dzia-
tania przeciwzapalnego, przeciwdrobnoustrojowe-
go, przeciwutleniajacego oraz dzialania obnizajacego
poziom cholesterolu jest ona istotnym sktadnikiem
wielu lekéw czy suplementow diety.

Kompleks inkluzyjny rutyna-p-cyklodekstryna
otrzymano metoda ugniatania w stosunku molowym
1:1. Tworzenie kompleksu rutyna-f-cyklodekstryna
technika ugniatania potwierdzono za pomoca metod
spektralnych (FT-IR i Ramana), termicznych (DSC)
oraz mikroskopowych (SEM).

Analiza widm spektralnych kompleksu rutyna-p-
cyklodekstryna pozwolila na okreslenie domen w ob-
rebie czasteczki rutyny odpowiedzialnych za inte-
rakcje z no$nikiem. Mozliwy mechanizm tworzenia
kompleksu inkluzyjnego rutyna-p-cyklodekstryna
zaproponowano za pomoca obliczen teoretycznych.
Zastosowanie modelowania molekularnego w celu
okreslenia geometrii kompleksu inkluzyjnego rutyna-
B-cyklodekstryna pozwolilo na okreslenie najbardziej
mozliwego sposobu inkluzji, okreslenie strukturalnej
cze$ci zwiazku rutyny, ktéra oddzialuje w sposéb nie-
kowalencyjny z atomami wewnetrznej strony pier-
$cienia p-cyklodekstryny oraz okreslenie wzgledna
pozycji obu czasteczek w kompleksie inkluzyjnym. Na
podstawie analizy widm eksperymentalnych oraz ob-
liczen teoretycznych, okreslono, ze podstawnik dihy-
droksyfenylowy w czasteczce rutyny jest najbardziej
zaangazowany w interakcje z B-cyklodekstryna.

Do oceny zmian stezenia rutyny w trakcie badan sta-
bilnosci, rozpuszczalnosci, szybkos$ci rozpuszczania
i przenikania opracowano metode UHPLC-DAD,
ktéra zostala zwalidowana zgodnie z wymogami ICH
(23, 24].

Druga czescia badan byla analiza efektéw modyfi-
kacji wlasciwosci fizykochemicznych rutyny, takich
jak fototrwalo$¢, rozpuszczalno$é, szybkos¢ roz-

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2019 | 6 | 72-2?

7



Paczkowska M., Cielecka-Piontek J.: Cyklodekstryny jako wielofunkeyjne substancje pomocnicze

Tabela 3. Parametry kinetyczne i termodynamiczne rozktadu rutyny [25].

Rutyna Rutyna-BCD
Temp., K to0
kobs, s-1 Parametry termodynamiczne  kobs, s-1 Parametry termodynamiczne
0.5 mol/L HCI
323 (2754 (1.86 + 2.7754
333 (6.89% (357t 9.4814
Ea=12297+ Ea=11490+
343 (2471 225+ 2.7754
353 (8.86% (739 4.3675
0.2 mol/L NaOH
303 (1814 (1814 0
308 (3.27¢ (219t 4.4875
Ea=7526+ Ea=-29.80+
313 (499 (4.08 + 1.9454
318 (8.06 % (5.29 + 1.9064
25% H202
353 (1.62£0.91) x 10-6 (1.11(0.83) x 10-6 5.4930
Fotoliza
(1.184£0.91) x 10-6 (5.57 (0.54) x 10-7 5.9499

puszczania, przepuszczalno$¢ oraz aktywno$¢ prze-
ciwrodnikowa po jej wprowadzeniu do struktury
B-cyklodekstryny [25].

Badania trwalosci chemicznej roztworéw komplek-
sow rutyna-p-cyklodekstryna zostaly przeprowadzo-
ne w kwasie solnym (c=0,5 mol L"), roztworze wo-
dorotlenku sodu (c=0,2 mol L) i nadtlenku wodoru
(25%). Natomiast rozklad rutyny w stanie stalym po
inkludowaniu do struktury cyklodestryny zostal prze-
badany po jej ekspozycji na §wiatlo (1,2 x 10° Lux h)
(Tabela 3). Inkluzja rutyny nie zmienita kinetycznego
mechanizmu degradacji rutyny, a rozklad byt zgodny
z reakcja pseudo-pierwszego rzedu wzgledem steze-
nia substratu. Nie zaobserwowano réwniez zmiany
profilu produktéw rozkladu rutyny. Trwalos¢ rutyny
w cyklodestrynowym kompleksie byta statystycznie
wieksza w poréwnaniu do trwalosci jej wolnej postaci.

Izoterma rozpuszczalnosci rutyny wzrastata w za-
leznosci od stezenia p-cyklodekstryny, przedstawia-
jac typowy profil typu rozpuszczalnosci A zgodnie
z modelem Higuchi i Connors [15]. Przy stezeniu
1,00 mmol L B-cyklodekstryny rozpuszczalno$é¢
rutyny wzrosla z 1,00 do 1,09 mmol L, co stanowi
nieznaczny wzrost rozpuszczalnosci rutyny. Dalszy
wzrost stezenia [-cyklodekstryny nie powodowal
wzrostu rozpuszczania rutyny.

Badanie szybko$ci rozpuszczania przeprowadzono
w plynie akceptorowym o pH ~ 7,2. Wzrost szybko-

$ci rozpuszczania rutyny mozna faczyé ze wzrostem
rozpuszczalnosci rutyny w wodzie, jako efekt inklu-
zji do wneki B-cyklodekstryny, chociaz jej uwalnianie
bylo opdznione w czasie.

Badania przenikania przez blony rutyny w postaci
wolnej i skompleksowanej zostaly przeprowadzone
z zastosowaniem insertow pokrytych komoérkami je-
lita grubego CaCo-2. Zaproponowany model do ba-
dan pozwolil na monitorowanie dyfuzji biernej roz-
puszczanych czasteczek rutyny. Wyniki pokazaly
2-krotnie wiekszy wzrost przenikania formy skom-
pleksowanej rutyny przez btony biologiczne w po-
réwnaniu do postaci wolnej oraz wykluczyly mozli-
wo$¢ udziatu efektu efflux w przenikaniu kompleksu
inkluzyjnego rutyny.

Badanie aktywnos$ci biologicznej, wyrazone bada-
niem aktywno$ci antyoksydacyjnej, przeprowadzono
w oparciu o wyznaczenie stezenia wolnych rodnikéw
w prébce rutyny oraz jej kompleksu inkluzyjnego po
ekspozycji na $wiatfo (1,2 x 10° Lux h''). Stosujac
technike EPR ustalono, ze poziom wolnych rodnikéw
byl nizszy w przypadku formy skompleksowanej, co
nalezy faczy¢ z wieksza wydajnosci antyoksydacyjna
kompleksu rutyny. Zbadano réwniez proces zaniku
wolnych rodnikéw po napromieniowaniu prébek ru-
tyny w postaci wolnej i po skompleksowaniu. Proces
wygaszania wolnych rodnikéw w funkcji czasu byt
bardziej intensywny w przypadku formy skomplek-
sowanej rutyny.
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Dodatkowo, w obszarze aktywnosci biologicznej ru-
tyny badano jej dziatanie przeciwbakteryjne. Badania
przezywalnosci wzorcowych szczepéw bakteryjnych
wykazaly, ze kompleks rutyna-B-cyklodekstryna cha-
rakteryzuje sie 2-krotnie wyzszym dzialaniem prze-
ciwko Pseudomonas aeruginosa i Proteus vulgaris.

Inkluzja rutyny do wneki B-cyklodekstryny wplywa-
ta pozytywnie na modyfikacje fototrwatosci rutyny,
zwiekszala jej rozpuszczalno$é oraz dynamike tego
procesu, wplywala na przenikanie na drodze dyfu-
zji biernej. Tworzenie kompleksu inkluzyjnego wply-
wa pozytywnie na aktywnos$¢ biologiczna rutyny, po-
przez wplyw na proces zaniku wolnych rodnikéw po
napromieniowaniu oraz poprawe aktywnosci prze-
ciwbakteryjnej wobec wybranych szczepéw bakte-
ryjnych (2-krotnie wyzsze dziatanie przeciwdrob-
noustrojowe kompleksu inkluzyjnego przeciwko
Pseudomonas aeruginosa i Proteus vulgaris) [25, 26].

PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania wskazuja na wielofunkcyj-
no$¢ cyklodekstryn w kontekscie ich stosowania jako
substancji pomocniczych, o mozliwo$ciach inklu-
zji aktywnych substancji biologicznych, z potencja-
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Streszczenie

Stale wzrastajaca zachorowalno$¢ na choroby nowotworowe, wy-
soka $miertelno$¢ z ich powodu, ztozona immunopatogeneza no-
wotwor6w oraz niejednorodny stopien nasilenia i rozwoju choroby,
wymuszaja stale poszukiwanie nowych czynnikéw o aktywnosci prze-
ciwnowotworowej. Pomimo ciggtego rozwoju nowych metod diagno-
styczno-terapeutycznych, majacych zastosowanie w terapii choréb
nowotworowych, istotnym problemem nadal pozostaje niska specy-
ficzno$¢ cytostatykoéw, ich wysoka toksycznosé, a takze stale pogtle-
biajgce sie zjawisko opornosci wielolekowej nowotworéw. Aktualnie
coraz wieksze nadzieje aplikacyjne wiaze sie z zastosowaniem natu-
ralnych, kationowych peptydéw przeciwbakteryjnych (PPB) oraz ich
syntetycznych, lipidowych analogéw z grupy ceragenin (CSA) jako
potencjalnych czynnikéw leczniczych. Ich szczegdlne cechy, obej-
mujace blonowy mechanizm dziatania, selektywnos$¢ w stosunku do
komorek nowotworowych, biokompatybilnos¢ oraz brak odnotowa-
nego mechanizmu opornos$ci w stosunku do tej grupy zwiazkéw spra-
wiajg, iz kationowe peptydy przeciwnowotworowe sa prezentowane
jako skuteczna alternatywa dla wspélczesnie stosowanych cytostaty-
kéw. Szereg doniesien literaturowych potwierdza réwniez mozliwos¢
zastosowania nanoczastek magnetycznych jako wysoce efektywnych
i biokompatybilnych nosnikéw lekéw, zapewniajacych osiagniecie
odpowiednio wysokiego stezenia wewnatrzkomoérkowego leku i tym
samym zwiekszajacych jego aktywnos¢ przeciwnowotworowa. Do-
tychczas uzyskane wyniki badan wskazuja na mozliwos¢ stworzenia
nowych form terapii przeciwnowotworowej opartej o nanosystemy
o aktywnosci blonowej. Koniecznym jednak jest przeprowadzenie
dodatkowych analiz okreslajacych bezpieczenstwo stosowania pro-
ponowanych nanosystemow, a takze oceniajacych ich potencjat apli-
kacyjny w obrazowaniu MRI oraz terapii hipertermalnej guzéw no-
wotworowych.

Stowa kluczowe: peptydy przeciwbakteryjne, cerageniny, ludzka kate-
licydyna, nowotwory, nanotechnologia
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Abstract

Constantly increasing morbidity and mortality of cancer, complex im-
munopathogenesis of tumors and variable development and severity
of the disease, enforce a constant search for new therapeutic factors
with anti-cancer activity. Despite the constant achievements in anti-
-cancer diagnostic and therapeutic methods development, the low spe-
cificity and high toxicity of cytostatics, and the multidrug resistance
expansion, still remain a considerable health problem. Currently, na-
tural, cationic antimicrobial peptides (AMPs) and their synthetic lipid
analogs from the ceragenin group (CSA) are presented as potential an-
tineoplastic compounds. Their special features, including the membra-
ne permeabilizing-based mechanism of action, selectivity towards tu-
mor cells, biocompatibility and the absence of a recorded anti-AMPs
resistance mechanism, make cationic antineoplastic peptides an effec-
tive alternative to modern cytostatics. Moreover, a compelling number
of research confirm the possibility of using magnetic nanoparticles as
highly effective and biocompatible drug carriers, ensuring the achieve-
ment of a sufficiently high intracellular concentration of drug and thus,
increasing its antineoplastic activity. The results obtained so far indica-
te the possibility of the employment of natural AMPs and their synthe-
tic analogs from ceragenins group in an effective eradication of cancer
cells. Nevertheless, further studies aiming to elucidate the safety of pro-
posed nanosystems and focused on the employment of ceragenin-based
nanosystems in diagnostic MRI imaging and as hyperthermia inducers
are needed and justified.

Keywords: antimicrobial peptides, ceragenins, human cathelicidin,
cancer, nanotechnology

WPROWADZENIE

Oporno$¢ komoérek nowotworowych, zaréwno
w stosunku do lekéw cytostatycznych, jak i lekow
ukierunkowanych molekularnie, istotnie ograni-
cza mozliwosci lecznicze i stanowi jedna z najwaz-
niejszych przyczyn niepowodzenia terapii. Pomimo
gwaltownego rozwoju nowych metod diagnostycz-
no-terapeutycznych, nowotwory oporne na lecze-
nie nadal dotycza znaczacego odsetka oséb obje-
tych terapia. Szacuje sig, iz zmniejszona wrazliwo$¢
nowotwordw na stosowane leczenie cytostatyczne,
zaréwno pierwotna, jak i nabyta podczas leczenia,
dotyczy nawet 40% przypadkéw klinicznych, co dra-
stycznie zmniejsza efektywnosc¢ terapeutyczna sub-
stancji leczniczych i istotnie zwieksza prawdopodo-
bienstwo wznowy choroby i $§mierci (1, 2). Obecnie
wiadomo, iz oporno$¢ na chemioterapeutyki jest
procesem wieloczynnikowym, a heterogenno$¢ gu-
z6w nowotworowych i ich ztozona immunopatofi-
zjologia istotnie utrudniaja stworzenie lekéw o uni-
wersalnym, przeciwnowotworowym mechanizmie
dziatania (3). Sposréd czynnikéw farmakologicznych

najwiekszy wplyw na rozwdj lekoopornosci wydaja
sie mie¢: nieprawidlowe dawkowanie, zmiany w do-
stepnosci biologicznej cytostatyku oraz zmiany na
poziomie metabolizmu (4). Na poziomie komérko-
wym, wérédd licznych mechanizméw opornosci leko-
wej (5), obejmujacych (i) zmiany ekspresji biatek do-
celowych, (ii) intensyfikacje proceséw naprawczych
DNA, (iii) ograniczong aktywacje lub wzmozong in-
aktywacje leku w komérkach docelowych, (iv) zmia-
ny metabolizmu komoérkowego, (v) zmiany epigene-
tyczne badz (v) zahamowanie proceséw apoptozy,
niezwykle istotna klinicznie jest nadekspresja biatek
z rodziny ABC (ang. ATP-binding cassette) (6). Ro-
dzina ta skupia biatka, majace charakter transporte-
row przezblonowych, posiadajace domene wiazaca
ATP - energia uwalniania w trakcie hydrolizy ATP
do adenozyno-di-fosforanu (ADP) jest wykorzysty-
wana do nieswoistego i aktywnego transportu czg-
steczek rézniacych sie istotnie budowa strukturalna
(7). Pomimo iz w warunkach fizjologicznych wyka-
zuja one dzialanie protekcyjne, chroniac komérki
przed toksycznym wplywem ksenobiotykéw oraz en-
dogennych metabolitéw oraz warunkujac prawidlo-

© Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji | 2019 | 6 | 22-2?



Piktel E., Bucki R.: Therapeutic potential of ceragenins and nanosystems...

we funkcjonowanie licznych barier tkankowych (8),
ich nadmierna ekspresja na powierzchni komérek
nowotworowych uwazana jest za gléwna przyczyne
wystepowania opornosci wielolekowej (ang. multi-
drug resistance, MDR), definiowanej jako réwnocze-
sna niewrazliwo$¢ komérek rakowych na kilka ty-
pow cytostatykéw niewykazujacych strukturalnego
podobienstwa oraz charakteryzujacych sie réznymi
molekularnymi punktami uchwytu, w odpowiedzi
na stosowanie pojedynczej substancji cytotoksycz-
nej (7). Do chwili obecnej wyizolowano i zidenty-
fikowano 49 biatek zaliczanych do grupy transpor-
terow ABC. Réwnoczesnie wsréd nich najwieksze
znaczenie kliniczne przypisuje sie trzem biatkom:
glikoproteinie P (P-gp, ABCB1), bialku opornosci
wielolekowej 1 (MRP1/ABCC1, ang. multidrug resi-
stance protein 1) oraz biatku BCRP (ABCG2/MXR/
ABCD, ang. breast cancer resistant protein) (7), kté-
re aktywnie usuwaja czasteczki chemioterapeutyku
z wnetrza komorki, obnizajac tym samym jego we-
wnatrzkomoérkowe stezenie (tzw. efluks komérkowy)
i uniemozliwiajac osiagniecie odpowiedniego efektu
leczniczego (9). Szacuje sie, iz ponad 50% wspdicze-
$nie stosowanych lekéw przeciwnowotworowych,
w tym: paklitaksel, cisplatyna, doksorubicyna, win-
krystyna, gemcytabina oraz SN-38, jest przenoszo-
nych przy udziale tych transporteréw (10). W ostat-
nich latach podejmowano liczne préby ograniczenia
zjawiska opornosci wielolekowej zwigzanej z nad-
ekspresjg transporteréw z rodziny ABC. Mimo réz-
norodnosci potencjalnych czynnikéw terapeutycz-
nych, stosowanych w celu blokady badz inaktywacji
transporteréw z rodziny ABC i tym samym zwiek-
szenia wewnatrzkomorkowego stezenia lekow prze-
ciwnowotworowych, nadal nie ograniczono tego
zjawiska do stopnia umozliwiajacego prowadzenie
skutecznej chemioterapii systemowej. Ze wzgledu na
kumulacje efektéw toksycznych nie powiodly sie pré-
by wprowadzenia terapii kombinowanej wykorzystu-
jacej lek cytotoksyczny w skojarzeniu z inhibitorami
bialek ABC (11). Obiecujace wyniki bada’t w mode-
lach eksperymentalnych, wykazujace znaczng ak-
tywno$¢ oraz niska toksyczno$¢ licznych modulato-
réw transporteréw ABC, nie znalazly potwierdzenia
w badaniach klinicznych, gtéwnie ze wzgledu na ich
niska selektywnos$¢ oraz liczne dziatania niepozada-
ne (10). Aktualnie znaczne nadzieje aplikacyjne wig-
ze sie z zastosowaniem drobnoczasteczkowych in-
hibitoréw kinaz oraz inhibitoréw fosfodiesterazy 5,
jednak pelna ocena ich skutecznos$ci oraz bezpie-
czenstwa stosowania wymaga dodatkowych badan
(9-11). Jedna z nowszych strategii terapeutycznych
zaklada wykorzystanie nanomaterialéw, jako wysoce
skutecznych i biokompatybilnych no$nikéw lekdw,
przy udziale ktérych mozliwym bylby wzrost we-
wnatrzkomoérkowego stezenia lekéw przeciwnowo-

tworowych, wzrost ich efektywnosci terapeutycznej
i tym samym zniesienie lekoopornosci komérek no-
wotworowych (12). Szereg doniesien literaturowych
wskazuje réwniez na mozliwos¢ zastosowania w tym
wzgledzie zwiazkéw o aktywnosci blonowej, w tym
naturalnych peptydéw przeciwbakteryjnych (ang.
antimicrobial peptides, AMPs) oraz ich syntetycz-
nych analogéw, charakteryzujacych sie wielokierun-
kowym dzialaniem biologicznym. Postuluje sie, iz
dzieki kooperacji szczegdlnych cech fizykochemicz-
nych nanomaterialéw oraz niespecyficznego, btono-
wego mechanizmu dzialania naturalnych peptydow
przeciwbakteryjnych mozliwe jest stworzenie wie-
loczynnikowej platformy, przy wykorzystaniu kté-
rej mozliwe bedzie osiagniecie odpowiedniego efek-
tu terapeutycznego i zapewnienie calkowitej remisji
choroby, przy réwnoczesnym ograniczeniu dziatan
niepozadanych, towarzyszacych chemioterapii sys-
temowej oraz zmniejszeniu lekoopornosci komérek
rakowych.

Naturalne peptydy przeciwbakteryjne i ich
syntetyczne analogi — cerageniny jako alternatywa
dla wspétczesnie stosowanych cytostatykow

Niska selektywnos¢ wspolczesnie stosowanych cyto-
statykéw, ich wysoka toksycznosé, stale narastajace
zjawisko lekoopornosci komoérek nowotworowych
oraz wysoka zmienno$¢ patofizjologiczna nowotwo-
réow wymuszaja poszukiwanie zwigzkow o (i) alter-
natywnych, uniwersalnych mechanizmach dziatania,
(ii) niskim potencjale do indukcji opornosci, (iii) wy-
soce selektywnych w stosunku do komérek nowo-
tworowych i tym samym (iv) charakteryzujacych sie
wysoka biokompatybilnoscia. W tym aspekcie obie-
cujacym kierunkiem badan wydaje si¢ zastosowanie
naturalnych peptydéw przeciwbakteryjnych oraz ich
syntetycznych, lipidowych analogéw z grupy cerage-
nin (CSA, ang. cationic steroid antibiotics) jako no-
wych lekéw przeciwnowotworowych.

Rozwdj opornosci lekowej mikroorganizméw i po-
jawienie sie wielolekoopornych szczepoéw Pseudo-
monas aeruginosa, Staphylococcus aureus oraz En-
terococcus faecium wymusito poszukiwanie nowych
lekéw przeciwbakteryjnych skutecznych w leczeniu
zakazen lekoopornymi drobnoustrojami. Endogen-
ne peptydy przeciwdrobnoustrojowe dzieki swojej
aktywno$ci przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej,
przeciwwirusowej oraz przeciwpierwotniaczej sa
kluczowymi efektorami wrodzonej odpornosci or-
ganizméw zywych (13). Istotnym jest, iz peptydy te,
oprocz szerokiego spektrum aktywnosci przeciw-
drobnoustrojowej, wykazuja rowniez znaczna aktyw-
no$¢ immunomodulujaca oraz zdolnos$¢ do neutra-
lizacji endotoksyn bakteryjnych. Wywieraja réwniez
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istotny wplyw na procesy angiogenezy oraz stymu-
luja procesy gojenia ran, co uwarunkowane jest ich
zréznicowanym wplywem na receptory blonowe
i wewnatrzkomoérkowe (14). Potencjat aplikacyj-
ny tych zwiazkéw oraz ich wielokierunkowe dziala-
nie podkreslaja doniesienia o protekcyjnym wplywie
PPB przeciwko uszkodzeniu zakazonych tkanek, co
mozliwe jest dzieki blokowaniu enzyméw proteoli-
tycznych wydzielanych przez mikroorganizmy (15).
Pomimo réznorodnosci strukturalnej i funkcjonal-
nej, naturalne peptydy przeciwbakteryjne wykazuja
liczne cechy wspdlne, wlaczajac w to: (i) stosunkowo
prosta budowe (najczesciej zbudowane sa z sekwen-
¢ji 15-50 aminokwasow), (ii) wystepowanie w orga-
nizmie jako propetydy, ulegajace aktywacji w proce-
sie proteolizy, (iii) amfipatyczny charakter chemiczny
umozliwiajacy interakcje z btonami lipidowymi ko-
morek mikroorganizmdw oraz (iv) fakt, iz wydzie-
lane sa w sposéb ciagly lub/oraz w odpowiedzi na
draznigce dziatanie czynnikéw chemicznych, me-
chanicznych, oraz mikrobiologicznych. W aspekcie
wykorzystania naturalnych peptydéw przeciwbak-
teryjnych w nowoczesnej terapii onkologicznej naj-
bardziej istotny wydaje sie jednak kationowy charak-
ter wielu PPB, wlaczajac w to pochodzacy z ludzkiej
katelicydyny peptyd LL-37 (16). Badania przeprowa-
dzone na szczepach bakterii Gram-dodatnich oraz
Gram-ujemnych jednoznacznie potwierdzity, iz ak-
tywnos$¢ bakteriobdjcza peptydu LL-37 oraz innych
peptydéw przeciwdrobnoustrojowych uwarunko-
wana jest ich znaczna aktywno$cia blonowa. Wyka-
zano, iz peptydy te niszcza komdrki patogenne po-
przez dezintegracje blony komérkowej lub blony
mitochondrialnej, co uwarunkowane jest elektro-
statycznym oddzialywaniem kationowego peptydu
z ujemnie naladowana powierzchnia blony komér-
kowej mikroorganizmu, prowadzac w nastepstwie
do powstawania poréw w blonie komoérkowej, utraty
zdolnosci regulacji potencjatu blonowego i ostatecz-
nie do rozpadu bakterii (17). Aktualnie, podejmo-
wane sa préby wykorzystania analogicznego, blono-
wego mechanizmu dzialania w zwalczaniu komérek
nowotworowych.

Stale wzrastajaca ilo$¢ doniesien literaturowych
wskazuje na istotne podobienistwa w budowie
strukturalnej oraz charakterze fizykochemicz-
nym bton biologicznych bakterii i komdrek nowo-
tworowych. Wykazano, iz blona komérek nowo-
tworowych, w przeciwieistwie do bton komérek
niepoddanych transformacji nowotworowej, cha-
rakteryzuje si¢ znaczna kumulacja powierzchnio-
wego ladunku ujemnego, co uwarunkowane jest
obecnoscia znacznych ilo$ci kwasu sjalowego (18),
O-glikolizowanej mucyny (19), siarczanu heparyny
(20) oraz siarczanu chondroityny (21), a takze in-

korporacja fosfatydyloseryny do zewnetrznej mo-
nowarstwy fosfolipidowej btony komoérkowej (22).
Sugeruje sig, iz zwiekszenie gestosci fadunku ujem-
nego na powierzchni komérek nowotworowych jest
czynnikiem warunkujacym zmniejszone przylega-
nie komdrek rakowych do btony podstawnej boga-
tej w kwas hialuronowy, co z kolei ulatwia przerzu-
towanie nowotworéw. Réwnoczeénie zjawisko to
potencjalnie utatwia interakcje naturalnych pep-
tydéw przeciwbakteryjnych z komérkami rakowy-
mi i umozliwia relatywna selektywno$¢ tej grupy
zwiazkéw (18). Wsrdd innych czynnikéw sprzyjaja-
cych interakeji PPB z komérkami rakowymi, zwiek-
szajacych jednoczesnie efekt lityczny kationowych
peptydéw w stosunku do komoérek rakowych, wy-
roznia sie: (i) zwiekszenie plynnosci komoérek no-
wotworowych na skutek mniejszej zawartosci cho-
lesterolu w btonach komérkowych (23-25) oraz
(ii) wieksza powierzchnie komoérek ze wzgledu
na duza liczbe kosmkéw komédrkowych (26). Nie
bez znaczenia jest réwniez zdolnos$¢ kationowych
peptydéw do interakcji z btong komérkowa mito-
chondriéw komérkowych (w analogi do zewnatrz-
komérkowego, blonowego mechanizmu dziatania)
i tym samym zaburzen potencjalu mitochondrial-
nego i aktywacji kaspazozaleznej apoptozy (27). Su-
geruje sie, ze wlasciwe wykorzystanie réznic w bu-
dowie blon biologicznych komérek rakowych oraz
komoérek zdrowych, niepoddanych transformacji
nowotworowej, a takze odpowiednie zastosowanie
molekularnych mechanizméw dziatania endogen-
nych peptydéw przeciwdrobnoustrojowych moze
przyczynic sie do skutecznej terapii choréb nowo-
tworowych, wlaczajac w to nowotwory oporne na
konwencjonalne leczenie chemioterapeutyczne.
Dotychczas znaczna aktywnos¢ przeciwnowotwo-
rowa zostala opisana dla szeregu endogennych pep-
tydéw przeciwbakteryjnych, wlaczajac w to peptyd
LL-37 (28), mellityne (29), laktoferrycyne B (30)
oraz defensyne 2 (31). Obecnie coraz wieksze na-
dzieje aplikacyjne wiaze si¢ z zastosowaniem analo-
gbéw syntetycznych, charakteryzujacych sie lepszy-
mi parametrami farmakokinetycznymi oraz wyzsza
skuteczno$cia terapeutyczna.

Pomimo wysoce korzystnych cech endogennych
peptydéw przeciwbakteryjnych, takich jak: (i) nie-
specyficzny gatunkowo mechanizm dziatania béj-
czego, (ii) niska tendencja do wywotywania leko-
opornos$ci oraz (iii) wielokierunkowe dziatanie
biologiczne, obejmujace aktywnos¢ immunomodu-
lujaca oraz zdolnos$¢ do stymulacji regeneracji ran,
stale podejmowane sg préby syntezy niepeptydo-
wych analogéw PPB, ktére charakteryzowalyby sie
wyzsza opornoscia na czynniki proteolityczne, lep-
sza biodostepnoscia po podaniu doustnym, wyso-
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ka aktywno$cig biologiczng w ptynach ustrojowych
oraz nizszymi kosztami syntezy. Ostatnie doniesie-
nia wskazuja, iz odpowiedzia na te problemy moze
by¢ zastosowanie ceragenin, bedacych lipidowymi
analogami endogennych peptydéw przeciwdrobno-
ustrojowych.

Cerageniny, bedace pochodnymi kwasu cholowego
(Rycina 1), pomimo swojej niepeptydowej budowy,
wykazuja liczne podobienstwa strukturalne do endo-
gennych peptydéw przeciwbakteryjnych. Podobnie
jak PPB, wykazuja one tadunki dodatnie rozmiesz-
czone po jednej stronie oraz reszty hydrofobowe po
drugiej, co zapewnia im amfipatyczny charakter che-
miczny i umozliwia interakcje z btona komérkowa
patogendw (32). Aktualnie uwaza sie, iz dzieki zdol-
nosci do insercji w strukture lipidowa btony mikro-
organizméw i tym samym, zaburzania jej funkcji, ce-
rageniny oferuja nowe mozliwosci w leczeniu infekcji
bakteryjnych i grzybiczych, a szereg doniesien lite-
raturowych wskazuje na szerokie spektrum aktyw-
nosci przeciwdrobnoustrojowej tej grupy zwiazkoéw,
zaréwno w stosunku do patogenéw bakteryjnych
(33-35), grzybiczych (36, 37), pierwotniakow (38)
oraz wiruséw (39).

Rycina 1. Struktura chemiczna cerageniny CSA-13. Cerageniny,
w analogii do endogennych peptydéw przeciwbakteryjnych,
posiadajg czes¢ hydrofobowa (pierscien steroidowy) oraz
cze$¢é hydrofilowa, co nadaje im amfipatyczny charakter
chemiczny i umozliwia interakcje z btona lipidowg
mikroorganizméw oraz komérek nowotworowych.

Dotychczasowe badania przeprowadzone na szcze-
pach komérek bakteryjnych i grzybiczych stanowia
istotna baze dla rozwazan na temat potencjalne-
go zastosowania zwiazkéw o aktywnosci blonowej
w nowoczesnej terapii przeciwnowotworowej. Su-
geruje sig, iz endogenne peptydy przeciwbakteryjne,
a w szczegdlnosci cerageniny, oddzialuja z blonami
komoérek nowotworowych w sposéb analogiczny jak
ma to miejsce w przypadku komoérek mikroorgani-
zmow, co potencjalnie umozliwia ich zastosowanie
w skutecznej terapii zaréwno guzdw litych, jak i no-
wotwordw krwi (28, 40).

Szereg analiz wykorzystujacych linie komérkowe
pochodzace z nowotworéw o najwiekszych zna-

czeniu klinicznym wyraznie wskazuje, iz pocho-
dzacy z ludzkiej katelicydyny peptyd LL-37 w spo-
séb znamienny ogranicza proliferacje i zmniejsza
inwazyjno$¢ komérek raka zotadka (41, 42), raka
jelita grubego (28, 43, 44) oraz nowotwordéw he-
matologicznych (45). Szczegélowa analiza mecha-
nizmu dziatania wykazala, ze aktywno$¢ przeciw-
nowotworowg wykazuje zaréwno peptyd LL-37, jak
i jego pochodne — peptyd FK-16 (o sekwencji ami-
nokwasowej LL-37 w pozycjach 17-32) oraz pep-
tyd FF/CAP (otrzymany poprzez substytucje kwasu
glutaminowego i lizyny fenyloalaning) (28, 43, 44) —
co uwarunkowane jest (i) indukcja proceséw apop-
tozy niezaleznych od szlaku kaspaz, (ii) nasileniem
ekspresji PUMA, (iii) stymulacja proceséw auto-
fagii, (iv) zahamowaniem aktywno$ci proteasomu
w tkankach nowotworowych, a takze (v) ogranicze-
niem proceséw angiogenezy poprzez wplyw na re-
ceptory FPRL-1 (41, 43, 44) (Rycina 2). Réwnocze-
$nie jednak wykazano, iz peptyd LL-37 uwazany jest
za negatywny czynnik prognostyczny w przypadku
raka jajnika (46-48), raka piersi (49), raka prostaty
(50) oraz czerniaka (51), a za gléwny molekularny
mechanizm pronowotworowego wplywu ludzkiej
katelicydyny uwazana jest stymulacja receptoréw
z rodziny EGFR, IGR-1R and ERB, regulujacych
proliferacje komérkowa (49, 52, 53). Powyzsze ba-
dania wyraznie sugeruja, iz ze wzgledu na zdol-
no$¢ peptydu LL-37 do stymulacji szerokiej gamy
receptor6w blonowych oraz czynnikéw wewnatrz-
komérkowych, okreslenie dokladnej roli tego czyn-
nika w rozwoju nowotworéw jest nadal utrudnione
i wymaga uwzglednienia dodatkowych wtasciwo-
$ci ludzkiej katelicydyny, wlaczajac w to stymulacje
gojenia ran, wplyw na procesy angiogenezy czy tez
wlasciwosci przeciwzapalne (14, 16).

Ilo$¢ badan na temat przeciwnowotworowego dzia-
tania ceragenin, w tym najlepiej scharakteryzowanej
cerageniny CSA-13, jest nadal ograniczona w stosun-
ku do liczby doniesien opisujacych potencjal prze-
ciwnowotworowy endogennych peptyddw przeciw-
bakteryjnych. Jedne z pierwszych badan opisujacych
potencjal terapeutyczny CSA-13 w stosunku do no-
wotworu raka jelita grubego wskazalo, iz mecha-
nizm jego przeciwnowotworowego dziatania obej-
muje zmiany w architekturze btony biologicznej
komérek rakowych, a w nastepstwie zahamowa-
nie cyklu komérkowego w fazie G1/S oraz induk-
cje apoptozy w mechanizmie niezaleznym od kaspaz
oraz aktywno$ci bialka p53 (54). Pézniejsze analizy
przeprowadzone przez nasz zesp6l badawczy, a prze-
prowadzone przy uzyciu komoérek raka jelita grubego
linii DLD-1 oraz HT-29 inkubowanych w obecno$ci
CSA-13 oraz LL-37, potwierdzily znaczny potencjat
aplikacyjnych tej grupy zwiazkéw (55).
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Rycina 2. Wielokierunkowy mechanizm przeciwnowotworowego dziatania substancji o aktywnosci btonowej oraz magnetycznych nanoczastek na
bazie tlenku Zelaza w stosunku do komdrek raka jelita grubego oraz raka zotadka.

Obiecujace wyniki, uzyskane przy wykorzystaniu ko-
morek raka jelita grubego, sklonily do dalszej analizy
mozliwosci terapeutycznych zwiazkéw o aktywnosci
btonowej z grupy ceragenin. Co interesujace, anali-
zy oceniajace przydatnos¢ terapeutyczna cerageni-
ny CSA-13 w stosunku do komdrek raka piersi MCF7
(ATCC® HTB-22") oraz MDA-MB-231 (ATCC® HTB-
26™) pozwolily na odnotowanie nowego, nieopisanego
do tej pory, mechanizmu aktywnosci przeciwnowo-
tworowej tego zwiazku, ktory zwigzany jest z zabu-
rzeniem réwnowagi oksydoredukcyjnej komorki ra-
kowej i tym samym, indukcjg apoptozy w komérkach
nowotworowych traktowanych CSA-13 (40). Cerage-
nina CSA-13, zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami
na temat przeciwbakteryjnej aktywno$ci tego zwiaz-
ku (55, 56), wykazywala sie istotnie wyzsza aktywno-
$cia niz peptyd LL-37, w szczegdblnosci w stosunku
do komorek linii raka piersi potréjnie negatywnego
(MDA-MB-231; ER(-)/PR(-)/HER2(-). W dalszych
etapach badan, za pomocg cytometrii przeplywowej
oraz mikroskopii konfokalnej wykazano, iz inkubacja
komérek rakowych w obecnosci cerageniny CSA-13
skutkuje w pierwszym etapie obnizeniem wewnatrz-
komérkowego poziomu glutationu, a w kolejnych —
nadprodukcja reaktywnych form tlenu, indukcja stre-
su oksydacyjnego, zwiekszeniem przepuszczalnos$ci
bton mitochondrialnych, depolaryzacja blony mito-
chondriéw oraz aktywacja kaspaz, co jest bezposred-
nia przyczyna inicjacji procesu apoptozy w komor-
kach raka piersi (40).

Zaprezentowane wyniki wskazuja na znaczny po-
tencjal aplikacyjny CSA-13 (i potencjalnie innych
ceragenin) w terapii chor6b nowotworowych i uza-
sadniaja prowadzenie dalszych badan w tym ob-
szarze. Sugeruje sie, aby podczas dalszych analiz
uwzgledni¢ nie tylko aktywnos¢ terapeutyczng sa-
mych ceragenin, ale réwniez mozliwos$¢ ich zasto-
sowania jako czynnikéw zwiekszajacych dziatanie
biologiczne innych terapeutykéw. Badania na szcze-
pach bakterii Gram-ujemnych, opornych na lecze-
nie klasycznymi antybiotykami, np. erytromycyna,
wykazaly, iz ceragenina CSA-13 znacznie utatwia
naplyw erytromycyny przez zewnetrzng blone ko-
morkowa, umozliwiajac osiagniecie bakteriosta-
tycznego stezenia tego antybiotyku (57). Majac na
uwadze powyzsze, wydaje si¢ zasadnym, aby ocenic
zblizony efekt w przypadku lekéw nowotworowych,
ktérych wewnatrzkomoérkowe stezenie obnizane
jest na skutek nadmiernej aktywnosci transporte-
row ABC (6). Majac na uwadze dostepne dane li-
teraturowe sugeruje sie, iz zmiany w architekturze
btony komdrkowej indukowane przez zwiazki o ak-
tywnosci blonowej, a zwigzane z powstawaniem po-
r6w w jej obrebie oraz reorganizacja fosfolipidéw
btonowych (dyfuzja lateralna), znacznie zwieksza
przeciwnowotworowe wlasciwosci konwencjonal-
nych cytostatykéw, co umozliwi wykorzystanie tych
zwiazkéw w terapii kombinowanej skutkujacej sil-
niejszym efektem terapeutycznym przy jednocze-
snym zmniejszeniu dziatan niepozadanych.
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Zastosowanie nanomateriatow jako sposéb na
modulacje aktywnosci zwigzkéw biologicznie
czynnych

Obserwowany w ostatnich latach gwaltowny rozwoj
nanotechnologii stworzyl mozliwo$¢ poprawy para-
metréw farmakokinetycznych i farmakodynamicz-
nych aktualnie stosowanych cytostatykéw, a takze
pozwolil na tworzenie nowych lekéw przeciwnowo-
tworowych, o niespotykanych dotad wtasciwosciach,
alternatywnych mechanizmach dziatania i wysokiej
aktywnosci w stosunku do nowotworéw lekoopor-
nych.

Zgodnie z ogdlnie przyjeta definicja, jako nano-
czastki klasyfikuje sie struktury, ktérych rozmiar nie
przekracza 100 nm przynajmniej w jednym wymia-
rze. Nanomaterialy, w przeciwienistwie do produk-
tow w skali makro, wykazuja szereg unikatowych
wlasno$ci fizykochemicznych i biologicznych, wia-
czajac w to: (i) wysoki stosunek powierzchni do ob-
jetosci, (ii) silnie rozwinieta powierzchnie wlasciwa
i jej podatnos¢ na funkcjonalizacje czynnikami dia-
gnostyczno-terapeutycznymi, (iii) zdolnos¢ do prze-
kraczania barier tkankowych, (iv) dtugi czas retencji
w kompartmentach organizmu, (v) zdolno$¢ interna-
lizacji do komérek na drodze endocytozy, fagocytozy
oraz pinocytozy, a takze (v) mozliwo$¢ wykorzysta-
nia réznych drég podania m.in. drogi donosowej, pa-
renteralnej oraz srédgatkowej, co uwarunkowane jest
gléwnie rozmiarem nanomateriatéw (58, 59).

Aktualnie do nanostruktur o potencjalnym zastoso-
waniu biomedycznym zalicza sie gtéwnie materiaty
oparte na: (i) metalach, tlenkach oraz stopach metali,
(ii) lipidach (np. liposomy, micelle), (iii) naturalnych
i syntetycznych polimerach biodegradowalnych (np.
chitosan) oraz (iv) strukturach weglowych (np. fulle-
reny, nanorurki weglowe) (60). Stale rosnaca liczba
doniesien literaturowych potwierdza, iz wyjatkowy
charakter aplikacyjny, umozliwiajacy ich zastosowa-
nie w nowoczesnej terapii onkologicznej, posiada-
ja nanoczgstki magnetyczne (MNPs) typu core-shell
zbudowane z magnetycznego, metalicznego rdzenia
oraz powloki, podatnej na funkcjonalizacje, nadaja-
cej im szczegdlne wlasciwosci fizykochemiczne oraz
w duzej mierze warunkujacej ich biokompatybilnos¢
(61). Szczegotowe badania nad struktura i wlasciwo-
$ciami nanoczastek magnetycznych wykazaly, iz ich
odpowiedni ksztalt, rozmiar, a takze wlasciwosci po-
wloki nie tylko umozliwiaja ich prawidlowa biody-
strybucje, ale réwniez determinuja ich specyficznos¢
terapeutyczna (61-64).

Przeprowadzone badania wykazaly, iz mechanizm
przeciwnowotworowej aktywnosci MNPs uwarun-

kowany jest gtéwnie zwiekszeniem wytwarzania re-
aktywnych form tlenu i tym samym, indukcja stre-
su oksydacyjnego prowadzacego bezposrednio do
uszkodzenia materialu genetycznego komorki ra-
kowej, peroksydacji lipidéw blonowych, zaburzenia
metabolizmu komérkowego i ostateczne do induk-
¢ji procesu apoptozy i $mierci komoérki (65). Istot-
nym jest, iz dzieki immobilizacji specyficznych li-
gandéw naprowadzajacych (np. kwasu foliowego) na
powierzchni nanoczastek, mozliwe jest zwiekszenie
specyficznos$ci oddzialywania nanostruktur w sto-
sunku do komérek rakowych, a tym samym ograni-
czenie toksycznego wplywu nanoczastek na komérki
zdrowe (66-68). Mozliwos$¢ wykorzystania nanoczg-
stek magnetycznych w obrazowaniu MRI (69, 70), te-
rapii hipertermalnej (71, 72), terapii fotodynamicznej
(73), a takze obrazowaniu fluorescencyjnym/lumine-
scencyjnym dodatkowo podkresla ich teranostyczny
charakter (61, 71, 74).

Aktualnie, najwiekszy potencjat aplikacyjny wydaje
sie mie¢ zastosowanie nanoczastek magnetycznych
jako nosnikéw substancji leczniczej w systemach
kontrolowanego dostarczania lekéw (ang. drug de-
livery systems, DDS) (75, 76). Potwierdzono, iz im-
mobilizacja czynnikéw przeciwnowotworowych na
powierzchni nanomaterialéw znacznie nasila kumu-
lacje lekéw w komorkach rakowych oraz poprawia
specyficzno$¢ dzialania chemioterapeutyku, zmniej-
sza dziatania niepozadane towarzyszace chemio-
terapii systemowej, poprawia biokompatybilno§¢
i stabilnos¢ fizykochemiczna cytostatykow (68, 77).
Zasadnos¢ zastosowania nanoczgstek magnetycz-
nych jako nano-nosnikéw lekéw zostata dotychczas
potwierdzona dla terapii opartej o mitoksantron,
idarubicyne czy doksorubicyne (68, 78, 79). Co istot-
niejsze, sugeruje sie, ze zastosowanie DDS umozliwia
zniesienie lekoopornos$ci komérek nowotworowych
uwarunkowanej aktywnoscia ATP-azozaleznych
transporteréw z rodziny biatek ABC (58, 67, 77).

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa nanosystemoéw
zawierajacych substancje o aktywnosci btonowe;j
z grupy ceragenin

Pomimo iz doniesienia literaturowe nt. zastosowa-
nia nanosystemoéw zawierajacych substancje aktywne
btonowo skupiaja sie gléwnie na ocenie ich potencjalu
w terapii infekcji bakteryjnych lub grzybiczych (62, 63,
80-82), badania przeprowadzone w stosunku do ko-
morek raka piersi (40) oraz raka jelita grubego (55) su-
geruja mozliwo$¢ zastosowania tych zwiazkéw réw-
niez w terapii chor6b nowotworowych.

W pierwszym etapie, zasadno$¢ wykorzystania na-
noczastek magnetycznych jako nano-nos$nikéw dla
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peptydu LL-37 oraz cerageniny CSA-13 zostata po-
twierdzona w stosunku do komorek raka jelita gru-
bego linii DLD-1 oraz HT-29 (55). Badania przepro-
wadzone przez Niemirowicz i wspél. wykazaly, iz
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa zaréwno peptydu
LL-37, jak i cerageniny CSA-13 jest istotnie zwiek-
szona w wyniku ich immobilizacji na powierzchni
nanoczastek magnetycznych, co zostalo odnotowa-
ne jako spadek aktywno$ci metabolicznej komérek,
intensyfikacja proceséw apoptozy oraz ograniczenie
proliferacji komérkowej. Gléwnym mechanizmem
warunkujacym powyzsze obserwacje bylo nasilenie
wewnatrzkomérkowej internalizacji stosowanych
czynnikéw przeciwnowotworowych i tym samym
zwiekszenie ich akumulacji w docelowych kompart-
mentach komérkowych. Dzigki obserwacjom przy
uzyciu mikroskopu konfokalnego oraz zastosowa-
niu zwigzkéw znakowanych izotiocyjanianem flu-
oresceiny (FITC) oraz jodkiem propidyny (PI) po-
twierdzono, iz nanoczastki magnetyczne pozostale
po hydrolizie CSA-13 kumuluja sie w cytoplazmie
komérkowej, podczas gdy zwiagzki aktywne osiagne-
ty jadro komérkowe. Biorac pod uwage, ze wsréd
rozleglych mechanizméw determinujacych aktyw-
nos$¢ przeciwrakowa peptydu LL-37 oraz CSA-13
wyrdznia si¢ réwniez zmiany w aktywacji szlakow
sygnatowych (41), zasadna wydaje sie sugestia, iz
immobilizacja zwiazkéw o aktywnosci blonowej na
powierzchni nanomaterialéw umozliwia jeszcze sil-
niejsza aktywacje / inhibicje przeciwnowotworo-
wych szlakéw sygnalowych.

Dalsze badania okreslajace warto$¢ terapeutycz-
na nanosystemu zawierajacego ceragening CSA-
13 w terapii raka piersi potwierdzily znaczny po-
tencjat nanoczastek magnetycznych jako no$nikéw
substancji leczniczej (40), a takze wykazaly, iz me-
chanizm determinujacy intensyfikacje aktywnosci
biologicznej cerageniny CSA-13 nie jest zwigzany
jedynie ze zwigkszeniem wewnatrzkomérkowego
stezenia zwiazku, jak sugerowano w poprzednich
badaniach, ale uwarunkowany réwniez przeciwno-
wotworowymi wlagciwoséciami samych nanocza-
stek tlenku zelaza. Zgodnie z wcze$niejszymi ra-
portami, autorzy wykazali, iz ceragenina CSA-13
zimmobilizowana na magnetycznym nanono$niku
osiaga wyzsze stezenia wewnatrz komérki rakowej
w poréwnaniu do jego formy niesfunkcjonalizowa-
nej. Ponadto, w $wietle stale narastajacej lekoopor-
nosci uwarunkowanej zmniejszeniem dokomérko-
wego transportu cytostatykéw, szczegdlnie istotne
wydaja sie doniesienia na temat zdolno$ci nanocza-
stek magnetycznych do internalizacji komérkowej
na drodze endocytozy, co pozwala na ominigcie ich
wyrzutu przez transportery przezblonowe z rodzi-
ny ABC (78).

W badaniach wtasnych wykazano, ze zwiekszenie
aktywnosci przeciwnowotworowej moze dodatkowo
wynika¢ ze zdolnosci MNP do indukcji generowania
reaktywnych form tlenu, co wskazuje na mozliwy
efekt synergistyczny pomiedzy magnetycznymi na-
nomateriatami, a zwiazkami o aktywnosci blonowej.
W szczegdblnosci analiza wydzielania reaktywnych
form tlenu w komérkach inkubowanych w obecno-
$ci CSA-13 oraz jego magnetycznego odpowiedni-
ka, a takze ocena zmian w wewnatrzkomérkowym
stezeniu glutationu, sugeruje, iz dzieki indukc;ji stre-
su oksydacyjnego pod wplywem MNP intensyfikacji
ulegaja zaburzenia w réwnowadze oksydoredukcyj-
nej, co lezy u podstawy aktywnosci przeciwnowo-
tworowej cerageniny CSA-13 w stosunku do raka
piersi (40).

Zaprezentowane wyniki wyraznie wskazuja na za-
sadnos¢ badan nad przeciwnowotworowa aktyw-
no$cia nanosystemoéw zawierajacych substancje
aktywne btonowo. Pomimo iz najwieksze nadzie-
je aplikacyjnie wigze sie aktualnie z zastosowa-
niem MNP jako no$nikéw lekédw, nalezy réwniez
uwzgledni¢ mozliwos¢ wykorzystania fizykoche-
micznych wlasciwosci nanostruktur tlenku zela-
za w obrazowaniu magnetycznym rezonansem j3-
drowym MRI oraz indukcji hipertermii. Na chwile
obecna nie ma jednak danych literaturowych na
temat wykorzystania zwiazkéw z grupy ceragenin
w takiej aplikacji biologiczne;j.

WNIOSKI

Pomimo dynamicznego rozwoju nowych terapii
przeciwnowotworowych, nadal istotnymi proble-
mami o znaczeniu klinicznym pozostaja: niska se-
lektywno$¢ wspodlczesnie stosowanych cytostatykow
i wynikajaca z tego ich wysoka toksyczno$¢, a takze
stale narastajace zjawisko lekoopornosci komoérek
nowotworowych o charakterze zaréwno pierwot-
nym, jak i nabytym w trakcie terapii onkologiczne;j.
Z tego tez wzgledu, uznaje sie, ze nowoczesny cyto-
statyk powinien charakteryzowac sie nie tylko odpo-
wiednia efektywno$cia terapeutyczng, ale réwniez
cechowac si¢ odpowiednia biokompatybilnoscig i ni-
skim potencjatem do indukgji lekoopornosci. Reali-
zacja przytoczonych zalozen mozliwa jest m.in. dzie-
ki zastosowaniu osiagnie¢ z zakresu nanotechnologii
oraz terapii celowanej. Coraz wieksza ilos¢ danych
literaturowych wskazuje, iz nanosystemy skltadaja-
ce sie z nanoczastek magnetycznych sfunkcjonalizo-
wanych zwigzkami o aktywnosci blonowej z grupy
ceragenin maja szanse stac si¢ powaznymi kandy-
datami w rozwoju nowych czynnikéw przeciwnowo-
tworowych. Konieczne jest jednak przeprowadzenie
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dodatkowych analiz potwierdzajacych skuteczno$é¢
w innych typach nowotworéw, w tym nowotworéw
hematologicznych, a takze analiza bezpieczenstwa

prowadzenie badan ukierunkowanych na zastosowa-
nie prezentowanych nanosysteméw w obrazowaniu
MRI oraz terapii hipertermalnej guzé6w nowotworo-

ich stosowania. Zasadnym réwniez wydaje si¢ prze-  wych.
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Streszczenie

Proces transformacji nowotworowej wywotany jest zmianami genetycz-
nymi lub epigenetycznymi prowadzacymi do zaburzen w funkcjono-
waniu $ciezek sygnalizacji komérkowej. Ze zmianami nowotworowymi
w obrebie gruczolu piersiowego moze wiazac sie deregulacja sygnali-
zacji kinaz z rodziny RSK (ribosomal s6 kinase). Podwyzszong ekspre-
sje RSK1 i RSK2 zaobserwowano w okoto 50% przypadkéw raka piersi
w poréwnaniu z tkanka niezmieniona nowotworowo.

Celem realizowanego projektu byla analiza wptywu kinazy RSK2 na
rozwdj i progresje raka piersi. Projekt obejmowat badania in vitro w mo-
delach komérkowych oraz analizy materiatu klinicznego pochodzacego
od chorych na raka piersi.

W przedstawionej pracy wykazano, ze kinaza RSK2 aktywowana jest
przez FGER2 (fibroblast growth factor receptor 2) po zwiazaniu liganda
(FGF2) w epitelialnych i nowotworowych komérkach piersi. Dowiedzio-
no, ze $ciezka FGF2/FGFR2/RSK2 promuje wzrost niezalezny od przyle-
gania do podloza oraz migracje komorek, czyli procesy kluczowe dla pro-
gresji nowotworowej. Analizy ekspresji FGFR2 i RSK2 w guzach chorych
na raka piersi wykazaly pozytywna korelacje miedzy tymi czynnikami za-
réwno na poziomie mRNA, jak i bialka. Wspdtczynnik korelacji byt naj-
wyzszy w przypadku potréjnie-negatywnego raka piersi (TNBC), ktéry
uznawany jest za najbardziej agresywny i oporny na leczenie podtyp. Eks-
presja FGFR2 i/lub aktywnej formy RSK (RSK-P) korelowala z krétszym
czasem przezycia wolnego od nawrotu choroby (DFS).

Podsumowujac uzyskane wyniki, mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze
aktywna $ciezka FGFR2-RSK2 zwigzana jest z progresja raka piersi oraz
moze stanowi¢ potencjalny cel molekularny w terapii raka piersi.

Stowa kluczowe: rak piersi, FGFR2, RSK2

Abstract

The members of p90 ribosomal S6 kinase (RSK) family of Ser/Thr ki-
nases are downstream effectors of MAPK/ERK pathway that regulate
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diverse cellular processes including cell growth, proliferation and su-
rvival. In carcinogenesis, RSKs are thought to modulate cell motility,
invasion and metastasis. Elevated level of RSK1 and RSK2 was found
in about 50% of breast tumours and is associated with a poor survival
outcome.

The project aims to investigate the role of RSK2 kinase in breast cancer
progression out at two complementary levels: in vitro studies and ana-
lyses of samples from breast cancer patients.

We demonstrated that in breast epithelial and cancer cell lines stimula-
tion of FGFER2 (fibroblast growth factor receptor 2) with FGF2 induced
activation of RSK2-Tyr529 and that this new signalling pathway promo-
ted anchorage-independent cell proliferation, formation of focal adhe-
sions and cell migration. In clinical analyses FGFR2 showed a positive
correlation with RSK2 at both protein (p = 0.003) and mRNA (p = 0.001)
levels. The values of correlation coefficients were the highest in triple-
-negative breast cancer (TNBC), which is more aggressive and has a po-
orer prognosis than other breast cancer subtypes. Moreover, expression
of FGFR2 and/or activated RSK (RSK-P) significantly correlated with
poor disease-free survival (DFS) of patients (p = 0.01).

Taken together, our results suggest that FGFR2-RSK2 signalling path-
way is associated with breast cancer progression and further studies of
FGFR2-RSK2 interdependence may contribute to the development of
new therapeutic strategies in the management of patients with breast

cancer.

Keywords: breast cancer, FGFR2, RSK2

WPROWADZENIE — STAN WIEDZY W CHWILI
ROZPOCZECIA PROJEKTU

Budowa i znaczenie RSK2 w raku piersi

Do rodziny bialek RSK (ribosomal s6 kinase) nale-
23 cztery kinazy serynowo-treoninowe RSK1-RSK4
oraz ich dwa homologi MSK1 oraz MSK2 (mitogen
and stress activated kinases). Wszystkie izoformy
RSK wystepujace u kregowcow (RSK1-RSK4) cha-
rakteryzuja sie duzym podobieristwem budowy (73-
80% homologii w sekwencji aminokwaséw) (1). Ak-
tywowane sa przez szlak MAPK/ERK pod wptywem
czynnikéw wzrostu, hormonéw peptydowych i neu-
roprzekaznikéw (1-3). Cecha charakterystyczna tych
kinaz jest jednoczesne wystepowanie dwéch réznych
domen o aktywnosci katalitycznej. Domena C-termi-
nalna (CTKD, C-terminal kinase domain) odpowiada
za odbidr sygnaléw aktywujacych i przekazywanie ich
do domeny N-terminalnej (NTKD, N-terminal kina-
se domain), ktéra nastepnie fosforyluje substraty RSK
(1,4). Domeny oddziela od siebie tacznik o dlugosci
okoto 100 aminokwaséw, w ktérym zlokalizowane sa
sekwencje regulatorowe biorace udzial w aktywacji
NTKD. Do tej pory nie zidentyfikowano zadnych eg-
zogennych substratéw CTKD (1).

Aktywna kinaza RSK dziala na substraty obecne
w cytoplazmie lub ulega translokacji do jadra ko-
morkowego, gdzie fosforyluje wiele biatek jadro-
wych i czynnikéw transkrypcyjnych. Aktywnos$¢
RSK wptywa na cykl komérkowy, proliferacje, prze-
zycie i wzrost komorek (1).

Poza kanonicznym modelem aktywacji (opisanym
powyzej) odkryto szereg alternatywnych mechani-
zmo6w aktywacji bialek z rodziny RSK. W komor-
kach dendrytycznych kinazy RSK moga by¢ aktywo-
wane przez p38 za posrednictwem MK2 lub MK3
(MAPK-activated kinase-2/3) (5). W komérkach he-
mopoetycznych odkryto bezposrednia fosforylacje
RSK2-Tyr529 przez FGFR3 (fibroblast growth factor
receptor 3, receptor dla czynnika wzrostu fibrobla-
stow 3) (6). Inny model opracowany przez ten sam
zespol opisuje aktywacje RSK2-Tyr529 poprzez ki-
nazy Src i Fyn na skutek stymulacji EGF (epidermal
growth factor, epidermalny czynnik wzrostu) (7).
Oba mechanizmy zakladaja, ze fosforylacja w obre-
bie Tyr529 utatwia wiazanie nieaktywnej kinazy ERK
i nastepnie aktywacje pozostatych miejsc fosforylacji
w obrebie RSK2, co nadaje jej pelna aktywnos¢ (6,7).
Ponadto wykazano, ze RSK1 aktywowane jest przez
$ciezke sygnalizacyjng FGFR2 (fibroblast growth fac-

2
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tor receptor 2) w komorkach epitelialnych ptuca (8).
Dowiedziono réwniez, ze RSK2 jest bezposrednio
fosforylowane przez FGFR1 (fibroblast growth fac-
tor receptor 1) w komoérkach kostniakomiesaka oraz
reguluje endocytoze tego receptora (9). Wydaje sie
wiec, ze receptory z rodziny FGFR petnig istotna role
w aktywacji kinaz RSK. Dotychczas nie wykazano
jednak funkcjonalnego powiazania FGFR2 i RSK2.

Mimo iz kinazy z rodziny RSK wykazuja az 73-
80% homologii w sekwencji aminokwasowej, moga
one pelni¢ rézne, czasami przeciwstawne, funkcje
(1,10,11). Wynika to z réznic w ich aktywacji przez
odmienne $ciezki sygnalizacyjne, a takze z réznych
pozioméw ekspresji konkretnych izoform w danej
tkance/linii komdrkowej (11). W kontekscie roli RSK
w kancerogenezie, zdecydowana wiekszo$¢ publika-
cji jest w zgodzie, ze RSK2 promuje progresje nowo-
tworowa. Rola RSK1 jest mniej jednoznaczna, ponie-
waz kinaza ta moze wywiera¢ zaréwno pozytywny,
jak i negatywny wplyw na rozwéj nowotworu, zalez-
nie od jego rodzaju (10,11). Podwyzszona ekspresje
RSK1 i RSK2 zaobserwowano w okolo 50% przypad-
kéw raka piersi w poréwnaniu z tkankg niezmienio-
na nowotworowo (12). Wykazano, ze w komérkach
epitelialnych piersi RSK1 i RSK2 sg jednymi z gléw-
nych efektoréw sciezki MAPK/ERK i reguluja eks-
presje ponad 50 genéw, ktorych produkty odpowia-
daja za migracje i inwazje komérek (m.in. laminina
332, o B,-integryna, uPA, uPAR, VEGF-A, CD44,
MMP-1, MMP-9 oraz MMP-10) (13).

Wyciszenie ekspresji RSK2 w komérkach HNSCC
(head and neck squamous-cell carcinoma, rak pta-
skokomérkowy glowy i szyi) spowodowalo znacz-
ne ograniczenie liczby przerzutéw w modelu mysim.
Analiza prébek klinicznych wykazata, ze ekspresja
RSK2 koreluje z przerzutowaniem do weztéw chlon-
nych oraz jest negatywnym czynnikiem progno-
stycznym dla chorych z HNSCC (14). Co szczeg6lnie
istotne w kontekscie niniejszej pracy, wysoka ekspre-
sja RSK2 jest markerem gorszego przezycia wolne-
go od nawrotu choroby (DFS, disease free survival)
u chorych na raka piersi (15). Dodatkowo wykazano,
ze zastosowanie specyficznych inhibitoréw RSK lub
siRNA (small interfering RNA) wyciszajacych eks-
presje RSK2 hamuja wzrost i samoodnowe populacji
nowotworowych komoérek macierzystych (TIC, tu-
mour initiating cells) oraz powstrzymuja rozwoj raka
piersi w modelu mysim (15).

Budowa i znaczenie FGFR2 w raku piersi
Receptory dla czynnika wzrostu fibroblastéw (FGFR,

fibroblast growth factor receptors) to grupa silnie kon-
serwowanych ewolucyjnie biatek btonowych o ak-

tywnosci kinazy tyrozynowej, odpowiadajacych za
regulacje kluczowych proceséw takich jak: podzia-
ty komérkowe, angiogeneza i réznicowanie. U czlo-
wieka wystepuja cztery rodzaje receptoréw — FGFR1,
FGFR2, FGFR3 i FGFR4 oraz 18-22 rodzaje aktywu-
jacych je ligandéw — FGF (fibroblast growth factors,
czynniki wzrostu fibroblastéw) (16—18). Alternatyw-
ny splicing umozliwia powstanie wielu izoform FGFR
o réoznym powinowactwie wobec okreslonych ligan-
déw. Na przyktad FGFR2 wystepuje w dwdch izofor-
mach — IIIb i Illc. Pierwsza z nich jest charaktery-
styczna dla tkanek epitelialnych i wigze FGF1, FGF3,
FGF7, FGF10 i FGF22, natomiast FGFR2-1IIc wyste-
puje w tkankach o pochodzeniu mezenchymalnym
i wykazuje specyficzno$¢ wobec FGF1, FGF2, FGF4,
FGF5, FGF6, FGFS, FGF9, FGF16, FGF17 i FGF18
(18). FGF produkowane sa jako glikoproteiny wiaza-
ce sie z ECM i blong komérkowa za posrednictwem
czasteczek siarczanu heparyny (HSPG, heparan sul-
fate proteoglycans), ktore chronig FGF przed dziala-
niem enzymdw proteolitycznych, a takze stabilizuja
wiazanie FGF-FGFR (17).

Wsréd elementéw budowy FGER wyréznia sie: 1)
cze$¢ zewnatrzkomoérkowa ztozona z trzech do-
men immunoglobulino-podobnych (Ig-like I-11I do-
mains), ktérej rola jest wiazanie liganda, 2) dome-
ne przezblonowa i 3) domene wewnatrzkomérkowa
o aktywnosci kinazy tyrozynowej (16). Po zwiazaniu
liganda FGFR dimeryzuja, tworzac homo- lub hete-
rodimery, w nastepstwie czego dochodzi do transfos-
forylacji ich cytoplazmatycznych domen o aktywno-
$ci kinazy i inicjacji wewnatrzkomdrkowych szlakéw
sygnalizacyjnych. Nastepnie kompleks FGFR-FGF
ulega internalizacji w wyniku endocytozy i degrada-
cji lizosomalnej (16,17).

FGFR bezposrednio aktywuje dwa biatka adapto-
rowe — FRS2 (FGFR substrate 2) i PLCy (phospho-
lipase Cy). FRS2 inicjuje dwie $ciezki sygnalizacyj-
ne — PI3K/Akt oraz Ras/MAPK, odpowiedzialne
za regulacje m.in. proliferacji i apoptozy. PLCy;, nie-
zaleznie od FRS2, odpowiada za aktywacje zbiez-
nej z MAPK PKC (protein kinase C) zaangazowanej
we wzrost komérek i odpowiedZ immunologiczna
(17). Ponadto receptory FGF moga aktywowac wie-
le innych sciezek sygnalizacyjnych m.in. RSK, p38
MAPK, STAT i c-Jun (16,17,19).

Deregulacje sygnalizacji FGF-FGFR obserwuje sie
w wielu typach nowotworéw (19). Badanie ponad
1000 réznych mutacji w 210 przypadkach réznych
nowotworéw (m.in. piersi, ptuc, jajnika i Zotadka)
wykazalo, ze §ciezka FGF ulega mutacjom najczesciej
ze wszystkich analizowanych szlakéw kinaz biatko-
wych (20). FGFR moze promowac progresje choro-
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by nowotworowej na dwa sposoby: 1) bezpo$rednio
stymulujac proliferacje komérek nowotworowych, 2)
posrednio wplywajac na wzrost guza poprzez akty-
wacje angiogenezy (17,19).

Nieprawidlowos$ci w sygnalizacji FGFR moga by¢
spowodowane nadmierna aktywacja receptoréw
przez ligandy na skutek nadprodukcji FGF (wydzie-
lanych przez komérki nowotworowe lub komérki
mikrosrodowiska) lub niezalezna od ligandéw kon-
stytutywna aktywacja domeny kinazowej na skutek
mutacji, translokacji, alternatywnego splicingu lub
amplifikacji genu receptora (19). Sciezka FGF-FGFR
moze réwniez promowac angiogeneze. Czynniki
wzrostu fibroblastéw byly jedynymi z pierwszych
odkrytych czynnikéw proangiogennych, ktére biora
udzial we wszystkich etapach angiogenezy, aktywu-
jac FGFR1 i FGFR2 w blonie komdrek endotelialnych
(21-23).

Wyniki metaanalizy dowodza, ze SNP (single nuc-
leotide polymorphism, polimorfizm pojedynczego
nukleotydu) (rs1219648) w obrebie intronu 2 genu
FGFR2 zwiazany jest z wyzszym ryzykiem zacho-
rowalnosci na raka piersi (24). Amplifikacja FGFR2
wystepuje w niewielkim odsetku przypadkéw no-
wotwor6w piersi (1-2%), najczesciej w wysoce agre-
sywnym potrdjnie-negatywnym raku piersi (TNBC)
(dotyczy okolo 4% przypadkéw) (25). Co istotne, li-
nie komoérkowe reprezentujace podtyp TNBC i po-
siadajace amplifikacje FGFR2 wykazywaly szczeg6l-
na wrazliwo$¢ na drobnoczasteczkowe inhibitory
FGER oraz wyciszenie ekspresji FGFR2 (25). Wysoki
poziom biatka FGFR2 w guzie korelowal ze stopniem
zaawansowania choroby oraz skréconym czasem
ogolnego przezycia pacjentek (26). Ponadto nowo-
tworowe komérki macierzyste wyizolowane od cho-
rych na raka piersi charakteryzowaly sie podwyzszo-
ng ekspresja FGFR2 (na poziomie bialka i mRNA).
Wyciszenie ekspresji FGFR2 w mysich komérkach
macierzystych znacznie obnizylo ich zdolno$¢ do
samoodnowy populacji, a zastosowanie inhibitora
FGFR w modelu in vivo spowodowato zahamowanie
wzrostu guza (27).

FGFR2 i inni przedstawiciele rodziny FGFR sa przed-
miotem wielu badan majacych na celu rejestracje no-
wych lekéw przeciwnowotworowych. Wsrdd testo-
wanych zwiazkéw mozna wyrdznic: 1) selektywne
i nieselektywne inhibitory kinaz tyrozynowych, 2)
przeciwciata monoklonalne, 3) biatka fuzyje (FGF-/i-
gand traps) (17,28). Niespecyficzne inhibitory kinaz
tyrozynowych dzialajace réwniez na FGFR (m.in. Le-
nvatinib, Regorafenib, Ponatinib) uzyskaty pozytyw-
ne opinie amerykarnskiej Agencji Zywnosci i Lekéw
(FDA, Food and Drug Administration) i zostaly do-

puszczone do leczenia réznych typéw nowotworéw
(28). Skutecznos¢ selektywnych inhibitoréw FGFR
zostala dotychczas dowiedziona w mysich modelach
raka piersi (29).

CELE PRACY

Mimo tego, ze kinazy z rodziny RSK charakteryzu-
ja sie wysoka zgodno$cia sekwencji aminokwasowej,
moga pelnié rézne, czasami przeciwstawne funkcje.
Konieczne jest lepsze poznanie ich roli w raku piersi.

Istnieje szereg publikacji opisujacych wspotzalez-
noéci miedzy réznymi przedstawicielami rodzin
FGFR i RSK, jednak funkcjonalne polaczenie miedzy
FGFR2 i RSK2 nie zostalo do tej pory wykazane.

Celem projektu byta weryfikacja nastepujacej hipote-
zy: RSK2 jest jednym z kluczowych regulatoréw ak-
tywnosci FGFR2 w komdrkach gruczotu piersiowego
a oddzialywania miedzy tymi bialkami przyczyniaja
sie do progresji nowotworowe;j.

Udziat RSK2 w sciezce FGFR2/FGF2

Przeprowadzono analize ekspresji receptoréw
FGEFR oraz kinaz RSK w liniach komérkowych wy-
izolowanych z gruczotu piersiowego (HB2, SKBR3,
MDA-MB-231). Zaobserwowano, ze wyciszenie
ekspresji FGFR2 we wszystkich trzech modelach ko-
morkowych znaczaco obnizyto fosforylacje RSK2-
-Tyr529 (przeciwciala specyficzne wobec RSK2)
oraz pozostatych miejsc tj. Thr573, Ser380 i Thr359/
Ser363 (przeciwciata rozpoznajace wszystkie izo-
formy RSK). Konstrukt wykorzystany do wycisze-
nia FGFR2 nie wptynal na zmiane poziomu pozo-
statych receptoréw FGFR (30). Nastepnie komorki
poddano “glodzeniu” przez noc w pozywce bezsu-
rowiczej. W liniach typu wild-type stymulacja FGF2
skutkowala fosforylacja RSK2 w obrebie wszystkich
analizowanych miejsc fosforylacji. Efekt ten byt
niezauwazalny w przypadku komérek z wyciszo-
na ekspresja FGFR2. Widoczny wplyw wyciszenia
FGFR2 na regulacje RSK2 w komérkach posiadaja-
cych inne receptory dla czynnika wzrostu fibrobla-
stow (FGFR1 i FGFR4) sugeruje, kinaza RSK2 jest
aktywowana specyficznie w $ciezce sygnalizacyjnej
FGFR2 (Ryc. 1). Jako dodatkowa kontrole wykorzy-
stano linie HB2 z nadekspresja FGFR1. Stymulacja
FGF2 spowodowata aktywacje RSK2, jednak nie za-
obserwowano réznic miedzy komoérkami ze zwiek-
szonym poziomem FGFR1 a komérkami kontrolny-
mi, co sugeruje, ze FGFR1 (w przeciewienstwie do
FGFR2) nie wplywa na aktywacje RSK2 w komor-
kach gruczotu piersiowego (30).

4
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Efekty biologiczne $ciezki FGFR2-RSK2

Nastepnym etapem projektu byto zidentyfikowanie
efektow biologicznych, w ktére zaangazowana jest
$ciezka FGFR2-RSK2. Aktywno$¢ migracyjna komé-
rek HB2 zostala oceniona w tescie z wykorzystaniem
komor Boydena. Komérkom glodzonym w pozywce
bezsurowiczej pozwolono migrowac do pozywki za-
wierajacej 10% surowicy z dodatkiem FGF2 i/lub in-
hibitora RSK (FMK). FGF2 blisko o 50% zwiekszyt
migracje komorek. Wplyw FGF2 zostal zniwelowany
przez zastosowanie inhibitora RSK, ktéry ograniczyt
aktywnos¢ migracyjna do 201 30% (bez oraz z FGF2)
w stosunku do kontroli. W kolejnym do$wiadczeniu
komoérki HB2 hodowano w ,miekkim” agarze w celu
oceny ich zdolnosci do wzrostu w warunkach nieza-
leznych od adhezji. Obecnos¢ FGF2 blisko cztero-
krotnie zwigkszyla objetos¢ kolonii. Efekt FGF2 zo-
stal niemal catkowicie zniesiony przy zastosowaniu
inhibitoréw RSK (FMK) i p38 (SB202190) (30).

Znaczenie prognostyczne wspotzaleznosci
FGFR2-RSK2 w raku piersi

Kolejna czescia projektu bylo okreslenie znacze-
nia rokownicznego wspétzaleznosci FGFR2-RSK2
w raku piersi. Analizy przeprowadzono na prébkach
archiwalnych pobranych od grupy 152 chorych na
raka piersi w stadium I-III leczonych w latach 1999—
2009, pochodzacych z Centralnego Banku Tkanek
i Materialu Genetycznego Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego (31). W tkankach wykonano oznacze-
nie poziomu ekspresji genéw FGFR2 i RSK2 techni-
ka RT-qPCR oraz barwienie immunohistochemiczne
w celu oznaczenia ekspresji FGFR2, RSK2 i aktywnej
formy kinazy RSK (RSK-P). Analizy korelacji rang
Spearmana (R) wykazaly istotna statystycznie pozy-
tywna korelacje ekspresji RSK2 i FGFR2 zaréwno na
poziomie mRNA (p=0,001, R=0,32, N=98), jak i biat-
ka (p=0,003, R=0,27, N=121) w calej grupie chorych.
Wspélczynnik korelacji byt najwyzszy w przypadku
pacjentek z potréjnie-negatywnym podtypem raka
piersi (TNBC) (p=0,015, R=0,6, N=16 oraz p=0,005,
R=0,55, N=24 odpowiednio dla biatka i mRNA) (31).

Analizy krzywych Kaplana-Meiera wykazaly, ze wy-
soki poziom RSK-P w tkance guza korelowat z krot-
szym czasem przezycia wolnego od nawrotu choro-
by (DES) (p=0,025). Analizujac RSK-P w polaczeniu
z FGFR2, wykazano, ze chore z guzami pozytywnymi
pod wzgledem co najmniej jednego z tych biatek (lub
obu) mialy znacznie wyzsze ryzyko nawrotu w poréw-
naniu z grupa ,podwojnie negatywng” (nie wykazuja-
cg ekspresji FGFR2 ani RSK-P) (p=0,01). Co istotne,
réznica miedzy krzywymi przezycia dwéch grup byla
wieksza w przypadku wykorzystania do analizy kom-
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Ryc. 1. Schemat aktywacji RSK2 w epitelialnych i nowotworowych
komdrkach gruczotu piersiowego. Mechanizm zaktada, ze na
skutek stymulacji FGFR2 (przez FGF2) p38 posrednio aktywuje
RSK2-Tyr529, co promuije fosforylacje pozostatych miejsc
w obrehie kinazy przez ERK skutkujac petng aktywacjg RSK2.
Sciezka FGF2/FGFR2-p38-RSK2 zaangazowana jest w migracje
i adhezje komérek.

binacji dwdch czynnikéw (FGFR2 i RSK-P) niz ozna-
czenia samego RSK-P. W analizie wieloczynnikowej
widoczny byl trend w kierunku istotnosci statystycz-
nej RSK-P jako czynnika rokowniczego zwigzanego
z krétszym przezyciem wolnym od nawrotu choroby
(HR 2,577; CI 0,943-7,052; p=0,065) (31).

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Celem przedstawionej pracy doktorskiej byta analiza
wplywu wspoélzaleznosci FGFR2-RSK2 na progresje
raka piersi. Projekt obejmowal badania in vitro i ana-
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lizy materiatu klinicznego pochodzacego od chorych
na raka piersi.

Wykazano, ze FGFR2 reguluje aktywno$¢ kina-
zy RSK2 w epitelialnych i nowotworowych komér-
kach gruczotu piersiowego, a $ciezka sygnalizacyj-
na FGFR2-RSK2 stymuluje wzrost niezalezny od
adhezji i migracje komoérek — procesy kluczowe dla
progresji nowotworowej. Analizy ekspresji FGFR2
i RSK2 w guzach pochodzacych od chorych na raka
piersi wykazaly pozytywna korelacje miedzy tymi
czynnikami, zar6wno na poziomie mRNA, jak i bial-
ka. Nalezy podkresli¢, ze wspoétczynnik korelacji byt
najwyzszy w przypadku potréjnie-negatywnego raka
piersi (TNBC) uznawanego za najbardziej agresyw-
ny i oporny na leczenie podtyp. Dodatkowo dowie-
dziono, iz ko-ekspresja FGFR2 i RSK-P korelowata
z krétszym czasem przezycia wolnego od objawéw
choroby.

Podsumowujac uzyskane dane, mozna jednoznacz-
nie stwierdzi¢, ze aktywna $ciezka sygnalizacyjna
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FGFR2-RSK2 zwiazana jest z progresja raka piersi,
a oba bialka moga stanowi¢ potencjalne cele terapeu-
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Phosphorylation of RSK2 at Tyr529 by FGFR2-p38 enhan-
ces human mammary epithelial cells migration, Biochim
Biophys Acta — Mol Cell Res., 2014; 1843(11): 2461-70.
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MATERIAL | METODY

Badanie zostalo przeprowadzone na materiale kolej-
nych chorych z rozpoznaniem udaru niedokrwienne-
go mozgu leczonych w Oddziale Udarowym Oddzia-
tu Klinicznego Neurologii Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie od 1 stycznia 2013 do 30 czerwca 2016
roku.

Kryterium wlaczenia do badania byt udar niedo-
krwienny mézgu rozpoznawany na podstawie defi-
nicji WHO z 1976 roku [28], ktéry wystapil w cza-
sie 8 godzin poprzedzajacych rozpoczecie zabiegu.
Do zabiegu kwalifikowano tylko osoby, u ktérych
stan funkcji poznawczych pozwalat na wyrazenie
zgody na leczenie za pomocg mechanicznej trom-
bektomii.

Kazda osoba, u ktdrej zastosowano mechaniczna
trombektomie, musiata spetnia¢ kryteria wtaczenia
do procedury i wylaczenia z niej. Protokét leczenia
byl zatwierdzony przez Komisje Bioetyczna U] CM
(KBET/178/B/2013 z dnia 27.06.2013 roku).

Kryteria wlaczenia do leczenia za pomoca mecha-
nicznej trombektomii:

+ rozpoznanie ostrego udaru niedokrwiennego
mozgu, ktéry jest konsekwencja zamkniecia du-
zego naczynia mézgowego (na podstawie angio-
-TK);

«+ czas od wystapienia objawéw neurologicznych do
rozpoczecia procedury leczenia za pomoca me-
chanicznej trombektomii <8 godzin u chorych na
udar zlokalizowany w przednim kregu unaczynie-
nia, a u chorych na udar zlokalizowany w tylnym
kregu unaczynienia mozliwo$¢ wykonania terapii
wewnatrznaczyniowej <12 godzin od wystapienia
objawdw;

« deficyt neurologiczny w skali NIHSS =5 punktéw;

» brak mozliwosci rozpoczecia dozylnego wlewu
rtPA <4,5 godziny od wystapienia objawéw (np.
przekroczenie okna czasowego lub chory w oknie
czasowym, ale liczba ptytek: 30 000-100 000, INR:
1,7-3, udokumentowana choroba wrzodowa prze-
wodu pokarmowego w ciggu ostatnich 3 miesiecy,
zylaki przetyku, tetniak, malformacja naczyniowa);

«+ brak poprawy lub zwiekszenie deficytu neurolo-
gicznego po dozylnej trombolizie (brak popra-
wy w NIHSS w momencie zakoniczenia wlewu
rt-PAIV);
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INSTRUKCJE DLA AUTOROW

Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji. Zeszyty Naukowej
Fundacji Polpharmy to czasopismo naukowe publikujace
przegladowe i pogladowe prace naukowe powstate na pod-
stawie projektéw badawczych finansowanych ze §rodkéw Na-
ukowej Fundacji Polpharmy. Tematyka prac publikowanych
w czasopi$mie obejmuje wiele zagadnien z zakresu medycyny
i farmacji. Celem publikacji jest prezentacja osiagnie¢ Auto-
row projektow finansowanych przez Fundacje w odniesie-
niu do stanu wiedzy w obszarze nauki, ktérego dotyczyl re-
alizowany projekt.

Skiad Rady Naukowej gwarantuje wysoki poziom publikowa-
nych prac.

Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji ukazujq sie raz w roku.
Redakcja przyjmuje do druku artykuly w jezyku polskim lub an-
gielskim, przy czym tytul, streszczenie, stowa kluczowe i afilia-
cje powinny by¢ dodatkowo napisane w jezyku angielskim (lub
polskim w przypadku prac anglojezycznych).

Redakcja Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji uznaje zasa-
dy zawarte w Deklaracji helsinskiej i w zwiazku z tym oczekuje
od autoréw, aby wszelkie badania wykonane z udzialem czto-
wieka zostaly przeprowadzone zgodnie z tymi zasadami.

REGULAMIN RECENZOWANIA | PRZYJMOWANIA PRAC

Redakcja rozpatruje nadeslane prace, ktére zostana uznane
przez recenzentéw i redaktoréw za wlasciwe pod wzgledem
tematyki i stanowiace oryginalny wkiad do postepu w nauce
i/lub praktyce klinicznej lub maja pozadane walory dydaktycz-
ne (szkoleniowe). Podpis pierwszego autora pod o$wiadcze-
niem jest réwnoznaczny ze stwierdzeniem, ze:

« zlozona praca jest wlasna,

« wszyscy autorzy wyrazaja zgode na publikacje przedstawio-

nego materiatu.

Otrzymany manuskrypt jest na wstepie oceniany przez ze-
spol redakceyjny Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji pod
wzgledem poprawno$ci przygotowania manuskryptu, doku-
mentacji fotograficznej, obecnosci zgody wszystkich autoréw
na publikacje. Manuskrypty niekompletne beda zwracane au-
torom do uzupelnienia bez analizy merytoryczne;j.

Manuskrypt, co do ktérego nie ma uwag wstepnych, zostaje
opatrzony kolejnym numerem, o ktérym informuje si¢ auto-
ra korespondencyjnego. Maszynopis kazdej pracy poddaje sie
recenzjom. Kompetentnych recenzentéw wyznacza Redaktor
Naczelny. Recenzenci przygotowuja opinie, ktére zawieraja
uzasadnione zalecenia i sugestie poprawek i uzupetnien tresci
i formy artykulu. Recenzje s3 anonimowe.

Dyskwalifikacja nadestanego maszynopisu wymaga dwéch ne-
gatywnych recenzji. Redaktor Naczelny zastrzega sobie prawo
odmowy druku pracy zawierajacej wyniki badan, w ktérych nie

przestrzegano zasad etycznych eksperymentu klinicznego sfor-
mutowanych w Deklaracji Swiatowego Zgromadzenia Medycz-
nego w Helsinkach w roku 1964, w Tokio w roku 1975 i w zale-
ceniach Swiatowej Organizacji Zdrowia w 1982 roku.

Ostateczna decyzja o przyjeciu pracy do druku lub jej odrzuce-
niu nalezy do uprawnien Rady Naukowej i nie podlega odwo-
taniu. Podjetych decyzji Rada Naukowa nie musi uzasadnia¢.

Proces recenzowania pracy nie powinien trwa¢ dluzej niz 3-4
tygodnie, jednak Redakcja nie moze zagwarantowac okreslone-
go terminu podjecia decyzji.

ZEZWOLENIA NA DRUK

Materiatom wykorzystanym z innych Zrédel musi towarzyszy¢
pisemna zgoda pierwszego autora oraz wydawcy pierwotnej
publikacji, w ktérej material ten zostat opublikowany i w ktdrej
wyrazona jest zgoda na przedruk na famach Postepow Polskiej
Medycyny i Farmagcji.

W stosunku do prac, ktdre sa w trakcie przygotowania do dru-
ku, nalezy uzyskac zgode na pi$mie od autoréw, osoby, jak réw-
niez Redakcji czasopisma, ktére udostepnito dane niepubliko-
wane lub informacje ustne wykorzystywane w artykule.

POUFNOSC INFORMACJI O PACJENCIE

Zmiana danych biograficznych pacjenta w celu ochrony tozsa-
mos$ci stanowi manipulacje danych i nie powinno do niej do-
chodzi¢. Niemniej jednak autorzy prac naukowych maja obo-
wiazek ochrania¢ dane osobowe pacjenta. Publikowa¢ nalezy
wylacznie informacje o znaczeniu naukowym lub klinicznym.
W zwiazku z tym jezeli zawarte w artykule informacje umozli-
wiaja w jakikolwiek sposéb ustalenie tozsamosci badanej osoby;,
autorzy muszg uzyska¢ pisemna zgode tej osoby lub jej opieku-
na na opublikowanie jej wynikéw, w tym zdjec fotograficznych,
obrazéw radiologicznych i innych, przed zlozeniem pracy do
druku. Szczegdly dotyczace rasy, pochodzenia etnicznego, kul-
turowego i religii osoby badanej powinny by¢ podane wylacznie
w przypadku, gdy zdaniem autora wywieraja wplyw na prze-
bieg choroby i/lub leczenia dyskutowanego w danym tekscie.

PRAWA AUTORSKIE

Po akceptacji pracy do druku autorzy przekazuja prawa autor-
skie Naukowej Fundacji Polpharmy. Od momentu akceptacji
pracy do druku w Postepach Polskiej Medycyny i Farmacji in-
formacji w niej zawartych nie wolno ujawni¢ w prasie do czasu
ukazania si¢ numeru czasopisma, w ktorym artykul wystepuje.

Po akceptacji pracy do druku zlozone materialy staja si¢ wlas-
nos$cig Naukowej Fundacji Polpharmy i nie moga sie ukazywac
w innej publikacji bez pisemnej zgody Naukowej Fundacji Pol-
pharmy.




Za date przyjecia do druku uwaza sie date nadeslania ostatecz-
nej wersji artykulu. Redakcja dostarcza jeden egzemplarz cza-
sopisma kazdemu autorowi opublikowanej pracy.

ODPOWIEDZIALNOSC CYWILNA

Wydawca i Rada Naukowa czynia wszelkie starania, aby za-
pewni¢ rzetelno$¢ informacji, opinii i stwierdzen zawartych
w artykule ukazujacym si¢ w Postepach Polskiej Medycyny
i Farmacji. Niemniej jednak za tres¢ artykutéw i reklam od-
powiada wylacznie autor, sponsor lub firma marketingowa.
Zgodnie z powyzszym ani Wydawca, ani Rada Naukowa, ani
Naukowa Fundacja Polpharmy nie ponoszg odpowiedzialno-
$ci za skutki ewentualnych nierzetelnosci.

Redakcja stara sie zapewni¢ w zakresie publikacji rzetelno$¢
dawkowania lekéw i innych danych ilociowych. Jednakowoz
Redakcja zaleca czytelnikom, aby wszystkie metody i techniki
polegajace na podawaniu lekéw opisane w Postepach Polskiej
Medycyny i Farmacji byly stosowane wylacznie zgodnie z in-
strukcjami i zaleceniami producentéw lekéw lub sprzetu, wy-
danymi w kraju danego czytelnika.

KATEGORIE ARTYKULOW

Redakcja Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji przyjmu-

je do druku:

« prace przegladowe, tj. doniesienia przedstawiajace obec-
ny stan wiedzy na dany temat ze szczeg6lnym uwzglednie-
niem biezacych kontrowersji, podejscia teoretycznego i prak-
tycznego do zagadnienia, nierozwiazanych probleméw itp.,
uwzgledniajace wiasciwie dobrane pismiennictwo;

« prace pogladowe: opisy dotyczace waznych zagadnien, kon-
trowersji i opinii w medycynie i farmacji, teksty dydaktyczne
(szkoleniowe);

« krétkie doniesienia: opisy wybranych rozwiazan klinicznych
w przypadku konkretnych probleméw, ewentualnie nowe od-
krycia jeszcze niepotwierdzone eksperymentalnie.

INSTRUKCJA DLA AUTOROW

Niniejszy regulamin jest zgodny z wytycznymi opracowa-
nymi przez Wspdlny Komitet Wydawcéw Czasopism Bio-
medycznych, opublikowanymi w opracowaniu pt.: Jednolite
wymagania dotyczgce prac ztozonych do druku w czasopismach
biomedycznych (Uniform Requirements for Manuscripts Sub-
mitted to Biomedical Journals N Eng ] Med 1997; 336: 309-15;
www.acponline.org/journals/resource/ unifreqr.htm).

PRZYGOTOWYWANIE | NADSYLANIE MANUSKRYPTOW
Tekst

Manuskrypt powinien by¢ przygotowany w dowolnej wersji
Microsoft Word. Tekst nalezy pisa¢ czcionka 12-punktowa
Times New Roman z odstepami péttorej linii miedzy wierszami.

Tabele

Tabele mozna nadsyta¢ w dowolnej wersji edytora tekstowego
Microsoft Word lub arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel.

Wykresy

Wykresy lub diagramy powinny by¢ nadestane w postaci plikow:
+ Microsoft Word (wklejone rysunki),

« prezentacji Microsoft Power Point,

» wykres6ow arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel,

« graficznych o rozszerzeniach *.jpg, *.gif, * tiff.

Kazdy wykres lub diagram powinien by¢ zawarty w oddziel-
nym pliku. W przypadku uzycia jakiegokolwiek innego opro-
gramowania (np. statystycznego) prosimy o kontakt z redak-
cja w celu uzgodnienia szczegéléw dotyczacych wybranego
formatu wykresu.

Ryciny

Ryciny powinny by¢ przygotowane w rozdzielczosci 300 dpi
lub wiekszej w formacie *.pdf, *.eps lub *.jpeg.

Strona tytutowa

Praca powinna mie¢ strone tytulowa, na ktérej znajduja sie

nastepujace informacje:

« pelny tytul artykutu w jezyku polskim i angielskim,

« imie i nazwisko kazdego autora (bez tytuléw), jednostke
organizacyjna kazdego autora (miejsce pracy),

« streszczenie w jezyku polskim i angielskim,

+ 3-6 s16w kluczowych w jezyku polskim i angielskim,

« imie i nazwisko, tytul, adres, numer telefonu i/lub faksu, e-mail
autora, ktéry odpowiada za przygotowanie pracy do druku,

« zrédla wsparcia materialnego w postaci grantéw i dotacji,
subwencji, sprzetu, lekow itp.

Streszczenia

Streszczenia nie powinny przekraczac 250 stéw.

W tekscie pracy nalezy zamies$ci¢ w postaci wyodrebnio-

nych tabel nastepujace zestawienia:

1. Stan wiedzy w chwili rozpoczecia projektu;

2. Co przyniosta realizacja grantu Naukowej Fundacji Polphar-
my;

3. Dalsze kierunki badari (opcjonalnie).

Przed piSmiennictwem w razie potrzeby mozna zalaczy¢ po-
dziekowania. Podkresla si¢ w nich wklad wszystkich oséb,
ktére pomagaly w prowadzeniu badan i ktére nie spelniajg kry-
teriéw wlaczenia do zespolu autoréw, np. asystentéw, techni-
kéw, kierownikéw jednostek dajacych tylko ogdlne wsparcie.
Autorzy maja obowiazek ujawnic¢ fakt otrzymywania wsparcia
finansowego lub materialnego.




Pi$miennictwo zawiera pozycje z literatury ponumerowane
w kolejnosci ich wystepowania w tekscie (styl Vancouver), wy-
brane pod wzgledem wazno$ci, aktualnosci i dostepnosci. Po-
zycje wystepujace po raz pierwszy w tabelach lub rycinach na-
lezy ponumerowac tak, aby utrzymac kolejno$¢ z pozycjami
cytowanymi w tekscie.

DOPUSZCZALNE FORMATY CYTOWANIA

We wszystkich przypadkach prosimy o zwrdcenie uwagi na
stosowane znaki interpunkcyjne oddzielajace poszczegdlne
pola bibliograficzne cytowanej pozycji. Zrédta internetowe
z racji latwos$ci zmian lub korekt powinny zawiera¢ date po-
brania badz przejrzenia pliku. Podajac liste autoréw, nalezy
uzy¢ zwrotu ,i wsp., jesli liczba autoréw cytowanej pozycji
jest wyzsza niz 3.

Typowy artykut w czasopi$mie

Lichtenstein G.R., Hanauer S.B., Sandborn W.J.: Management of
Crohn’s disease in adults, Am ] Gastroenterol, 2009; 104: 465-83.

Ten sam artykut z uwagi na pomytki redakcyjne z opubli-
kowang pdzniej erratg

Koffler D., Reidenberg M.M.: Antibodies to nuclear antigens in
patients treated with procainamide or acetylprocainamide [er-
rata opublikowana w: N Engl ] Med, 1979; 302: 322-5], N Engl
J Med, 1979, 301: 1382-5.

Artykut opublikowany wytacznie elektroniczne

Drayer D.E., Koffler D.: Factors in the emergence of infectious
diseases, Emerg Infect Dis [periodyk online], 1995, Jan-Mar [cy-
towany 1996.06.05]; 1(1): [24 ekrany]. Dostepny pod adresem
URL:http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.

Artykut bez autora

Cancer in South Africa [tekst redakcyjny], S Afr Med ], 1994:
84: 15.

Monografia z okreslonym/okreslonymi autorem/autorami

Ringsven M.K., Bond D.: Gerontology and leadership skills for
nurses. I wyd. Albany, Nowy Jork, Delmar Publishers, 1996.

Ksigzka redagowana

Norman U., Redfern S.J. redd.: Mental health care for elderly
people, Nowy Jork, Churchill Livingstone, 1996.

Ksigzka wydana przez organizacje

Institute of Medicine (US), Looking at the Future of the Medi-
cal Program, Waszyngton, The Institute, 1992.

Rozdziat w ksigzce

Phillips S.J., Whisnant J.R.: Hypertension and stroke, w: La-
ragh J.H., Brenner B.M. editors: Hypertension: pathophysio-
logy, diagnosis, and management, II wyd., Nowy Jork, Raven
Press, 1995, 465-78.

Materiaty kongresowe

Kimura J., Shibasaki H. redd.: Recent advances in clinical neu-
rophysiology, materialy z X Miedzynarodowego Kongresu
EMG i Neurofizjologii Klinicznej, 1995.10.15-19, Kioto, Japo-
nia, Amsterdam, Elsevier, 1996.

Referat

Bengtsson S., Solheim B.G.: Enforcement of data protection,
privacy and security in medical information, w: Lun K.G.,
Oegoulet P, Piemme T.E., Rienhoff O. redd.: MEDINFO 92,
materialy z VII Swiatowego Kongresu nt. Informatyki Medycz-
nej, 1992.09.6-10, Genewa, Szwajcaria.

Nie nalezy cytowacd, na ogél, abstraktéw, niepubliko-
wanych danych ani informacji ustnej. Jezeli jednak sa
one niezbedne (dotycza wlasnych wynikéw zamiesz-
czonych w pracach bedacych w druku lub szykowanych
do niego), mozna je wlaczy¢ do tekstu w odpowiednim
miejscu.

TABELE I ILUSTRACJE

Tabele maja swoja numeracje w kolejnosci wystepowania
pierwszego odwotania w tekscie oraz krétki tytul. W nagtéw-
kach kolumn stosuje si¢ krétkie hasta lub skréty. Wskaza-
ny jest najprostszy mozliwy uklad tabeli, bez zbednych po-
ziomych lub pionowych linii podzialu. Wyjasnienia, w tym
tlumaczenia niestandardowych skrétéw, nalezy umiesci¢
w przypisach pod tabela, nie zas w samej tabeli. Dolne przy-
pisy pod tabela nalezy ponumerowac odrebnie, zaczynajac od
1 dla kazdej tabeli. Nalezy sie upewni¢, czy kazda tabela jest
wymieniona w tekscie.

Nalezy przedstawi¢ pomiary statystyczne odmiennosci, jak np.
odchylenie standardowe, standardowy bfad pomiaru $redniej.
Jezeli dane pochodza z innego Zrédla opublikowanego lub nie-
publikowanego, nalezy uzyskac zgode i poda¢ zrédto w pelnym
cytacie.

Ryciny i zdjecia powinny by¢ wykonane profesjonalnie; nie-
dopuszczalne sg napisy reczne. Redakcja przyjmuje ryciny
i zdjecia w formie elektronicznej w mozliwe najwyzszej jakos-
ci (rozdzielczo$¢ min. 300 dpi). Litery, cyfry i symbole musza
by¢ wszedzie jasne i rownomierne i mie¢ taki rozmiar, aby po
zmniejszeniu w celu drukowania pozostaly czytelne. Tytuly
i wyjasnienia nalezy pisa¢ w podpisach, nie zas na samych ry-
cinach.

[on]



Ryciny powinny by¢ ponumerowane w kolejnosci wystepowa-
nia pierwszego odwotania w tekscie. Nalezy si¢ upewnic, czy
kazda rycina jest wymieniona w tekscie. Jezeli dana rycina zo-
stala juz opublikowana, nalezy podac¢ Zrédlo i uzyskac pisem-
na zgode osoby majacej prawa autorskie na przedruk materia-
tu za wyjatkiem dokumentéw stanowigcych dobro publiczne.
Zdjecia moga by¢ kolorowe lub czarno-biate. Redakcja druku-
je standardowo zdjecia w postaci czarno-bialej. Istnieje mozli-
wos¢ wydrukowania zdjecia w pelnym kolorze, po konsultacji
z Redakcja.

Zdjecia mikroskopowe powinny mie¢ wewnetrzne oznacze-
nie skali. Uzywane w zdjeciu mikroskopowym symbole, strzatki
i litery powinny by¢ w kolorze kontrastujacym z tlem. W przy-
padku fotografii badanych oséb albo nalezy ukry¢ ich tozsa-
mo$¢, albo uzyskaé pisemna zgode na opublikowanie zdjecia.
Redakcja przyjmuje zdjecia w formie elektronicznej w mozliwie
najwyzszej jakosci (rozdzielczo$¢ min. 300 dpi).

Legendy pod rycinami nalezy numerowac cyframi arabskimi
odpowiadajacymi kolejnym rycinom.

Jednostki miary. Pomiary dlugosci, wysokosci, wagi i objeto-
$ci powinny by¢ podane w jednostkach metrycznych (np. metr,
kilogram, litr i inne) lub w systemie dziesietnym (np. decyme-
try). Temperatura musi by¢ podana w stopniach Celsjusza. Ci$-
nienie tetnicze powinno by¢ podane w milimetrach stupa rteci.
Wszystkie kliniczne pomiary hematologiczne i chemiczne po-
winny by¢ podane w systemie metrycznym wedlug Miedzyna-
rodowego System Miar (SI). Alternatywne jednostki, niepocho-
dzace z tego systemu, powinny by¢ dodane w nawiasach.

Skroty i symbole. Redakcja wymaga stosowania jedynie stan-
dardowych skrétéw. Nie nalezy uzywaé skrotéw w tytule
ani w streszczeniach. Pelna wersja terminu, dla ktérego uzy-
wa sie danego skrétu, musi by¢ podana przed pierwszym wy-
stapieniem skrétu w tekscie za wyjatkiem standardowych jed-
nostek miar.

WYSLANIE ARTYKULU DO CZASOPISMA

Autorzy sa proszeni o przestanie manuskryptu droga elektro-
niczna na adres: office@indexcopernicus.com.

Manuskryptowi powinien towarzyszy¢ list przewodni podpi-
sany, w miare mozliwosci, przez wszystkich autoréw. List ten
powinien zawierac:

1. Oswiadczenie dotyczace statusu danej pracy, faktu, ze nie
byta dotad opublikowana albo Ze zostala opublikowana czes-
ciowo w innej redakcji, wedlug wytycznych zawartych po-
wyzej;

2. Zaswiadczenie ujawniajace istnienie ewentualnych zwiaz-
kéw finansowych (w tym informacje dotyczace np. grantu,
z podaniem Zrédta i numeru grantu) lub powigzan moga-
cych budzié zastrzezenia;

3. Oswiadczenie, ze wszyscy autorzy czytali i potwierdzili, ze
okreslone powyzej wymagania dotyczace wspolautorstwa
zgodnie z powyzszym zostaly spelnione oraz ze kazdy autor
uwaza, ze ztozony tekst stanowi rzetelna prace wszystkich
wymienionych autoréw;

4. Dane personalne, adres i telefony gléwnego autora, ktéry
odpowiada za porozumiewanie si¢ z pozostalymi autorami
w sprawach dotyczacych ewentualnych korekt i koricowego
zatwierdzenia ,szczotki” autorskiej do druku (jezeli autor nie
poda odrebnego adresu do korespondencji dla czytelnikéw,
adres ten zostanie wydrukowany na koncu opublikowanej
pracy jako ,adres do korespondencji”).

Nalezy zalaczy¢ réwniez zgody na przedruki opublikowanych
materialéw, na wykorzystanie reprodukcji publikowanych ma-
terialéw, na uzycie zdje¢ lub podawanie danych o osobach, kté-
rych tozsamo$¢ mozna ustali¢, oraz zgody na imienne wyréz-
nienie osé6b za ich wklad.

Redakcja Postepow Polskiej Medycyny i Farmacji uwa-
za ww. warunki za spelnione, jezeli ztozony zostanie podpis
pierwszego autora.

KOMPLET MATERIALOW NALEZY PRZEStAC
DO REDAKCJI NA ADRES:

Index Copernicus sp. z o.0.

Postepy Polskiej Medycyny i Farmacji

ul. Kasprzaka 31A/184, 01-234 Warszawa
tel.: +48 22 487 53 93

e-mail: office@indexcopernicus.com




o Polpharma

Jestesmy jednym z narodowych czempiondéw gospodarczych i najwiekszym polskim producentem
lekow. Wptywamy na rozwdj polskiej gospodarki w oparciu o wiedze i innowacyjne technologie.
Naszym mottem jest hasto ,Ludzie pomagajg Ludziom”. Od ponad 80 lat cieszymy sie zaufaniem

lekarzy, farmaceutow i pacjentéw, wytwarzajac leki wysokiej jakosci, bezpieczne i skuteczne.

Jestesmy

dumni

2 N3sz2ego
- f02Woju

o Jestesmy liderem polskiego rynku farmaceutycznego.

© Dynamicznie rozwijamy sie w regionie Europy

Srodkowo-Wschodniej i Azji Centralnej.

e Zatrudniamy ok. 7500 pracownikéw w Polsce i za granica.
e Od 2000 r. zainwestowalismy ponad 1,5 mld zt w badania
i rozw@j - najwiecej w polskiej farmaciji.
® Przeznaczylismy ok. 20 min zt na rozwdj
polskiej nauki i dziatalno$¢ Naukowej
Fundacji Polpharmy.
o Wdrazamy najlepsze praktyki spotecznej

odpowiedzialnosci biznesu.

www.polpharma.pl
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