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KOMORKI MACIERZYSTE I INZYNIERIA
TKANKOWA W TECHNOLOGII
POZAUSTROJOWEJ PRODUKCJI MIESA

STEM CELLS AND TISSUE ENGINEERING
FOR CULTURED MEAT PRODUCTION

Natalia HIPPMANN!, Piotr RZYMSKI'?

1Zaktad Medycyny Srodowiskowej,
Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu
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Streszczenie: Wspolczesne sposoby pozyskiwania migsa, na ktore ro$nie globalne zapotrzebowanie,
dalekie sa od zalozen zrownowazonego rozwoju, stwarzaja zagrozenia epidemiologiczne, jak rowniez
srodowiskowe, w tym takze w kontekscie stabilnosci klimatycznej, oraz budza watpliwosci natury
etycznej. W niniejszej pracy przyblizono najwazniejsze technologiczne zalozenia pozaustrojowej pro-
dukcji migsa jako realnej, zrownowazonej i bardziej bezpiecznej alternatywy. Omowiona zostata (i)
charakterystyka komorek macierzystych stanowigcych podstawe rozwoju catego procesu, (ii) prow-
adzenie wspothodowli komérkowych, (iii) odtwarzanie fizjologicznych skurczy migéni w warunkach
in vitro, (iv) zastosowanie rusztowan 3D, (v) wykorzystywanie pozywek nie majacych zwierzecego
pochodzenia, (vi) wdrozenie odpowiednio zaprojektowanych bioreaktorow przemystowych oraz (vii)
implementacja technik bioprintingu 3D. Dostepne wspotczesnie techniki in vitro pozwalajg na uzys-
kanie migsa zarowno zwierzat hodowlanych, jak i dzikich, a takze produkcje migsa dla zwierzat do-
mowych — psow i kotow. Wspodtczesny postep naukowo-technologiczny, pilna potrzeba zapewnienia
bezpieczenstwa klimatycznego i zywnosciowego, jak rowniez rosnaca, zwlaszcza pos$rod osob mtod-
ych, $wiadomos¢ ekologiczna, tworza optymalne warunki dla rozwoju i komercjalizacji produktéw
pozaustrojowego migsa.

Stowa kluczowe: hodowla komérkowa, produkcja zywnosci, inzynieria tkankowa, migso in vitro, bez-
pieczenstwo zywnosci

Summary: The global meat demand is increasing while its conventional production is not sustainable,
creating epidemiological and environmental risks, including those related to climate stability. It also
raises ethical concerns. The present paper characterizes cultured meat production as a realistic, more
sustainable, and safer alternative. The following issues are discussed: (i) types of stem cells used to
initiate the production process, (ii) co-culturing of different cell types, (iii) recreating muscle contrac-
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tions under in vitro conditions, (iv) use of 3D scaffolding, (v) use of non-animal media for cell culture,
(vi) implementation of industrial bioreactors, and (vii) use of 3D bioprinting technology. The discussed
methods allow for the production of meat of livestock and wild animal species, and pet food. It appears
that scientific and technological advances, the urgent need to ensure climate and food security, as well
as the growing environmental awareness, especially among young people, create optimal conditions
for the development and commercialization of cultured meat products.

Keywords: cell culture, food production, tissue engineering, cultured meat, food safety

WSTEP

Zapewnienie bezpieczenstwa zywnosciowego staje si¢ jednym z najwazniej-
szych wyzwan XXI w. z uwagi na prognozowany wzrost populacyjny, zmiany
klimatyczne, zanieczyszczenie srodowiska oraz postgpujacy rozwdj gospodarczy
1 zwigzany z nim konsumpcjonizm. Istotne obiekcje pod tym wzgledem rodzi sek-
tor hodowli przemystowej zwierzat. Organizacja Narodéw Zjednoczonych uznaje
produkcje miesa i produktow odzwierzecych jako jedno z najwiekszych zrddet
zuzycia wody i1 powierzchni oraz emisji gazow cieplarnianych. Hodowla zwierzat
zabiera 50% nadajacych si¢ do zamieszkania terenow na Ziemi. Wigkszos$¢ pol
uprawnych zaktadana jest w celu produkcji paszy. W rezultacie hodowla zwie-
rzat odpowiada za 25% globalnego zuzycia wody, ma 40% udziat w stosowanych
w rolnictwie pestycyddéw oraz wptywa na eutrofizacje wod powierzchniowych na
skutek sptywu nutrientéw z obszardéw rolnych, odpowiadajac w okresie lat 1950-
2010 za trzykrotny wzrost nadwyzek wprowadzanego do srodowiska azotu i pig-
ciokrotny — fosforu [29, 67].

Jednoczesnie, przemystowa hodowla zwierzat rodzi szereg obiekcji o charak-
terze etycznym, zwigzanych zarowno ze ztym dobrostanem, jak i samym wyko-
rzystywaniem zwierzat i ich zabijaniem. Pozyskiwanie mi¢sa od zwierzat dzikich
nie jest natomiast realng alternatywa, a zarazem rodzi szereg obiekcji, rowniez
na tle epidemiologicznym [37, 73]. Polowanie na dzikie zwierzgta bylo w prze-
sztosci zrodlem transmisji istotnych klinicznie patogendw. Pierwszy przypadek
zakazenia wirusem Ebola w Afryce Zachodniej byt prawdopodobnie rezultatem
kontaktu z nietoperzami owocozernymi [39], pochodzenie wirusa rézyczki jest
rowniez odzwierzg¢ce, zwigzane z nietoperzami z rodzaju ptaskonosow (Hippo-
sideros) jako pierwotnymi gospodarzami [5], podczas gdy ludzki wirus niedo-
boru odpornosci 1 (HIV-1) i HIV-2 sa powigzane z pierwotng transmisjg i dal-
sza mutacjg matpiego wirusa niedoboru odporno$ci odpowiednio z szympansow
oraz mangab szarych podczas przygotowywania i spozywania ich migsa [16, 76].
Wspotczesnie handlem objetym jest na swiecie ponad 18 tys. gatunkéw zwierzat
(w tym ok. 7,6 tys. ladowych kregowcow, z czego 4,5 tys. gatunkéw ptakow, 1,2
tys. gadow i ssakow iok. 500 gatunkow plazow [37]. Szacuje si¢, ze ok. 75%
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nowych patogenow cztowieka, w przewazajacej wigkszosci reprezentowanych
przez wirusy, ma pochodzenie odzwierzece [37, 94].

Wspoélczesna hodowla przemyslowa zwierzat rowniez tworzy zagrozenia
o charakterze epidemiologiczny. Przyktadowo, znanych jest dotychczas sze$¢
koronawiruséw zwigzanych ze swiniami (w tym jeden z rodzaju Deltacoronavi-
rus, jeden przedstawiciel Betacoronavirus i cztery gatunki z rodzaju Alfacorona-
virus), w tym alfakoronawirus SADS-CoV, ktory jest potencjalnie zakazny dla
cztowieka [26, 87]. Wirus Nipah, powodujacy ciezkie zapalenie mozgu, uktadowe
zapalenie naczyn i cigzkie zapalenie ptuc, odpowiedzialny za regularne, coroczne
wybuchy epidemii w poludniowej Azji, przenoszony przez nietoperze, rowniez
zwigzany jest z hodowlag $win [38]. Hodowle trzody chlewnej sprzyjaja rowniez
genetycznej reasortacji wirusow grypy, ktora polega na wymianie jednego badz
kilku fragmentoéw jednoniciowego RNA wirusa i ma miejsce, gdy jedng komorke
gospodarza zakazi wigcej niz jeden szczep wirusa grypy. Jest to mozliwe, gdyz
drogi oddechowe §win charakteryzuja si¢ kwasem sialowym wykorzystywanym
jako receptor zarowno przez hemaglutyniny ptasiego wirusa grypy (HS), jak
i ludzkiego wirusa grypy (H1). W 2020 r. opisano szczep G4 EA HINI, ktory
wyewoluowat na terenie chinskich hodowli trzody chlewnej i charakteryzuje si¢
istotnym potencjalem pandemicznym. Jego genom stanowi material genetycz-
ny wirusa ptasiej grypy, ale zawiera roéwniez fragmenty pochodzace m.in. z linii
HIN1/09 [84]. Z kolei w lutym 2021 r. w Rosji wykryto pierwsze zakazenie czto-
wieka wirusem ptasiej grypy H5N8, powigzane z fermami drobiu [90].

Ponadto, konwencjonalna produkcja migsa wigze si¢ z ryzykiem narazenia na
patogenne bakterie (np. Salmonella), pasozyty (tasiemce, glisty, nitkowce) oraz
priony, bedace czynnikami etiologicznymi choréb takich jak gabczasta encefalo-
patia bydta [31]. Problem zakazen bakteryjnych wymusza rosnace uzycie farma-
ceutykéw w hodowlach zwierzat, w tym antybiotykow, co z kolei przektada si¢ na
wzrost ich emisji do srodowiska i oddziatywania na jego elementy, jak rowniez na
promocje antybiotykoopornosci, zjawiska rozpoznanego przez Swiatowa Organiza-
cje Zdrowia jako jedno z bardziej istotnych wyzwan zdrowia publicznego [18, 49]

Z powyzszego omowienia wynika jednoznacznie, ze wspodtczesne sposoby
pozyskiwania mi¢sa na cele konsumpcyjne nie spetniajg zasad zrownowazonego
rozwoju, sprzyjaja degradacji sSrodowiska, zmianom klimatu, a takze rodzg istotne
zagrozenia o charakterze zdrowotnym. Aspekt ograniczenia konsumpcji migsa,
na korzy$¢ produktow roslinnych, znalazt odzwierciedlenie zarowno w raporcie
Miedzyrzadowego Zespotu ds. Zmian Klimatu powotanego przez ONZ w 2019 r.,
oficjalnym stanowisku Rady Naukowej Europejskich Akademii Nauk (EASAC),
a takze w stanowisku opublikowanym na tamach czasopisma BioScience, ktore
podpisato tacznie 11 tys. badaczy ze 152 krajow. Z drugiej strony, globalna kon-
sumpcja migsa rosnie, osiggajac niemal 350 milionow ton rocznie [71]. Mimo
wzrostu popularnosci diet roslinnych, nie wydaje si¢, by ich dalsza promocja mo-
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gla stanowi¢ realny sposéb rozwigzania problemdw, ktorym sprzyja produkcija
migsa. Przecietne spozycie migsa per capita wzrosto z 20 kg w 1961 r., do 43 kg
w 2014 r. Najwyzszy poziom konsumpcji mi¢sa odnotowuje si¢ w krajach wyso-
ko rozwini¢tych — powyzej 100 kg na osobe¢ w krajach takich jak Australia i USA
oraz ok. 80 kg na osobe w Europie. Istotny wptyw na wzrost konsumpcji mi¢sa
ma rowniez populacja krajow rozwijajacych. W potowie lat .70 XX w. w Chinach
spozywano rocznie mniej niz 10 mln ton migsa, podczas gdy w 2012 r. juz ponad
70 mln. Najwiekszy wzrost konsumpcji migsa odnotowuje si¢ natomiast w In-
diach, ktorych populacja liczyta niegdys$ 40% osob stosujacych diet¢ wegetarian-
ska. Wedtug prognoz Swiatowego Forum Ekonomicznego, do 2050 r. zapotrzebo-
wanie na migsa na catym §wiecie podwoi si¢ — decydowac bedzie o tym zaréwno
wzrost liczebnosci ludzkiej populacji, jak 1 postepujacy rozwodj gospodarczy [95].

W zwiazku z tym wszystkim potrzeba pilnych dzialan majacych na celu od-
mian¢ wspotczesnego oblicza przemystowej hodowli zwierzat [37, 67, 73]. W os-
tatnich latach, dzigki osiggni¢ciom technik hodowli komoérkowej, inzynierii tkan-
kowej oraz medycyny regeneracyjnej udato si¢ istotnie rozwina¢ produkcje¢ tkanki
mig$niowej w warunkach in vitro w celach spozywczych. Pierwszy tego typu pro-
dukt — burger wolowy ztozony z 20 tys. widkien mi¢sniowych — powstat w 2013
1., jego produkcja zajela trzy miesiace i kosztowata ponad 330,000 USD [83]. Na
przestrzeni nastgpnych lat znaczaco zwiekszylo si¢ zainteresowanie pozaustrojo-
wa produkcja migsa, co umozliwilo pokonanie wielu wyzwan, a takze obnizylo
koszty. W 2020 r. Singapurska Agencja Zywnosci dopuscita na rynek pierwszy
produkt tego typu — migso drobiowe w formie tzw. ,,nuggetsow”, produkowane
przez firme¢ Eat Just [40].

W niniejszej pracy omowiono najwazniejsze technologiczne zalozenia po-
zaustrojowej hodowli migsa na cele konsumpcyjne ze szczegdélnym uwzglednie-
niem charakterystyki komoérek macierzystych stanowiacych podstawe rozwoju
catego procesu, prowadzenia wspothodowli komorkowych, odtwarzania proce-
sow fizjologicznych skurczy mies$ni, zastosowania rusztowania 3D, wykorzysty-
wania pozywek nie majacych zwierzecego pochodzenia, wdrozenia odpowiednio
zaprojektowanych bioreaktoréw przemystowych oraz implementacji technik bio-
printingu 3D.

OGOLNA CHARKATERYSTUKA TKANKI MIESNIOWEJ

Migsem nazywamy wszystkie przeznaczone do spozycia czg$ci umigsnie-
nia szkieletu zwierzat z przylegtymi tkankami: tkankg taczng witasciwag (wlacz-
nie z thuszczowa), tkanka chrzgstna, kostng nerwowa, naczyniami krwiono$ny-
mi 1 pozostatoscig krwi. W przypadku procesu pozaustrojowej produkcji miesa
wyzwaniem staje si¢ zatem nie tylko wytworzenie tkanki mig$niowej, ale takze
odtworzenie catego systemu tkanek wspottworzacych konwencjonalnie rozumia-
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ne migso. W przemys$le migsnym, spozywane sg najczesciej migsnie prazkowane
szkieletowe zwierzat hodowlanych. Migsien szkieletowy jest wysoce wyspecja-
lizowang tkanka, ktorej gtdwna funkcja jest generowanie skurczy. Podczas roz-
woju zarodkowego ssakow, komorki mezodermy przeksztatcajg si¢ w mioblasty,
a nastepnie diugie, cylindryczne, wielojadrowe komorki (wiokna) zlewajag si¢
w peczki wiokien migéniowych, ktore stanowig wielojadrzasty zrab. Funkcjonal-
ny migsien tworzg peczki miotubuli z siecig naczyn wlosowatych poprowadzo-
nych przez $rodek, dostarczajacych niezbgdnych substancji do prawidlowej pracy
tkanki. Mioblasty, ktore nie przeksztatcg si¢ w miotubule, pozostang komorkami
macierzystymi mieg$ni szkieletowych — komoérkami satelitarnymi [74]. Komorki
te sg istotne w procesie regeneracji uszkodzonych tkanek, ale majg tez kluczowe
znaczenie dla hodowli in vitro [45]. Jednym z najwickszych wyzwan w produkcji
migsa in vitro jest wybor najlepszego zrodta komorek inicjatorowych do rozpo-
czecia hodowli komdrkowej [73].

KOMORKI INICJATOROWE
I PROCESY ICH ROZNICOWANIA

KOMORKI MACIERZYSTE TKANKI MIESNIOWEJ

Komorki satelitarne migsni, opisane pierwszy raz przez A. Mauro w 1961 r.,
umiejscowione sg pod warstwa blaszki podstawnej miofibryli, gdzie przebywa-
ja w formie uspionej i niezréznicowanej [60]. W przypadku uszkodzenia tkanki,
moga one wejs¢ w faze mitotycznego podziatu, co indukuje proliferacje i fuzje
mioblastow [13]. W produkcji migsa in vitro, to wlasnie one sg najpowszechniej-
szym zrodlem komorek migsniowych. Wyzwaniem w ich hodowli jest trudno$¢
w utrzymaniu ciggtosci proliferacji, poniewaz w warunkach in vitro poziom re-
plikacji maleje wraz z wiekiem komorki [72] i moze przekroczy¢ 20 podziatow,
nie osiggajac nawet limitu Hayflicka, czyli typowej dla komoérek macierzystych
liczby podziatow (50-70). Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ m.in. rutyno-
we uzupetnianie hodowli immoratlizowanymi komérkami, co skutkuje zwigksze-
niem potencjatu proliferacyjnego [64].

Trwaja rowniez prace z zastosowaniem specyficznych inhibitorow, majacych
na celu utrzymac¢ komorki satelitowe w stanie macierzystosci, bez determinacji
w kierunku mioblastow. Komorki satelitowe niezdeterminowane charakteryzuja
si¢ ekspresja PAX7, przy jednoczesnym braku ekspresji myoD (Rye. 1). Z badan
wynika, ze aktywacja szlaku sygnalowego kinazy p38a/f MAPK prowadzi do
systematycznego spadku ekspresji PAX7 [88]. W zwiazku z tym, zastosowanie
inhibitora p38a/f MAPK pozwala na wydtuzenie cykli proliferacyjnych komorek
satelitowych w warunkach in vitro. Ograniczeniem tej metody jest natomiast ha-
mowanie zdolnoséci miosatelit, poddanych wczesniej dziataniu powyzszego inhi-
bitora, do progresji w kierunku miocytéw i tworzenia miotubul [23].
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RYCINA 1. Najistotniejsze czynniki transkrypcyjne odgrywajace rolg w kolejnych etapach miogene-
zy (na podstawie [6])
FIGURE 1. Main transcription factors in the myogenesis (based on [6])

Firma Memphis Meat opatentowata rowniez metode prowadzenia linii komo-
rek satelitowych $wini O2K (patent US20160227830A1) z zastosowaniem Sys-
temu TET-ON. Komorki transdukowane POUSF1 (OCT3/4) i KLF4, utrzymuje
si¢ pod kontrolg doksycyliny i beta-estradiolu z zastosowaniem transaktywatorow
(Rye. 2). W obecnosci doksycykliny nie dochodzi do ekspresji myoD i mozli-
we jest proliferowanie niezdeterminowanych komorek satelitowych. Usunigcie
antybiotyku z medium, przy jednoczesnym dodaniu beta-estradiolu prowadzi do
ekspresji myoD i progresji komodrek w kierunku mioblastow. Tego typu rozwigza-
nie pozwala na istotne ekspandowanie populacji komorek satelitowych, ich krio-
prezerwacje i dlugoterminowe przechowywanie i wykorzystywanie zgodnie z po-
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RYCINA 2. System TET-ON zastosowany przez Memphis Meat w linii §winskich komorek sa-
telitowych O2K uzyskanych zindukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych (patent
US20160227830A1)
FIGURE 2. The Tetracycline-Controlled Transcriptional Activation (TET-ON) system in the O2K
cell line, obtained from induced pluripotent stem cells and patented by the Memphis Meat ((patent
US20160227830A1)

trzebami produkcji migsa. Takie rozwigzanie jest korzystne z punktu widzenia
aspektow bezpieczenstwa zywnosci. Jego ograniczeniem jest natomiast wyste-
powanie potencjalnych $ladowych ilosci doksycykliny w produkcie docelowym,
otrzymanym przy wykorzystaniu komoérek O2K. Ryzyko to mozna ograniczy¢
w przypadku odpowiedniego przemycia komorek w trakcie pasazowania [73].

Po osiggnieciu okreslonej liczby, komorki te juz z tatwoscia réznicuja w ko-
morki migsniowe i bardziej ztozone miofibryle [68]. Komorki macierzyste tkanki
mig¢é$niowej od lat z powodzeniem izoluje si¢ z tkanek migsniowych gatunkow
zwierzat o znaczeniu gospodarczym: -bydta domowego [24], kury domowej [96],
owcy (40), $wini domowej [92], ryb [70] oraz indyka domowego [61].

EMBRIONALNE KOMORKI MACIERZYSTE
Embrionalne komorki macierzyste (ESCs), izolowane z blastocysty po za-
ptodnieniu, sg kolejnym potencjalnym zrodtem komorek migsniowych w hodow-
li, dzigki swojej zdolnosci do rdéznicowania. Moga stanowi¢ alternatywe dla ko-
morek satelitarnych, ze wzgledu na lepsze przystosowanie do warunkow in vitro:
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zdolno$¢ do utrzymania stanu aktywnej proliferacji, zachowania niezmienionego
genotypu 1 wysoka ekspresje biatka telomerazy, ktére odpowiada za utrzymanie
odpowiedniej dlugosci telomerow [3, 99]. Ich duza zdolno$¢ do roznicowania
moze by¢ szczegolnie korzystna na etapie inicjacji hodowli [86].

Dotychczas nie wyizolowano jednak stabilnej linii ESCs ze zwierzat hodow-
lanych, wigc ich potencjat do przeksztatcenia si¢ w komorki tkanki mig$niowe;j
pozostaje niezbadany.

INDUKOWANE PLURIPOTENTNE KOMORKI MACIERZYSTE

Indukowane pluripotentne komorki macierzyste (iPSC) réwniez moga stanowic
komorki starterowe w hodowli migsa in vitro. Technologia iPSCs polega na prze-
ksztalceniu zréznicowanej juz komorki, na przyktad komorki skory, w pluripotent-
ng komorke macierzysta poprzez uruchomienie ekspresji embrionalnych gendéw za
pomoca specyficznych czynnikow transkrypcyjnych (tzw. czynnikow Yamanaki):
Oct4, Sox2, KLF4 i c- Myc [85]. Czynniki te wprowadza si¢ na drodze transdukcji
z wykorzystaniem wirusowych wektoroéw integrujacych badz transfekcji plazmidu.
Dotychczas udato si¢ juz pozyska¢ iPSC m.in. z fibroblastoéw $wini domowej [28],
a takze przeksztatci¢ je w komorki migsniowe [63]. Oprécz tego, komodrki migsni
szkieletowych zostaty takze uzyskane poprzez odréznicowanie dojrzatych komorek
thuszczowych [47]. Pracujac z iPSC mozna docelowo uzyska¢ zarowno komorki
mig$niowe, ale rowniez adipocyty oraz komorki srodbtonka, a nastgpnie wykorzy-
sta¢ je do strukturyzowania produktu docelowego, np. wotowiny [82].

MEZENCHYMALNE KOMORKI MACIERZYSTE

Mezenchymalne komorki macierzyste (MSCs) to multipotencjalne komorki,
ktore mogg by¢ wyizolowane z ptynu owodniowego, krwi pgpowinowej, galarety
Whartona i dojrzatych narzadow, takich jak szpik kostny, miazga zgbowa, ptuca
1 watroba [53]. W ciagu ostatnich lat, MSCs zostaty skutecznie wyizolowane, mig-
dzy innymi, z bydta, bawotow ikdzn [41]. Zespdt Mann i in. wyizolowal MSCs
z plynu owodniowego zarodka wotu domowego i rozszerzat hodowlg do 20 pasazy.
Komorki wykazywaly ekspresje gendow pluripotencji — Oct4, Nanog, Sox2 i GA-
PDH, podobnie do komoérek ludzkich [58]. Innym potencjalnym zrédtem MSCs jest
krew pepowinowa [97]. Mezenchymalne komorki macierzyste moga réznicowac si¢
w miocyty, a nastepnie miotuby, dzieki ekspresji Pax3, Pax7, MyoD, Myf-5 i MyoG
— przez co, podobnie jak ESCs, mogg stanowi¢ komorki inicjatorowe w hodowli.

STYMULACJA SKURCZY MIESNI W HODOWLI

Jednym z waznych aspektow w hodowli tkanki mi¢éniowe;j jest zapobieganie
atrofii miocytow. Jako ze tkanka in vitro jest pozbawiona unerwienia i mi¢$nie
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nie s3 w czynnym uzyciu, istnieje ryzyko zaniku witokien mig$niowych, dlate-
go niezbedne jest zapewnienie komdérkom mozliwosci wykonywania skurczy [7].
W warunkach in vivo migsien szkieletowy podlega regularnym skurczom dzig-
ki unerwieniu. W warunkach in vitro — mimo, ze komorki czasami same ulegaja
spontanicznym skurczom — konieczna jest alternatywna stymulacja [21]. Oprocz
zapobiegania atrofii, skurcze pozytywnie wptywaja na wzrost i tworzenie odpo-
wiedniej struktury tkanki [33]. Komoérki mozna pobudza¢ mechanicznie. Jedna
z metod polega na regularnym, cyklicznym umieszczaniu i zdejmowaniu obcigze-
nia z pokrytego komodrkami migéni gladkich porowatego rusztowania, co promuje
roznicowanie i taczenie si¢ ze soba komorek [14]. Oprocz tego, rozwigzaniem sa
ruchome rusztowania — na przyktad kulki z biomateriatu, ktore moga si¢ regu-
larnie powigksza¢ i pomniejszaé [25]. Podobne do naturalnych warunki skurczu
pobudzajacego rozrost komérek migsniowych udato sie stworzy¢ w 2000 r., kiedy
zauwazono wilasciwos¢ fibroblastow do organizacji widkien kolagenu w macie-
rzy pozakomorkowej, tym samym tworzgc state napigcie pomigdzy rozwijajacymi
si¢ komorkami migsniowymi [35]. Innym rozwigzaniem jest elektryczna stymula-
cja komorek. W badaniu przeprowadzonym w 2000 r. zauwazono, ze stymulacja
elektryczna mig$nia in vitro jest bardziej efektywna niz mechaniczna: jej zaleta
jest latwos$¢ w stosowaniu na duza skalg i pozytywny wplyw na formacje sarko-
meréw i réznicowanie si¢ komorek [20]. Umozliwia tez skurcz kazdego wtokna
z osobna, poniewaz sygnat elektryczny wnika gleboko w kazda komorke, w prze-
ciwienstwie do mechanicznego, pasywnego pobudzania [20]. Pozytywny wplyw
na wzrost i rozwdj komoérek miato nawet hodowanie ich na mikrowtoknach, ktore
znajdowaty si¢ pod statym napigciem elektrycznym [43].

PROWADZENIE WSPOLHODOWLI Z FIBROBLASTAMI

Tkanka taczna w warunkach in vivo, w tym takze w tkance migsniowej, sta-
nowi zrab i ochrone mechaniczng dla innych tkanek i narzadéw oraz transportuje
substancje odzywcze i produkty metabolizmu. Jest zbudowana z komorek oraz
istoty miedzykomorkowej — ECM (ang. extracellular matrix) — na ktora sktada-
ja sie gtownie wtokna kolagenowe, glikozaminoglikany (np. kwas hialuronowy),
proteoglikany i glikoproteiny. Fibroblasty stanowig najliczniejsza grupe komorek
tkanki tgcznej, ich gtdowng funkcja jest produkcja sktadnikow ECM, miedzy in-
nymi kolagenu i elastyny [74]. Fibroblasty wplywaja na wzrost i r6znicowanie
innych komorek i taki efekt zostal zaobserwowany takze w przypadku ko-kul-
tury z mioblastami. Ko-kultura jest hodowlg komodrkowa, do ktoérej powstania
potrzebne sg co najmniej dwa rodzaje komorek, co ma wptywaé korzystnie na
ich rozwoj, poprzez lepsze odwzorowanie warunkow naturalnych oraz parakryn-
na regulacje odpowiednimi czynnikami wzrostu. Wykazano rolg fibroblastow
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w proliferacji, réznicowaniu i fuzji komorek satelitarnych miesni [56], z czym
zwiazany jest gtownie czynnik wzrostu fibroblastow — FGF-2 (ang. fibroblasts
growth factor) [91]. FGF-2 jest biatkiem sekrecyjnym, aktywujacym kinaz¢ zwiag-
zang z biatkiem RhoA, ktora odpowiada za inhibicj¢ procesu rdéznicowania si¢
mioblastow poprzez fosforylacje seryny substratow receptora insulinowego [55].
Inhibicja RhoA prowadzi do zwigkszenia poziomu RhoE, ktore z kolei prowadzi
do zréznicowania w komorke migsniows i reguluje Sciezke sygnatows zwigzana
z M-kadheryna, biorgc tym samym udziat w fuzji mioblastow [32]. Zatem czynni-
ki wydzielane przez fibroblasty regulujg stopien zréznicowania komorek migsnio-
wych. Fibroblasty biorg tez udzial w zatrzymywaniu proceséw apoptotycznych
mioblastow podczas ich r6znicowania poprzez regulacj¢ f1 integryny, ufosforylo-
wanego biatka Akt oraz biatka antyapoptotycznego Bcl2 [101]. Dodatkowo, obec-
nos¢ fibroblastéw moze poprawia¢ walory smakowe mi¢sa, poprzez zwigkszenie
jego jedrnosci. Obecny stan wiedzy sugeruje, ze odpowiednio zoptymalizowana
hodowla fibroblastow i mioblastéw jest kluczowa w odpowiednim wzroscie tkan-
ki migsniowej, a produkcja migsa in vitro bgdzie wymagata prowadzenia takiej
ko-kultury [66].

WYKORZYSTANIE ADIPOCYTOW

Adipocyty to komorki tkanki tacznej, ktorych gldéwna funkcja jest magazy-
nowanie i produkcja energii z lipidow, izolacja termiczna oraz wypelnianie pu-
stych przestrzeni w organizmie. Adipocyty rezydujg takze w tkance mig$niowej
[74]. W przypadku miesa, procent tkanki thuszczowej wewngtrzmigsniowej jest
podstawa do oceny jego marmurkowatos$ci — parametru oceniajgcego smak i kon-
systencj¢ mig¢sa. Wigksza zawarto$¢ thuszczu pozytywnie wptywa na jego smak,
jednakze konsumenci chetniej wybieraja migso, w ktorym tkanki ttuszczowej jest
mniej, powotujac si¢ na niekorzystny wplyw tluszczu zwierzgcego na zdrowie
[11]. Marmurkowato$¢ migsa konwencjonalnego moze by¢ uwarunkowana przez
genotyp, ale rowniez diete zwierzgcia [93]. Zaleta migsa in vitro moze by¢ mozli-
wos¢ regulacji zawartos$ci tkanki thuszczowej, w zaleznosci od potrzeb konsumen-
ta. Istotnym wyzwaniem prowadzenia kultury adipocytow na cele konsumpcyjne
jest wyeliminowanie zwiazkéw chemicznych klasycznie wykorzystywanych do
indukcji adipogenezy w mezenchylanych komorkach macierzystych. W tym celu
wykorzystuje si¢ bowiem insuling, deksametazon, indometacyn¢ oraz 3-izobuty-
1-1-metyloksantyna (IBMX). W hodowlach adipocytéw na cele konsumpcyjne,
zastosowanie tych zwigzkow jest wykluczone z uwagi na specyfike ich aktywno-
$ci biologicznej [36]. W zwiazku z tym potrzebne sg alternatywy dziatajace jako
induktory receptoréw aktywowanych przez proliferatory peroksysomoéow gamma,
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RYCINA 3. Glowne szlaki uczestniczace adipogenezy, ktore wymagaja odtworzenia w produkeji ko-
morek thuszczowych w procesie pozaustrojowej produkcji migsa (na podstawie [36])

FIGURE 3. Main pathways of adipogenesis needed to be recreated in the production of cultured meat
(based on [36])

ktorych aktywacja jest jednym z glownych procesow w progresji adipogenezy
(Ryec. 3). Postuluje si¢, iz induktorem tego typu moze by¢ m.in. kwas prystanowy,
dtugotancuchowy kwas nasycony, otrzymywany z kwasu fitanowego [34].
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WASKULARYZACJA

W przypadku hodowli migsa, ktore nie ulegnie przetworzeniu, na przyktad
wotowego steku, kluczowe staje si¢ doktadne odwzorowanie struktury tkanki
migsniowej. Jednym z niezbgdnych elementéw jest jej odpowiednie unaczynie-
nie. Jednym z proponowanych rozwigzan jest stworzenie sieci naczyn z jadalne-
go kolagenu lub z biomateriatu, do ktérego mioblasty si¢ przylacza, a ktory na-
stepnie zostanie usunigty, pozostawiajac wydrazone kanaty symulujgce naczynia
krwionoséne [25]. Idac krok dalej, proponowane jest rowniez zastosowanie po-
dobnego modelu, jednakze z wykorzystaniem komoérek tkanki nabtonkowej, ktdra
w warunkach in vivo buduje zyly i tetnice [10] — biopolimer zostatby pokryty
nabtonkiem, a nastepnie usuniety, poprzez uzycie odpowiedniego rozpuszczalni-
ka. Alternatywna propozycja jest kontrolowana angiogeneza mig$nia w hodowli,
w ktorej mioblasty wzrastatyby w ko-kulturze z komoérkami nabtonka z zastoso-
waniem cytokin promujacych waskularyzacje — VEGF, IGF-1, EGF [4].

WYBOR ODPOWIEDNIEGO MEDIUM HODOWLANEGO

Powszechnie stosowanym zrodtem sktadnikow odzywczych w hodowlach ko-
morkowych in vitro sa surowice zwierzece, zwlaszcza surowice z cielat (ang. fetal
bovine serum, FBS) [42]. Gléwnym skladnikiem FBS jest surowicza albumina
bydleca (ang. bovine serum albumin, BSA) — biatko globularne, ktoére po oczysz-
czeniu charakteryzuje si¢ neutralnoscig i nie wykazuje aktywnosci enzymatycznej
[57]. Z uwagi na to, ze FBS powstaje jako produkt uboczny uboju krow, jest sto-
sunkowo tani. Docelowo jednak, w produkcji migsa in vitro dazy si¢ do ograni-
czenia, a nastgpnie catkowitego wyeliminowania FBS ze stosowania [65]. Wynika
to z kilku czynnikéw. Po pierwsze, koszt FBS (ok. 1000 zt za 0,5L) stosowanego
w produkcji przemystowej takiego migsa znaczaco podnositby cene ostatecznego
produktu. Po drugie, wykorzystanie surowic zwierzgcych pozyskiwanych z pto-
dow budzi kontrowersje na ptaszczyznie etycznej. Po trzecie, wykluczenie FBS
zwiekszytoby grupe potencjalnych odbiorcow produktu o osoby obecnie stosuja-
ce diety roslinne. Po czwarte, stosowanie innych dodatkow odzywczych do me-
diéw umozliwitoby zachowanie pelnej kontroli nad sktadem pozywki i pozwoli-
loby spehi¢ wszystkie wymogi GMP (Good Manufacture Production).

The Good Food Institute przeprowadzit w 2020 r. analiz¢ [81] dotyczaca
miedzy innymi sktadu i kosztow syntetycznej pozywki. Essential 8 to powstale
w 2011 r., szeroko stosowane i dostepne komercyjnie medium komoérkowe, nie
zawierajace skladnikow pochodzenia zwierzecego. Charakteryzuje si¢ prostym
sktadem: DMEM/F12, AA2P, NaHCO,, selenin sodu, insulina, transferyna FGF-2
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1 TGF-B. Litr pozywki Essential 8 kosztuje 400 USD i wedtug analizy ponad 99%
kosztow generuja czynniki wzrostu — insulina, transferyna, FGF-2 i TGF-3 oraz
jeden ze sktadnikow bazy medium: bufor HEPES. Raport przedstawia siedem
realistycznych scenariuszy na obnizenie kosztow, migdzy innymi poprzez zmniej-
szenie stezenia wszystkich czynnikow wzrostu oraz zastgpienie buforu HEPES,
tanszym buforem TES — oszacowano, ze w najlepszym przypadku cena jednego
litra pozywki moze spas¢ z 377 USD do 0.24 USD — udowadniajac tym samym,
ze ostateczna cena migsa produkowanego w laboratorium moze w przysztosci
osiagna¢ warto$¢ konkurencyjng do konwencjonalnego miesa [81]. Warto row-
niez wspomnie¢, ze obecnie na rynku przybywa pozywek niemajacych zwierze-
cego pochodzenie, np. ClonaCell™-HY AOF Expansion Medium, Gibco® CHO
Medium lub MilliporeSigma™ Chemicon™ AOF ITS. Nie wszystkie tego typu
media spetniajg swoje zadanie w kulturach mioblastow, czesto stymulujac proli-
feracje w sposob istotnie nizszy w porownaniu do FBS [50]. Do hodowli komorek
w celu produkcji migsa in vitro mozna by réwniez wykorzysta¢ lizat z ludzkich
trombocytow, np. PLTGold®. W tym przypadku ograniczeniem jest jego bardzo
wysoki koszt, ksztaltujacy si¢ obecnie na poziomie kilku tys. zt za 0.5L.

ZASTOSOWANIE SZTUCZNEGO RUSZTOWANIA

Wraz z intensywnym rozwojem inzynierii tkankowej, zrodzita si¢ potrzeba
nowego rodzaju podtoza, na ktorym komorki maja si¢ dzieli¢, tak, aby jak najsku-
teczniej imitowac¢ naturalne warunki i tym samym tworzy¢ realistyczne modele
tkanek in vitro. Jednym ze sposobow na utrzymanie okreslonej struktury prze-
strzennej hodowli, jest zastosowania sztucznego rusztowania. Do jego najwaz-
niejszych cech nalezg: umozliwienie swobodnego przemieszczania si¢ i przyle-
gania komorek, dostarczanie skladnikow odzywczych, czynnikéw wzrostu oraz
biokompatybilnos¢ i biodegradowalno$¢ [15]. Najczesciej uzywanymi materiata-
mi sg m.in. naturalne polimery (kolagen, fibryna, kwas hialuronowy), surowce ce-
ramiczne (tlenek glinu, hydroksyapatyt) i materialy syntetyczne (glikol polietyle-
nowy, poliestry) [48]. Mioblasty w hodowli in vitro sg komoérkami spontanicznie
sie kurczacymi i wymagajacymi kontaktu z podtozem do prawidtowego wzrostu,
zatem najlepszym rodzajem rusztowania bylby elastyczny material o duzej po-
wierzchni, ktéry umozliwia swobodng dyfuzje medium z niezbednymi sktadnika-
mi, a takze taki, ktory moze by¢ z tatwosciag oddzielony od finalnego produktu lub
jest jadalny [19]. Wérdd zaproponowanych rusztowan znalazty si¢ kolagenowe,
celulozowe lub chitozanowe mikrosfery, ktére powigkszatyby si¢ pod wplywem
zmiany pH lub temperatury, dzieki czemu osadzone na nich widékna mi¢$niowe
moglyby by¢ poddawane regularnym skurczom oraz kolagenowa siateczka, o tek-
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sturze podobnej do gabki o duzej powierzchni adhezyjnej dla komédrek i wysokiej
przepuszczalnosci dla substancji odzywczych [25]. Bardzo dobra propozycja wy-
daja si¢ by¢ mikrosfery kwas alginowego (Alginate), kopolimeru kwasu mannu-
ronowego i1 kwasu guluronowego, ktore dostgpne sa komercyjnie, gdyz znajduja
zastosowanie w sektorze medycznym [30]. Jednoczes$nie sole kwasu alginowego
sa bezpieczne dla konsumenta, moga by¢ wykorzystywane w produktach spozyw-
czych i w przeciwienstwie do kolagenu, nie maja pochodzenia zwierzecego [27].

KSZTALTOWANIE WEASCIWOSCI SENSORYCZNYCH

Akceptacja spoteczna migsa in vitro bedzie zalezata od jego wlasciwosci sen-
sorycznych, takich jak smak, tekstura, kolor i warto§¢ odzywcza, dlatego kolej-
nym wyzwaniem w produkcji tej alternatywy bedzie zadbanie o spetnienie tych
oczekiwan. Wptyw na strukture tkanki maja m.in. fizyczne warunki hodowli oraz
ko-kultury. Tkanka mig$niowa wyhodowana w warunkach in vitro ma bardziej
zottawy niz czerwonawo-r6zowy kolor, charakterystyczny dla migsa konwencjo-
nalnego — glownie z powodu zmniejszonej ekspresji mioglobiny w warunkach
duzej zawarto$ci tlenu, jakie panuja w hodowli [69]. Rozwigzaniem moze by¢
prowadzenie hodowli w warunkach niskotlenowych — zostato udowodnione, ze
prowadzi to do zwigkszenia ekspresji mioglobiny, tym samym poprawiajgc kolo-
ryt tkanki [46]. Tekstura, smak i soczysto$¢ migsa zalezg od zawarto$ci thuszczu
srodmig$niowego. Oprocz wspomnianej juz ko-kultury z adipocytami, zawarto$¢
thuszczu moze by¢ kontrolowana poprzez suplementacj¢ thuszczy na koncowym
etapie produkcji i zachowanie odpowiedniego stosunku kwasow ttuszczowych
nasyconych do nienasyconych [9].

KSZTALTOWANIE WARTOSCI ODZYWCZEJ

Migso pochodzenia naturalnego sktada si¢ z kilku tkanek — tkanki mig$nio-
wej, thuszczowej, tacznej 1 kostnej. Dzigki temu, migso moze by¢ bogatym zro-
dtem biatek, aminokwaséw, kwasow ttuszczowych, mineratow, takich jak cynk,
selen, potas, s6d, magnez, a takze kreatyny i witamin A, B i D. Jest takze istot-
nym zréodlem witaminy B12, wytwarzanej przez bakterie wystepujace w jelitach
zwierzat, oraz wysoce biodostepnego zelaza (Fe?") [98]. Zawarto$¢ biatka zalezy
od gatunku i wieku zwierzecia, $rednio wynosi 22%. Podobnie zaleznos$ci obser-
wuje si¢ w odniesieniu do poszczegbdlnych aminokwaséw, np. wotowina posiada
wysoki stosunek niezbgdnych aminokwasow, takich jak leucyna, walina i lizyna,
w porownaniu do cieleciny i wieprzowiny [1]. Istotnym sktadnikiem sa takze wy-
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stepujace w miesie nasycone kwasy thuszczowe, ktére znacznie zwigkszajg war-
to$¢ odzywcza, ale ktorych nadmierne spozycie moze sprzyja¢ rozwojowi chorob
sercowo-naczyniowych [19]. Istotnym aspektem produkcji migsa in vitro jest za-
pewnienie wszystkich warto$ci odzywczych migsa konwencjonalnego z ewentu-
alnym wyeliminowaniem niepozadanych sktadnikow. Rozwigzaniem moze by¢
suplementacja tkanki jonami Fe*" zwigzanymi z transferryng oraz witaming B12.
Dodatkowo, kompleks Fe** z transferryng po dotarciu do mitochondriow jest
wlaczany do syntezy hemu, a tym samym syntezy mioglobiny i moze korzystnie
wplywac na osiagniecie charakterystycznego, czerwonego koloru [19].

HODOWLA W BIOREAKTORZE

Jednym z najwigkszych wyzwan w produkcji migsa in vitro jest zwigkszenie
skali produkeji, przy zachowaniu maksymalnej wydajnos$ci i optacalnosci. Nie-
zbednym elementem jest wigc bioreaktor, ktory zwieksza skale procesu, zapew-
nia komoérkom miejsce do wzrostu, a jednoczesnie nie generuje duzych kosztow
zwigzanych z dziataniem. W przemysle farmaceutycznym tkanki zwierzgce sg za-
zwyczaj hodowane w reaktorach o objetosci od 1 do 20 m®. Aby produkcja migsa
miata charakter masowy, z jednoczesnym zachowaniem konkurencyjnej ceny do
swojego konwencjonalnego odpowiednika, objeto$¢ bioreaktora musiataby zostaé
zwickszona do takich wielkosci, jakie sg obecnie wykorzystywane w produkcji
bakterii fermentujacych lub innych produktow spozywczych przemystu biotech-
nologicznego — 100-1000 m*[54]. Zwigkszenie objgtosci samego naczynia reak-
cyjnego moze nie wptynac znaczaco na redukcje kosztow, jako ze koszt urzadzen
wykorzystywanych do produkcji stanowi matg czgsé catkowitej inwestycji, wigc
wielkos$¢ pojedynczego bioreaktora nie zwigksza znaczaco optacalnosci procedu-
ry. Zwigkszenie liczby mniejszych naczyn reakcyjnych bioreaktora moze okazaé
si¢ jednak korzystne, ze wzgledu na redukcje ryzyka kontaminacji, jak rowniez
z powodu tatwiejszej optymalizacji prowadzonego procesu hodowli [100]. Czyn-
nikiem, ktory najbardziej ogranicza zwigkszenie skali jest wrazliwos¢ komorek
na uszkodzenia mechaniczne. Z tego wzgledu, konieczne jest zminimalizowanie
napre¢zenia $cinajacego poprzez zastosowanie matych obrotow mieszadta oraz
wolnego tempa napowietrzania. Brak odpowiedniego ruchu w bioreaktorze pro-
wadzi jednak do stabego mieszania i tym samym do niewystarczajacego transferu
mas 1 wymusza zastosowanie wigkszego stezenia tlenu, co skutkuje ostatecznie
takze wigkszym st¢zeniem CO,. Obecnos¢ tego gazu obniza pH mieszaniny, co
negatywnie wplywa na komoérki w naczyniu reakcyjnym. Wrazliwo$¢ miocytow
uniemozliwia takze podwyzszenie temperatury, co mogtoby poméc w transferze
mas [44]. W 2020 r. opracowano bioreaktor z podno$nikiem powietrznym o ob-



98 N. HIPPMANN, P. RZYMSKI

usuniecie / \ |

I pecherzykéw
- powietrza

transfer mas

medium
' pyn_

1 perfuzyjny hodowla komérkowa

wymiennik
1 ciepta

{ ﬁ } \ R kontroler

RYCINA 4. Schemat dziatania bioreaktora opatentowanego przez Future Meat Technologies (patent
WO02018011805A9) z dwoma obiegami i automatyczna kontrola pH, temperatury, poziomu glukozy
i biatka. Obieg 1: utrzymujacy state ciepto z medium natlenowanym i wzbogacanym w CO, i N, z usu-
nigciem pecherzykow powietrza. Obieg 2: oparty o system dializacyjny i filtrujacy ma na celu usuwa-
nie toksycznych zwigzkow, zwlaszcza amoniaku, uzupehianie nutrientdw — aminokwaséw i czynnikéw
wzrostu (insuliny) i wprowadzania medium z powrotem do bioreaktora. System filtrujacy nie usuwa al-
buminy, ktora jest transporterem dla nutrientow, kwasow ttuszczowych i czynnikow wzrostu

FIGURE 4. Schematic illustration of bioreactor patented by the Future Meat Technologies (patent
WO02018011805A9) with two circuits, automatic control of pH, temperature, glucose and protein lev-
el. Circuit A maintains constant heat with an oxygenated medium enriched with CO,and N,, and re-
moves air bubbles. Circuit B: based on a dialysis and filtration system, its purpose is to remove toxic
compounds, especially ammonia, replenish nutrients — amino acids and growth factors (insulin) and
return the medium to the bioreactor. The filtration system does not remove albumin, a transporter for
nutrients, fatty acids and growth factors

jetosci 300 m® i dzieki zastosowaniu obliczeniowej mechaniki ptynéw udato si¢
ustali¢ geometrie naczynia reakcyjnego tak, aby zapewni¢ odpowiedni przeptyw
masy, przy optymalnych dla komoérek zwierzecych parametrach mieszania i roz-
proszenia energii [54]. Kwestia zwickszenia skali procesu produkcji migsa in
vitro jest obecnie najwigkszym wyzwaniem i wymaga dobrej optymalizacji tak,
aby moc jak najszybciej przej$¢ do komercjalizacji produktu. Przyktadowym roz-
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wigzaniem, wykorzystywanym w praktyce, jest bioreaktor opatentowany przez
Future Meat Technologies (patent WO2018011805A9) z dwoma obiegami i auto-
matyczng kontrola pH, temperatury, poziomu glukozy i biatka (Rye. 4).

WYKORZYSTANIE TECHNOLOGII BIOPRINTINGU 3D

Bioprinting jest relatywnie nowg i zaawansowana technikg inzynierii tkanko-
wej. Polega na wykorzystaniu zawiesiny komorkowej z hydrozelem jako biotuszu
1 odpowiednim rozmieszczeniu go w formie kolejnych warstw, do uzyskania poza-
danej struktury 3D [44]. Stworzone w ten sposob tkanki imituja te wystepujace in
vivo nie tylko poprzez wyglad zewngtrzny i sktad komérkowy, ale takze poprzez
odpowiednie unaczynienie [8]. Bioprinting moze przyjaé¢ formg ekstruzji, drukow-
ania kropelkowego lub drukowania za pomocg lasera [22]. Drukowanie metoda
ekstruzji polega na depozycie biotuszu w formie ciaglego filamentu, za§ drukowa-
nie kropelkowe opiera si¢ na odpowiedniej dystrybucji kropli biotuszu, za pomoca
temperatury lub impulsu elektrycznego. Drukowanie za pomocg lasera wykorzy-
stuje zjawisko fotopolimeryzacji, moze by¢ tez wykorzystywane do precyzyjnego
pozycjonowania komoérek w produkcie za pomoca techniki LIFT (ang. Laser-Indu-
ced Forward Transfer, transfer do przodu indukowany laserowo). W 2020 r. zespoét
Kupfer i in. wykorzystal technike bioprintingu laserowego do stworzenia serca in
vitro [51]. Jako biotusz, wykorzystane zostaty kardiomiocyty otrzymane z ludz-
kich iPSC z fotosieciowanymi biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej jako tacze.
Otrzymana pompa mi¢$niowa wykazywata peten potencjat do skurczu i reagowata
na stymulacj¢ i wykazywala ciggly potencjal czynnos$ciowy regulowany przez od-
powiednia stymulacje i leki, co moze sugerowac, ze stworzony w ten sposob mie-
sien rowniez bedzie zachowywat odpowiednie funkcje. Z uwagi na charakterystyke
tkanki migsniowej, metody ekstruzji i drukowania kropelkowego moga okazac si¢
najbardziej korzystne. Duza kontrola nad uktadem i sktadem powstajacej tkanki
moze znaczaco obnizy¢ koszty produkcji migsa [80].

ZALETY, WYZWANIA I PERSPEKTYWY

Do najwazniejszych zalet zwigzanych z pozaustrojowa produkcja migsa naleza:

* ograniczenie emisji gazoéw cieplarnianych (aspekt srodowiskowy) [59, 89]

* ograniczenie zuzycia wody (aspekt srodowiskowy) [59, 89]

» ograniczenie deforestacji (aspekt srodowiskowy) [2, 59, 89]

* ograniczenie emisji pestycydow i nawozow rolniczych (aspekt srodowisko-
wy) [2]
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» eliminacja uzycia antybiotykdw w procesie produkcji migsa (aspekt zdro-
wotny) dzigki zastosowaniu w pelni lub czesciowo zautomatyzowanych
systemow hodowli, przestrzegania rezimu sanitarnego, stosowania filtrow
HEPA i promieniowania UV-C [52]

* ograniczenie ryzyka zoonoz zwigzanych z kontaktem ze zwierzetami dziki-
mi i hodowlanymi (aspekt zdrowotny) [37, 73]

* przewidywalnai szybkaprodukcja (aspektbezpieczenstwa zywnosciowego)

* ograniczenie/brak cierpienia zwierzat (aspekt etyczny) [75]

TABELA 1. Liderzy rozwoju technologii pozaustrojowej produkcji migsa na cele konsumpcyjne
TABLE 1. The most important companies involved in cultured meat production

Startup/firma Kraj pochodzenia Glowny produkt
Finless Foods USA Migso ryb
Just USA Drob, wotowina
Memphis Meats USA Drob, wotowina
Blue Nalu USA Migso ryb
Because Animals USA ; ig?g&kgfnﬁ?iiiarg;jg)
Mission Barns USA Drob, wieprzowina
Wild Type USA Migso ryb
Aleph Farms Izrael Wotowina
Future Meat Technologies Izrael Drob, wotowina, baranina
SuperMeat Izrael Drob
Mosa Meat Holandia Wotowina
Biftek Turcja Wolowina
Integriculture Japonia Wotowina, drob, foie gras
Shiok Meats Singapur Migso l;fmslg;vkrabéw

Jednym z najwiekszych probleméw technologii migsa in vitro jest fakt, ze
jest to relatywnie nowa dziedzina— metody nie sa jeszcze odpowiednio zopty-
malizowane i przetestowane, a pozywki i suplementy uzywane w hodowli nie sa
wystandaryzowane. Przektada¢ moze si¢ to na mniejszg konsumencka akceptacje
produktow zywnosciowych wytworzonych w ten sposéb [80]. W dobie rosnace-
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go zapotrzebowania na optymalne zrodio biatka, zwigzane z rosnaca populacja
ludzka, migso in vitro nadal pozostaje jednak jednym z najbardziej obiecujacych
alternatyw. Szacuje sig¢, ze globalny rynek alternatyw biatka zwierzg¢cego, do 2025
r. wart bedzie 17.9 mld USD [62]. Zgodnie z danymi Good Food Institute, ame-
rykanscy inwestorzy, w ciggu ostatniej dekady, przeznaczyli tacznie 16 mld USD
firmom i startupom zajmujacym si¢ produkcja mig¢sa in vitro, z czego ok. 13 mld
USD tylko w latach 2017-2018 [77]. Firmy takie jak MosaMeat, Memphis Meat,
Finless Foods, czy Supermeat, oprocz optymalizacji procesu produkcji, inwestuja
w komercjalizacj¢ swoich produktow. Warto zauwazy¢, ze technologia pozaustro-
jowego pozyskiwania mig¢sa rozwijana jest niemal wytacznie przy udziale $rod-
koéw finansowych pochodzacych od prywatnych inwestorow (Tab. 1).

Akceptacja konsumentdéw jest szczegolnie waznym aspektem wprowadzenia
na rynek migsnych produktow pozyskiwanych pozaustrojowo. Wedtug badan opi-
nii publicznej, istotne jest samo nazewnictwo — terminy takie jak ,,mig¢so in vi-
tro”, ,,mig¢so sztuczne”, migso laboratoryjne” budza negatywne skojarzenia [79].
Jednym z proponowanych rozwigzan jest zmiana nazwy na ,,mi¢so hodowane”
(ang. cultured meat), “czyste migso” (ang. clean meat) lub ,,migso pozbawione
cierpienia” (ang. slaughter-free meat) — odpowiednie nazewnictwo moze pomaoc
budowac bardziej pozytywne skojarzenia [12]. Oprocz tego, sugeruje sie, ze na
lepszy odbiér moze mie¢ wplyw takze ograniczenie szczegdtowosci opisu uzy-
wanej technologii podczas prezentacji produktu [78].

PODSUMOWANIE

Omoéwione w niniejszej pracy procesy moga zosta¢ zastosowane zaréwno do
wytworzenia mi¢sa zwierzat hodowlanych, jak i gatunkéw dziko wystepujacych,
w tym gatunkéw rzadkich, dostepnych lokalnie lub zagrozonych wyginieciem.
Wykorzystujac techniki hodowli komoérkowej i inzynierii tkankowej mozliwe jest
uzyskanie zarowno migsa konsumowanego przez cztowieka, jak rowniez karmy
dla zwierzat domowych — psow i kotow. Technologia ta jest rowniez obiecujaca
w kontekscie planow eksploracji kosmosu z udziatem misji zatogowych, zwtasz-
cza zwigzanych z Marsem. Postep naukowo-technologiczny, potrzeba zapew-
nienia bezpieczenstwa klimatycznego i zywno$ciowego, jak rowniez rosnaca,
zwlaszcza posrod osob mtodych, swiadomos¢ ekologiczna, tworzg optymalne wa-
runki dla rozwoju i komercjalizacji produkcji pozaustrojowego migsa. Wszystko
wskazuje, iz w XXI w. zrealizowany zostanie, wyrazony w 1931 r., postulat Win-
stona Churchilla: ,,Powinnismy porzuci¢ absurdalng hodowle zywych kurczakow
prowadzong tylko po to, by zjesc¢ skrzydetko czy piers, na korzys¢ osobnej hodowli
tych czesci w specjalnej pozywce” [17].
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Streszczenie: Antracykliny to substancje o ugruntowanej pozycji w farmakoterapii onkologicznej.
Chociaz sa uznawane za leki niezwykle skuteczne, to mozliwos¢ ich stosowania jest ograniczona
przez kardiotoksycznos$¢ i opornos$¢ wielolekowa. Obecnie prowadzone sa liczne badania w kierun-
ku nowych pochodnych antracyklinowych, ktére odznaczatyby si¢ jeszcze wigkszym dziataniem
przeciwnowotworowym przy jednocze$nie mniejszej toksycznosci. Ponizsza praca skupia si¢ na
przegladzie antybiotykéw antracyklinowych, zaréwno starszej generacji, jak inowszych po-
chodnych, o mniejszym potencjale uszkadzajacym serce, ze zwrdceniem szczegélnej uwagi na
poznane mechanizmy dziatania przeciwnowotworowego oraz kardiotoksyczno$¢ i mechanizm jej
powstawania.

Stowa kluczowe: antracykliny, rak, kardiotoksyczno$¢

Summary: Anthracyclines are substances with an established position in oncological pharmacother-
apy. Although they are considered to be extremely effective drugs, their applicability is limited by
cardiotoxicity and multi-drug resistance. Currently, numerous studies are being carried out to find
new anthracycline derivatives, which would be characterized by an even greater anti-cancer effect
with lower toxicity. The following work focuses on a review of both, the older generation and newer
anthracycline antibiotics, with a lower heart-damaging potential, paying particular attention to the
known mechanisms of action, cardiotoxicity, and the mechanism of its formation.

Keywords: anthracyclines, cancer, cardiotoxicity
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WSTEP

Choroby nowotworowe stanowig problem cywilizacyjny, wymuszajacy prez-
ny rozwoj nowych, skutecznych srodkow terapeutycznych. Istnieje wiele katego-
rii lekéw stosowanych w onkologii, z ktorych jedna z kluczowych sa antracykliny.
Geneza antybiotykdw antracyklinowych sigga lat 60, kiedy to ze szczepu bakterii
Streptomyces peucetius wyizolowano daunorubicyne, a nastepnie ze zmutowanej
odmiany caesius — doksorubicyne, ktora posiada dodatkowa grupa hydroksylowa.
Po odkryciu pierwszych antybiotykow antracyklinowych zaczgto poszukiwania no-
wych analogdw, co zaowocowato licznymi badaniami i wprowadzeniem do lecznic-
twa kolejnych lekdéw, w tym epirubicyny i idarubicyny. Mechanizm dziatania tych
lekéw opiera si¢ na hamowaniu na aktywnosci topoziomerazy I oraz oddzialywaniu
z DNA poprzez interkalacje. Spektrum dziatania antracyklin jest bardzo szerokie,
jednak w wielu przypadkach cecha ograniczajacg stosowanie, sa powazne dziatania
niepozadane — czesto wystepujaca mielosupresja i kardiotoksycznosé. O ile w przy-
padku mielosupresji mozna wdrozy¢ leczenie cytokinami, tak kardiotoksycznosé
nadal stanowi powazny problemem w leczeniu antybiotykami antracyklinowymi.
Pomimo wielu wspolnych wtasciwosci, poszczegdlne antracykliny posiadajg swoje
unikatowe cechy. Obecnie znane sg pochodne zaréwno stosowane w leczeniu kli-
nicznym, jak i zwigzki wykorzystywane w badaniach eksperymentalnych. Obecnie
ciggle poszukuje si¢ nowych analogéw daunorubicyny, optymalizujac parametry
czasteczek, dazac do otrzymania kandydata na lek, ktory cechowalby si¢ obnizong
toksycznoscig, gtownie kardiotoksyczno$cia, oraz wysoka skutecznoscia.

ANTRACYKLINY - MECHANIZM DZIALANIA

Mechanizm dziatania warunkujacy cytotoksycznos¢ antracyklin jest ztozony.
Dowiedziono, ze antracykliny odgrywajg role w indukcji apoptozy poprzez ak-
tywacje czynnikow proapoptotycznych. Dla przyktadu, doksorubicyna aktywuje
kinaze p38 aktywowang mitogenami (MAPK) lub hamuje szlak kinazy fosfa-
tydyloinozytolu PI3K/Akt. Udowodniono, ze reakcja ta powoduje zwiekszenie
wrazliwo$ci komorek nowotworowych na apoptoze indukowana doksorubicyna.
Ponadto substancje te w wieloraki sposéb wptywaja na strukture DNA, m.in. po-
przez zaburzenie aktywnos$ci topoizomerazy I, prowadzace to do zahamowania
replikacji badz transkrypcji DNA. Rownie istotne sa: interkalacja DNA, powo-
dujaca zahamowanie syntezy kwasow nukleinowych oraz tworzenie si¢ wolnych
rodnikéw, uszkadzajacych podwdjna helise [61, 91].

Za najwazniejszy mechanizm antracyklin uznaje si¢ hamowanie aktywnosci
topoizomerazy II. Jest to enzym bioracy udziat w procesach replikacji, transkryp-
cji oraz naprawy DNA. Ma za zadanie przecina¢ obie nici DNA jednocze$nie, wia-
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zac konce 5’-fosfodeoksyrybozylowe z podjednostkami enzymu. Na tym etapie
antracyklina przylacza si¢ do topoizomerazy II i tworzy kompleks topoizomeraza
I — antracyklina — DNA. Kompleks stabilizowany jest przez zewngtrzne podstaw-
niki antracykliny, m.in. reszt¢ cukrowa, ktorej obecno$¢ ma kluczowe znaczenie
dla oddzialywania substancji z enzymem. Kompleks uniemozliwia w ten sposob
ponowne potagczenie si¢ nici DNA. Proces ten prowadzi do fragmentacji DNA,
co stanowi przyczyn¢ apoptozy komorki. W zaleznos$ci od rodzaju antracykliny,
proces ten moze mie¢ r6zna skutecznos¢ [10, 20, 36, 91].

Proces interkalacji DNA polega na tworzeniu kompleksow interkalacyjnych
poprzez potaczenie si¢ antracykliny z DNA w miejscu sekwencji 5’-GC-3°, 5°-
CG-3’, co wykazano w badaniach krystalograficznych. Ptaski uktad aromatyczny
leku przytacza si¢ pomiedzy parami zasad z aminocukrem potoznym w rowku
mniejszym DNA, tworzgc wigzanie kowalencyjne (N-C-N) z grupg aminowg 2-N
guaniny. Stabilizacj¢ uktadu zapewniajg wigzania wodorowe, a ich tworzenie jest
mozliwe ze wzglgdu na obecno$¢ grupy hydroksylowej w pozycji C-9. Interka-
lacje antracyklin do DNA stabilizujg rowniez sity van der Waalsa oraz wigzania
jonowe. W wyniku interkalacji dochodzi do wydtuzenia helisy DNA — odlegtos¢
miedzy sasiadujacymi parami zasad zwieksza si¢ z 3,4 A do 6,8 A, przy czym
maleje jej elastyczno$¢. Zmniejsza sie rowniez kat skrecenia ptaszczyzny sasia-
dujacych zasad, w przypadku zastosowania daunorubicyny jest to zmiana o 11°.
Skutkiem tego procesu jest rozluznienie struktury DNA i znieksztatcenie podwoj-
nej helisy. Dochodzi do zahamowania procesu replikacji DNA [17, 73, 91].

Ponadto, niektére antracykliny, m.in. doksorubicyna, majg mozliwo$¢ tacze-
nia si¢ z DNA za posrednictwem wigzan kowalencyjnych z udzialem formaldehy-
du. Formaldehyd w warunkach in vivo moze powsta¢ w reakcji Bayera Villigera
oraz w wyniku utleniania poliamin wigzanych z DNA, np. sperminy przez rodniki
hydroksylowe. Zdolno$¢ doksorubicyny do tworzenia wigzan z jonami Fe*" oraz
do indukcji powstawania reaktywnych form ma wptyw na tworzenie si¢ wigzan
kowalencyjnych. Wykazano réwniez wysoka cytotoksycznos$¢ koniugatow dok-
sorubicyny, epirubicyny i daunorubicyny z formaldehydem w komoérkach nowo-
tworowych, w tym opornych na antracykliny [92].

Jezeli interkalacja zachodzi w sekwencji 5°-NGC-3’, lek interkaluje pomigdzy
guanine (G), a dowolny nukleotyd (N), tworzac wiazania kowalencyjne z guaning
jednej nici DNA. Jednocze$nie powstaja oddzialywania z guaning nici komple-
mentarnej [93].

Antracykliny powodujg uszkodzenia DNA réwniez za posrednictwem reak-
tywnych form tlenu. Ich produkcja zachodzi gtdwnie w dwoch szlakach przemian,
z ktérych pierwszy zwiazany jest z budowa czasteczek antracyklin. Posiadajg one
bowiem w swojej strukturze ugrupowanie chinonowe, podatne na redukcje¢ do
rodnika semichinonowego pod wptywem oksydoreduktaz komérkowych. Proces
ten katalizowany jest przez dehydrogenaz¢ NADH, czyli kompleks I tancucha
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transportu elektrondw. Powstajacy rodnik semichinonowy w obecnosci tlenu cza-
steczkowego jako zwigzek nietrwaly, ulega samoistnej reakcji utleniania z utwo-
rzeniem wyjsciowej antracykliny oraz anionorodnika ponadtlenkowego, ktory
przeksztatcany jest nastgpnie do nadtlenku wodoru i rodnika hydroksylowego [8,
61, 78]. Drugi mechanizm zwigzany jest ze zdolnoscig antracyklin do tworze-
nia kompleksow z zelazem. Badania wykazaty, ze powstate kompleksy gromadza
sie gtdwnie w mitochondriach, zwigkszajac tym samym stezenie zelaza w tych
organellach komoérkowych i prowadzac do wytwarzania reaktywnych form tlenu
w wyniku cyklicznego utleniania i redukcji jonow zelaza [45].

KARDIOTOKSYCZNOSC

Niezmiennie istotnym ograniczeniem stosowania antracyklin w terapii prze-
ciwnowotworowej jest ich dziatanie kardiotoksyczne. Efekt ten wykazuje roézne
nasilenie, a postepujace i dlugotrwale uposledzenie kurczliwosci migénia serco-
wego moze ostatecznie doprowadzi¢ do niewydolnosci serca. Obecnie klasyfika-
cje kardiotoksycznosci dzielg ja na wezesng (w ciggu 2 tygodni po podaniu antra-
cyklin; objawy zaburzenia rytmu serca), chroniczng wczesng (w przeciggu roku
od rozpoczgcia leczenia) i chroniczng p6zng (objawy kilka lat po rozpoczeciu le-
czenia; najczesciej juz z rozwinietg niewydolnoscig serca) [56, 69]. Sugeruje sig
jednak, ze nalezy traktowac ja jako ciagly proces, ktorego kliniczne ujawnienie
si¢ moze nastapi¢ w ré6znym czasie [16].

Dziatanie kardiotoksyczne zalezy od rodzaju zastosowanej antracykliny, wy-
sokosci stosowanych pojedynczych dawek leku, jak i kumulacyjnej dawki [4].
Szansa wystapienia kardiotoksyczno$ci dodatkowo wzrasta przy obecnosci in-
nych czynnikow ryzyka. Wsrdd nich wskazuje si¢ bardzo mtody (ponizej 4. r.z.),
jak i starszy wiek (powyzej 65. r.z.), pte¢ zenska, wspotistniejace choroby serco-
wo-naczyniowe (np. nadcis$nienie tetnicze), rownolegle prowadzong radioterapie
w obrebie klatki piersiowej, czy tez rownoczesne stosowanie innych lekow (np.
trastuzumab) [4, 67, 81]. Trwaja rowniez badania nad zidentyfikowaniem, jaka
role petnig geny we wzroscie ryzyka kardiotoksycznosci [8].

Niezbedne jest wiasciwe i efektywne monitorowanie funkcji serca u wszyst-
kich pacjentéw stosujacych terapi¢ antracyklinami. Diagnostyka oparta na obja-
wach klinicznych, wskazujacych na niewydolno$¢ serca, utrudnia wystarczajgco
wczesne wykrycie uszkodzen i tym samym wprowadzenie odpowiedniej farmako-
terapii. Bardziej efektywne jest obserwowanie wartos$ci frakcji wyrzutowej lewe;j
komory (ang. left ventricular ejection fraction, LVEF). Obecne badania sugeruja,
ze najwczesniejsze uszkodzenia serca moga by¢ zdiagnozowane dzigki oznacze-
niom biomarkerow, takich jak: troponina sercowa T (¢TnT), czy mdézgowy peptyd
natriuretyczny (BNP), jednak mogg by¢ one niewystarczajace przy samodzielnym
zastosowaniu [15, 18, 57, 94].
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Poszukiwane sg rozne metody zmniejszania stopnia kardiotoksyczno$ci antra-
cyklin. Inhibitory konwertazy angiotensyny (ACEI) sa stosowane w terapii m.in.
niewydolno$ci serca, aich role w zapobieganiu kardiotoksycznosci wykazano
w badaniach (np. enalapril) [37, 99]. Wskazuje si¢ rowniez na B-blokery, takie
jak karwedilol czy nebiwolol [5, 49]. Deksrazoksan to zwigzek zarejestrowany
przez FDA, ajego dzialanie kardioprotekcyjne w gtdwnej mierze wiagze si¢ ze
zmniejszeniem ekspresji genu topoizomerazy typu I1I. Skutkuje to nizszymi pozio-
mami tego enzymu, dzieki czemu pozniejsze podanie antracyklin powoduje mniej
uszkodzen DNA niz w obecno$ci normalnego poziomu ToplIB. Mechanizmowi
dzialania, polegajacemu na hamowaniu chelatowania zelaza przez antracykliny
i w konsekwencji zapobieganiu tworzenia si¢ reaktywnych form tlenu, przypisuje
si¢ drugorzedna role ze wzgledu na niejednoznaczne wyniki badan [26, 35, 60]
Rowniez formulacja antracyklin jest istotna. Liposomalne formy podania dokso-
rubicyny wykazywaty podobng skutecznos$é, co przy klasycznym podaniu, jednak
dzialanie kardiotoksyczne bylto nizsze. Niemniej uzycie tej metody jest ograni-
czone przez wysokie koszty [40]. Trwaja rowniez badania nad statynami, ktorych
kardioprotekcyjne dziatanie wykazano wsrdd kobiet z rakiem piersi — przy ich
zastosowaniu zmniejszone zostato ryzyko niewydolno$ci serca podczas terapii
antracyklinami [82].

MECHANIZMY KARDIOTOKSYCZNOSCI

U podstaw kardiotoksycznego dziatania antracyklin lezy najprawdopodobnig;j
szereg mechanizmow, zachodzacych w komoérkach migénia sercowego w odpo-
wiedzi na zastosowana chemioterapi¢. Sugeruje si¢, ze antracykliny wywotuja
efekt kardiotoksyczny gléwnie poprzez: nasilenie produkcji reaktywnych form
tlenu (ROS), tworzenie kompleksow z DNA oraz izoenzymem IIf§ topoizomerazy
(ToplIp), a takze wptyw na sygnalizacje wewnatrzkomorkowsa poprzez receptory
z rodziny ErbB/HER w kardiomiocytach [31, 41, 61].

Skutkiem nasilenia produkcji ROS, powstajacych gtownie w wyniku prze-
mian oksydacyjno-redukcyjnych ugrupowania chinonowego w czasteczkach
antracyklin oraz zdolno$ci do tworzenia przez nie kompleksow z zelazem, jest
peroksydacja lipidow, uposledzenie funkcji mitochondriow oraz bezposrednie
uszkodzenie btony komodrkowej i struktury DNA. Prowadzi to ostatecznie do de-
gradacji kardiomiocytow.

Kluczowg role w kardiotoksycznym dziataniu antracyklin odgrywa rowniez
ich zdolno$¢ do tworzenia trojsktadnikowych kompleksow z topoizomerazami
[To/1IB oraz DNA. W szybko dzielacych si¢ komorkach, a wiec takze w komor-
kach nowotworowych, ekspresji ulega gtownie Toplla. Antracykliny, po utwo-
rzeniu kompleksow z topoizomeraza, zyskujg zdolno$¢ do interkalowania DNA,
tym samym prowadzac do zaburzenia procesu replikacji i apoptotycznej $mierci
komorek nowotworowych. W komorkach niedzielacych sie, takich jak kardio-
miocyty, ekspresji ulega gtownie ToplIf, a tworzace si¢ kompleksy indukuja po-
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wstawanie peknie¢ podwojnej helisy DNA. Prowadzi to do zaburzenia pracy mi-
tochondridow i apoptotycznej $mierci kardiomiocytow w wyniku aktywacji biatka
p53 [61, 78, 106].

Kardiotoksyczno$¢ antracyklin jest rowniez wynikiem ich wplywu na przekaz-
nictwo sygnalowe za posrednictwem receptorow z rodziny EGFR, doktadniej ErbB2
oraz ErbB4. Naleza one do grupy receptorowych kinaz tyrozynowych, ktorych li-
gandem jest neuregulina-1 (NRG-1). Badania dowodza, ze przekazywanie sygnatéw
w szlaku NRG-1/ErbB jest kluczowe dla zachowania odpowiedniej budowy mie-
$nia sercowego u 0sob dorostych [34, 98] z kolei terapia antracyklinami prowadzi
do zwigkszenia wrazliwosci kardiomiocytow na zmiany w sygnalizacji NRG-1/ErbB
[38]. Postulowany mechanizm dziatania antracyklin, opracowany na podstawie ba-
dan na modelach zwierzecych, opiera si¢ w tym przypadku na zmniejszeniu ilosci
receptorow ErbB4 przy jednoczesnym braku wptywu na ekspresje receptoréw ErbB2
w kardiomiocytach, po zastosowaniu u pacjentdow intensywnej, krotkotrwatej terapii
antracyklinami. Natomiast w przypadku terapii dlugotrwatej zaobserwowano wzrost
ekspresji receptorow ErbB2 [38, 61]. Istotng rolg w tagodzeniu kardiotoksycznego
dziatania antracyklin moze petni¢ sama NRG-1, ktorej zwigkszony poziom dziata
hamujaco na indukowane przez antracykliny uszkodzenie miofibryli oraz zapobiega
degradacji troponiny, co zostato udowodnione w badaniach in vitro [98].

R2

O OH

RYCINA 1. Schemat budowy antracyklin. R1 to proton, grupa hydroksylowa lub metoksylowa. R2
stanowi grupe karbonylows, jednak jest to rowniez dogodne miejsce czasteczki do tworzenia koni-
gatow z innymi czasteczkami (np. walrubicyna). R3 tancuch boczny zakonczony jest protonem lub
grupa hydroksylowa. R4 stanowi grupa hydroksylowa i w jednym przypadku — amrubicynie — grupa
aminowa. R5 to réznie zmodyfikowany aminosacharyd

FIGURE 1. Structure of anthracyclines. R1 is a proton, hydroxy or methoxy group. R2 is carbonyl
moiety, however it is also suitable to design conjugates with other molecules. R3 — side chain is sub-
stituted with proton or hydroxy moiety. RS is variety modified aminosaccharide



ANTRACYKLINY WE WSPOLCZESNEJ ONKOLOGII 113

STRUKTURA ANTYBIOTYKOW ANTRACYKLINOWYCH
Antybiotyki antracyklinowe sg pochodnymi antrachinonu. W pozycji 1 szkie-
letu weglowego znajduje si¢ grupa cukrowa, potaczona z nasyconym pierscie-
niem A wigzaniem a-glikozydowym. Grupa ta nadaje zwigzkowi charakter zasa-
dowy i decyduje o jego farmakokinetyce (Ryec. 1).

PRZEGLAD ANTYBIOTYKOW ANTRACYKLINOWYCH

Doksorubicyna

Doksorubicyna jest jednym z gtownych przedstawicieli antybiotykéw antra-
cyklinowych. W strukturze jej pierscienia w pozycji 3. przylaczone zostato ugru-
powanie hydroksymetylokarbonylowe, za§ w pozycji 10. znajduje si¢ grupa me-
toksylowa (Ryec. 2).

Doksorubicyna wykorzystywana jest w terapii nowotworow zotadka, tarczy-
cy, ptuc, migsakow tkanek mickkich oraz kosci, chtoniakéw, w tym chtoniaka
Hodgkina oraz szpiczakow (Tab. 1). Ponadto znalazta zastosowanie w leczeniu
nowotworéw endometrium, jajnika oraz jako lek pierwszego rzutu w leczeniu
raka piersi [76].

OH

CHa

RYCINA 2. Doksorubicyna
FIGURE 2. Doxorubicin
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TABELA 1. Przyktadowe schematy chemioterapii zawierajace doksorubicyne¢. Schematy AC stoso-
wane sg w terapii HER-ujemnego raka piersi, a ABVD i BEACOPP w leczeniu chloniaka Hodkina.
BLEO — bleomycyna, CTX — cyklofosfamid, DTIC — dekarbazyna, DXL — docetaksel, ETOP — eto-
pozyd, G-SCF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow, PCZ — prokarbazyna, PDN
— prednizon, PXL — paklitaksel, VBL — winblastyna, VCR — winkrystyna [Na podstawie wytycznych
Polskiego Towarzystwa Onkologii Klinicznej]

TABLE 1. Example chemotherapy regimens containing doxorubicin. AC regimens are used in the
therapy of HER-negative breast cancer, while ABVD and BEACOPP in the treatment of Hodkin lym-
phoma. BLEO — bleomycin, CTX — cyclophosphamide, DTIC — dacarbazine, DXL — docetaxel, ETOP
— etoposide, G-SCF Granulocyte colony-stimulating factor, PCZ — procarbazine, PDN — prednisone,
PXL — paclitaxel, VBL — vinblastine, VCR — vincristine [based on indications of Polish Society of
Clinical Oncology]

Schemat DOX w terapii skojarzonej z:
AC CTX
AC-P* CTX, PXL
AC-T* CTX, DXL
ABVD VBL, DTIC, BLEO
BEACOPP BLEO, ETOP, VCR PDN, PCZ, G-CSF

Okres poltrwania doksorubicyny w fazie eliminacji wynosi okoto 30 godzin.
Lek wiaze si¢ z biatkami na poziomie 50-85%. Nie przekracza réwniez barie-
ry krew-mozg, co czyni go nieskutecznym w terapii nowotworow osrodkowego
uktadu nerwowego. Doksorubicyna wydalana jest gldownie z z6tciag, w mniejszym
stopniu eliminowana jest z moczem [89].

Efekt kardiotoksyczny doksorubicyny ujawnia si¢ po okoto 2-3 dniach od
przyjecia wysokiej dawki leku. Moze si¢ ujawnia¢ jako typ ostry lub przewle-
kty. W przeciwienstwie do typu ostrego, typ przewlekty kardiotoksycznosci jest
niemozliwy do wyleczenia. W badaniach udowodniono, ze dawki doksorubicy-
ny powyzej 400 mg/m?2 sg skorelowane z 5 % zwickszeniem prawdopodobien-
stwa wystapienia niewydolnosci serca [83]. Doksorubicyna metabolizowana jest
gltownie za pomocg NADPH-zaleznych cytoplazmatycznych enzyméw aldo-keto
—reduktaz ireduktaz karbonylowych obecnych w komorkach, w szczegdlnosci
w komorkach nerek, watroby oraz krwinkach czerwonych. Powstajacy metabolit
doksorubicynol rowniez jest kardiotoksyczny. NADPH-zalezna reduktaza cyto-
chromowa posredniczy w tworzeniu nierozpuszczalnych w wodzie aglikonéw —
doksorubicynonu oraz 7-deoksydoksorubicynonu [89].

Daunorubicyna
Daunorubicyna to jedna z najwcze$niej wyizolowanych antracyklin pocho-
dzaca z bakterii Streptomyces peucetius. Jest strukturalnym analogiem doksoru-
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bicyny w ktérym w tancuchu bocznym — grupa alkoholowa doksorubicyny zasta-
piona jest atomem wodoru.

Substancja znajduje zastosowanie w ostrych bialaczkach nielimfocytowych,
w tym w ostrych biataczkach szpikowych, promielocytowych i erytrocytarnych
u dorostych 1 ostrej biataczce limfocytowej zard6wno u dzieci, jak iu dorostych
[100]. Stosowana jest w potaczeniu z innymi lekami cytotoksycznymi — cytarabi-
ng oraz potaczeniem winkrystyny i prednizolonu. Jest metabolizowana w watrobie.
25% dawki jest wydalane w postaci aktywnej z moczem, a okolo 40% z zolcia [6].

Daunorubicyna moze powodowac zastoinowa niewydolnoscia serca, zapale-
niem migénia sercowego lub zapaleniem osierdzia. U dorostych zwykle. dziata-
nie kardiotoksyczne wystepuje po kumulacyjnej dawce przekraczajacej 400- 550
mg/m2, chociaz moze réwniez wystapi¢ przy dawkach, tak niskich jak 200 mg/
m2. Metaanaliza przeprowadzona w 2016 roku wskazuje, ze u mtodych pacjen-
tow chorujacych na ostra biataczke szpikowa wyzsze dawki daunorubicyny moga
zwigkszy¢ wskaznik calkowitej remisji ipoprawi¢ dlugoterminowe wyniki.
Zwraca jednak uwage na potrzebe prowadzenia dalszych badan w celu okreslenia
grupy 0s6b mogacych osiggac korzysci z takiej terapii [90].

Idarubicyna

Idarubicyna jest syntetycznym analogiem daunorubicyny, w ktorej nie wysteu-
je grupa metoksylowa w pozycji 4 [33]. Moze by¢ podawana w postaci wlewow
dozylnych, lub stosowana doustnie, co wyr6znia ja na tle innych lekow tej grupy
chemicznej [13]. Kapsutki Zavedos jako posta¢ doustna zostaly wprowadzone do
lecznictwa dawkach 5, 10 i 25mg. Po podaniu doustnym idarubicyna jest szyb-
ko wchtaniana i mozliwa do wykrycia w osoczu w ciggu 30 minut. Maksymalne
stezenie osiggane jest po 1-9 godzinach. W poréwnaniu do daunorubicyny, ce-
chuje ja wyzsza lipofilowo$¢ i lepsza absorbcja przez blone §luzowa przewodu
pokarmowego oraz do komodrek guza [13]. Posiada tez wyzsza aktywno$¢ i bio-
dostepnos¢ od daunorubicyny, jednoczesnie wykazujgc stabsze dziatanie kardio-
toksyczne [33]. Stosowana jest gtdownie w leczeniu ostrej biataczki szpikowej [2],
czesto w kombinacji z cytarabing. Wykazuje tez aktywnos$¢ w leczeniu innych
rodzajow ostrych biataczek, zaawansowanego raka piersi, szpiczaka mnogiego
i chtoniakéw nieziarniczych [43]. Mechanizm dziatania idarubicyny jest analo-
giczny przedstawionych wyzej antracyklin [33].

Idarubicyna posiada wysoka objetos¢ dystrybucji (1214 do 1889 L/m2). Po
podaniu doustnym ulega efektowi pierwszego przejScia w watrobie, metabolizu-
jac do idarubicynolu poprzez redukcj¢ grupy ketonowej przy C13. Metabolit wy-
kazuje podobng aktywnos¢ do idarubicyny zaré6wno w warunkach in vitro, jak i in
vivo. Przypuszcza si¢, ze wyzsza skuteczno$¢ kliniczna idarubicyny podawane;j
doustnie w porownaniu do postaci dozylnej w zaawansowanym raku piersi jest
zwigzana z wicksza ekspozycja organizmu na idarubicynol. Okres péttrwania ida-
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rubicyny po podaniu doustnym wynosi od 5 do 24 godzin, dla idarubicynolu od
13 do 60 godzin. Oba zwiazki w duzym stopniu wigza si¢ z biatkami. Wydalane
sq gtownie z z6tcia [13].

Epirubicyna

Epirubicyna jest epimerem doksorubicyny; réznica w strukturze dotyczy po-
lozenia przestrzennego grupy hydroksylowej w pozycji 4’ aminosacharydu. Okres
poltrwania zwigzku wynosi okoto 32h. Jego klirens osoczowy jest od 50-100%
wyzszy niz ten w przypadku doksorubicyny Ponadto epirubicyna jest zwigzkiem
o wyzszej lipofilowosci. Po podaniu dozylnym okoto 20% dawki wydalane jest
z moczem w postaci niezmienionej lub sprz¢zonej z kwasem glukuronowym.
Gltowna drogg jej eliminacji jest eliminacja z z6tcig — po 3 dniach od podania wy-
dalane jest okoto 40% dawki. 50% dawki epirubicyny eliminowane jest w ciggu 4
dni, a w przypadku doksorubicyny okres ten wynosi 7 dni [77].

Lek wykazuje korzystniejszy profil bezpieczenstwa i w znaczaco wyzszych
dawkach wywotuje kardiotoksyczno$¢ w stosunku do doksorubicyny [48].

Epirubicyna metabolizowana jest gtownie za pomocg UGT2B7 do glukuro-
nowych pochodnych, ktore sg nietoksyczne i tatwo wydalane [25]. Ta $ciezka
metabolizmu jest na ogo6t niespotykana u antracyklin i postuluje si¢, ze stanowi
ona o mniejszej kardiotoksycznosci tego leku [55]. Innymi produktami przemian
epirubicyny sa aglikony oraz epirubicynol. Tak samo, jak w przypadku innych
antracyklin, epirubicynol powstaje w wyniku redukcji ugrupowania ketonowego
przy udziale cytozolowych reduktaz. Stezenie epirubicynolu w pordwnaniu ze
zwigzkiem macierzystym jest nizsze, nizsza jest rowniez jego aktywnos$¢ cyto-
toksyczna [77].

Epirubicyna znalazta zastosowanie w leczeniu raka przetyku, przewodu po-
karmowego, pluc oraz nowotworéw zwigzanych z uktadem rozrodczym, takich
jak nowotwory prostaty, endometrium czy jajnika. Lek wykorzystywany jest tak-
7e W terapii nowotworu piersi [27].

Amrubicyna

Amrubicyna, (SM-5887), to catkowicie syntetyczna antracyklina, w struktu-
rze ktorej w pozycji 9 zamiast grupy hydorksylowej, wystepuje grupa aminowa, co
poskutkowato zmiang aktywnosci. W aktywnosci przeciwnowotworowej duzg role
przypisuje si¢ aktywnemu metabolitowi — amrubicynolowi, ktory wykazuje silniejszy
efekt hamujacy wzrost komorek nowotworowych niz zwigzek macierzysty. W zalez-
nosci od badan, podaje sie, ze w warunkach in vifro amrubicynol moze dziata¢ od 5
do 54 razy [103], a nawet 200 razy silniej niz amrubicyna [54]. Jest to cecha wyr6z-
niajagca amrubicyne na tle innych antracyklin, ktore posiadaja mniej aktywne metabo-
lity. Najczestszym dziataniem niepozadanym wywotywanym przez amrubicynol jest
toksyczno$¢ hematologiczna. Kardiotoksycznos$¢ jest rzadziej obserwowana [50].
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Dziatanie hamujgce wzrost komodrek zwigzane jest gtdéwnie z inhibicjg topoizo-
merazy I, z ktora tworzy stabilniejszy kompleks lek-DNA-enzym niz doksorubicy-
na. Jednoczesnie, SM-5887 posiada mniejsza zdolnos¢ interkalacji DNA, co moze
przyczynia¢ si¢ do zaledwie 20% dystrybucji leku i jego metabolitu do jader komo-
rek linii P388. W poréwnaniu do doksorubicyny, dystrubucja wynosita 80% [29].

Amrubicyna wykazuje wysoki klirens osoczowy i duzo mniejszg objetos¢ dys-
trybucji niz doksorubicyna. Jest to prawdopodobnie wynikiem stabego wigzania
si¢ z tkankami i moze by¢ przyczyna mniejszej kardiotoksycznosci stwierdzonej
w badaniach przedklinicznych. Podczas badan zaobserwowano takze wypadanie
wlosOw w mniejszym stopniu i tagodniejsze uszkodzenia tkanek. SM-5887 wyda-
lana jest w 78% z katem, wydalanie z moczem jest minimalne [46].

Amrubicyna jest obecnie zarejestrowana tylko w Japonii i stosuje si¢ jg w te-
rapii drobnokomorkowego i niedrobnokomoérkowego raka ptuc[70].

Walrubicyna

Walrubicyna (AD-32) rézni si¢ od doksorubicyny N-trifluoroacetylacja i do-
datkiem 14-walerianianowej pochodnej do pierscienia A. Zaliczana jest to antra-
cyklin II generacji [39]. Zostata wprowadzona do leczenia w 1999 roku i wchodzi
w sktad leku Valstar, ktéry jest podawany dopecherzowo. Jego wskazaniem re-
jestracyjnym jest rak pecherza moczowego oporny na terapi¢ bakteriami Bacil-
lus Calmette-Guerin [1]. Walrubicyna ma okoto 24-krotnie wigksza lipofilowos¢
od doksorubicyny. AD- 32 jest metabolizowana gtownie do dwoch metabolitow:
N-trifluoroacetyladriamycyny i N- trifluoroacetyladriamycinolu poprzez usunie-
cie grupy walerianianowej [68]. Walrubicyna cechuje si¢ brakiem toksycznosci
kontaktowe;j i kardiotoksycznosci. [85]. Ze wzgledu na wysoka hydrofobowosc¢,
AD-32 jest obiecujacym kandydatem do wykorzystania jako $rodek chemiote-
rapeutyczny w potaczeniu z nanoczasteczkami rHDL jako nos$nikami dostarcza-
jacymi. Mogtoby to zmniejszy¢ toksyczno$¢ i zwigkszy¢ stabilno§¢ kompleksu
w porownaniu do wolnej frakcji walrubicyny [84].

Aklarubicyna

Aklarubicyna reprezentuje grup¢ antracyklin zwang aklacynomycynami, stad
znana jest rowniez pod nazwg aklacynomycyna A. Aglikon aklarubicyny stanowi
uktad aklawinonu, natomiast czg$¢ cukrowa posiada charakterystyczng budowe,
ktora odroznia ten zwigzek od pozostatych antracyklin. Lancuch glikonowy skta-
da si¢ bowiem z trzech reszt cukrowych: L-rodozaminy, 2-deoksyfukozy oraz ci-
nerulozy A [63, 74]. Aklarubicyna r6zni si¢ od antracyklin I generacji, takich jak
doksorubicyna, rowniez odmiennym stopniem metylacji aminocukru, co wplywa
na tadunek czasteczki i jej lipofilowo$¢. Substancja ta wykazuje takze czgsciowo
odmienny mechanizm dziatania, bedac zar6wno inhibitorem topoizomerazy II,
jak 1 topoizomerazy 1. Ponadto badania wykazatly, ze aklarubicyna nie wywoluje
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peknie¢ podwojnej helisy DNA oraz indukuje produkcje ROS w znacznie mniej-
szym stopniu niz doksorubicyna i daunorubicyna, ze wzgledu na brak zdolnos$ci
do tworzenia kompleksow z zelazem [23, 51].

W poréwnaniu z antracyklinami [ generacji, aklarubicyna wywoluje nie-
znacznie tagodniejsze dziatania niepozadane, w tym stabsza kardiotoksycznos¢,
a takze charakteryzuje si¢ mniejsza zdolnoscia do wywotania lekoopornosci, jed-
nakze jej mozliwosci zastosowania nie sg tak szerokie, jak w przypadku DOX
czy DNR [23, 63]. W badaniach klinicznych aklarubicyna stosowana byta przede
wszystkim w terapii ostrych biataczek limfatycznych i szpikowych oraz w ze-
spotach mielodysplastycznych, w potaczeniu z cytarabing i G-CSF (tzw. terapia
CAG). Udowodniono wysoka skuteczno$¢ i bezpieczenstwo tej terapii, w po-
rownaniu do alternatywnych metod leczenia [101], jednakze aktualne wytyczne
nie uwzgledniajg aklarubicyny w standardowych schematach terapii [28, 42].
Wykazano réwniez wyzsza skutecznos$¢ terapii CAG w potaczeniu z decytabina,
w porownaniu z CAG [58, 105]. Postulowano réwniez mozliwos¢ zastosowania
aklarubicyny jako leku drugiego rzutu w terapii raka jajnika, a takze w leczeniu
chtoniaka Hodgkina, jednak dowody na skuteczno$¢ aklarubicyny w tych wska-
zaniach sg niewystarczajace [11, 80].

Annamycyna

Annamycyna jest silnie lipofilowym analogiem doksorubicyny nalezacej do
grupy antracyklin. Modyfikacja struktury polega na wbudowaniu atomu jodu do
czesci cukrowej [102].

Annamycyna w porownaniu do doksorubicyny osigga stosunkowo wysoki
poziom akumulacji komoérkowej, szczegolnie w liniach komorkowych opornych
na wiele lekow 1 wywoluje u nich znaczace uszkodzenia DNA. Wskazuje si¢ na
jej wysoki potencjat w leczeniu nawrotowej/opornej ostrej biataczki limfobla-
stycznej. Znacznie zwigkszone stezenie annamycyny w plucach, w porownaniu
do doksorubicyny, prowadzi do wysokiej skutecznosci leku in vivo w modelach
guzdéw zlokalizowanych w plucach [108]. Nie stwierdza si¢ kardiotoksycznosci
nawet przy dawkach 2200 mg/m?2 [86].

Karminomycyna

Karminomycyna, czyli 4-demetylodaunorubicyna nalezy do antracyklin na-
turalnych. Jest produkowana przez bakterie Actinomadura carminata. Wykazu-
je znacznie silniejsze dzialanie niz daunorubicyna czy doksorubicyna. Jest sku-
teczna w leczeniu raka piersi z przerzutami, migsakoéw tkanek migkkich, ostrych
biataczek limfoblastycznych lub mieloblastycznych. Wykazano, ze stopien kar-
diotoksycznosci, toksycznosci zotadkowo-jelitowej, a takze tysienia karminomy-
cyny jest mniejszy niz w przypadku doksorubicyny [21].
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Pirarubicyna

Pirarubicyna (THP) jest tetrahydropiranylowa pochodna powstata po 4’- gli-
kozydacji doksorubicyny. Zostala wynaleziona i opisana przez japonskich na-
ukowcow w 1979 roku [97]. Dzigki zwigkszonej hydrofobowosci substancja ta
jest ponad 10-krotnie szybciej wychwytywana przez komoérki niz doksorubicyna,
co potwierdzono w badaniach in vitro na liniach mysich komérek nowotworo-
wych np. biataczki limfocytowej. Dzigki temu, cechuje si¢ 7-10 razy wyzsza cyto-
toksycznoscig [52, 53]. W badaniach in vivo na chomikach [62,96] oraz w badaniu
klinicznym — podczas terapii ostrej biataczki limfoblastycznej wieku dziecigcego
[44], wykazano nizszg kardiotoksyczno$¢ niz dla doksorubicyny i daunorubicy-
ny. Jednak pomimo wyzszej skutecznosci terapeutycznej i nizszej kardiotoksycz-
nosci, pirarubicyna powoduje powazne efekty niepozadane, m.in. mielosupresje,
trombocytopeni¢ i leukopenie [62], ktore limitujg dawke, badz niejednokrotnie
prowadzg do przerwania terapii [63].

Najnowsze doniesienia dotyczace pirarubicyny odnoszg si¢ do badan in vitro
nad aktywnos$cig koniungatéw kopolimeru pirarubicyny z N-(2-hydroksypropylo)
metakryloamidem (HPMA) w sferoidach komoérek raka okreznicy. Wykazano, ze
kopolimer HPMA pirarubicyny, mial poré6wnywalna cytotoksycznos¢ do wolne;j
pirarubicyny wobec komorek nowotworowych w postaci sferoidalnej przy 7-krot-
nie nizszej cytotoksycznosci wobec komoérek hodowanych w ptaszczyznie dwu-
wymiarowej. Jest to spowodowane 12-krotnie szybszym przenikaniem polimeru
THP niz wolnej pirarubicyny przez warstwg komorek jednowarstwowych przy
nizszym wychwycie dokomoérkowym tego polimeru [65].

Przeprowadzono réwniez randomizowane badanie kliniczne zastosowaniem
pirarubicyny w dopecherzowej terapii u pacjentéw z nieinwazyjnym rakiem pe-
cherza moczowego o $rednim i niskim ryzyku [66]. W badanej grupie pacjentow
podawano dodatkowe wkroplenie 30 mg pirarubicyny co tydzien przez 8 tygodni
1 porownano z grupa pacjentow, ktorym podano THP dopecherzowo bezposred-
nio pooperacyjnie. Badanie to dato obiecujace wyniki — wykazano, ze dodatkowe
podanie pirarubicyny istotnie statystycznie zmniejszyto ryzyko nawrotu guza bez
powodowania ci¢zkich dziatan niepozadanych. Ponadto, przeprowadzono kontro-
lowane nierandomizowane badanie kliniczne, w ktorym potwierdzono skutecz-
no$¢ pirarubicyny w nowym schemacie termochemioterapii nieinwazyjnego raka
pecherza moczowego o srednim i wysokim stopniu ryzyka [107].

Sabarubicyna
Sabarubicyna (MEN 10755) stanowi disacharydowa pochodng doksorubicyny,
ktora zostata pozbawiona grupy metoksylowej przy czwartym weglu w aglikonie.
Obecnie zwigzek ten znajduje si¢ w I fazie badan klinicznych [59]. Pojedyncze
badania kliniczne wskazaty na jej skutecznos¢ w leczeniu raka drobnokomor-
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kowego ptuc [9], jajnikdéw [14] oraz postgpujacym i opornym na hormony raku
prostaty [32]. W porownaniu z doksorubicyng i epirubicyna sabarubicyna wyka-
zuje dwukrotnie krotszy koncowy okres pottrwania, znacznie mniejszy catkowity
klirens osoczowy oraz znacznie mniejsza objeto$¢ dystrybucji [12]. Brak grupy
metoksylowej przy czwartym atomie wegla, jak i disacharydowa budowa spra-
wiaja, ze zwigzek w mniejszym stopniu zostaje przeksztatcony do toksycznego,
alkoholowego metabolitu [64]. Sabarubicyna w porownaniu z doksorubicyng sil-
niej tworzy stabilniejsze kompleksy z topoizomeraza II, a ponadto w odroznie-
niu od DOX prowadzi do fosforylacji przeciwapoptotycznego biatka Bcl-2, co
warunkuje jej silniejsze wlasciwosci przeciwnowotworowe [3, 72]. Antracyklina
wykazuje mniejszg kardiotoksycznos$¢, a takze efektywniejsze dziatanie przeciw-
nowotworowe in vivo w porownaniu z doksorubicyng [19, 72].

Zorubicyna

Zorubicyna stanowi potsyntetyczny analog doksorubicyny o obnizonej kar-
diotoksycznosci[88]. W przemysle farmaceutycznym wystepuje w preparacie jed-
nosktadnikowym Rubidazone®, stosowanym w ostrej biataczce limfoblastyczne;j
i mieloblastycznej u dorostych, jak i u dzieci [47, 75]. Cechg odrozniajacy zoru-
bicyne od pozostalych antracyklin jest jej zmniejszona stabilno§¢ w temperaturze
pokojowej, przez co niezbedne jest natychmiastowe podanie wlewu po przygo-
towaniu [104]. Niestety, pomimo obnizonej kardiotoksycznosci w porownaniu
z innymi antracyklinami, wcigz stanowi ona jeden z najistotniejszych efektow
niepozadanych [75].

Antracenodiony

Grupg rodzimg do antracyklin sg antracenodiony. Interesujagcymi przedstawi-
cielami tej grupy sa piksantron (aza-antracenedion) oraz mitoksantron Zwigzki te
ro6znig si¢ mechanizmem dzialania. Oba stanowig inhibitory topoizomerazy Ila,
jednak gtownym mechanizmem dziatania piksantronu jest interkalacja z DNA
[30, 79]. Piksantron zostal warunkowo zatwierdzony w monoterapii wielokrotnie
nawracajacego lub opornego, agresywnego NHL (ang. non- Hodgkin s lymphoma)
komorek B [71], za§ mitoksantron w terapii roznych typow nowotwordow, w tym
raka prostaty, piersi, NHL, czy ostrej biataczki szpikowej [30, 87]. Dodatkowo
piksantron nie posiada miejsca wigzania z zelazem, co uniemozliwia tworzenie
toksycznych kompleksow lek-metal, za czym idzie ograniczone uwalnianie RFT
i zmniejszenie kardiotoksycznosci zwiazku [7, 95]. Mitoksantron z kolei wyrdz-
niaja silne wtasciwosci immunosupresyjne, powoduje $mier¢ i lize limfocytow T
i B, obnizenie zdolno$ci migracyjnej monocytow oraz redukcje cytokin prozapal-
nych (INF-y, TNF-alfa i IL-2) [22].
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PODSUMOWANIE

Pomimo pre¢znie rozwijajacych si¢ innych form leczenia choréob nowotworo-
wych, antracykliny nadal odgrywaja wazna rol¢ w terapii onkologicznej. Ogélny
mechanizm dziatania tej grupy lekow zostat juz catkiem dobrze poznany, cho-
ciaz dla kazdego przedstawiciela gtowny czynnik cytotoksyczny moze by¢ troche
inny. O ile antracykliny maja potwierdzong skuteczno$¢ w hamowaniu rozwoju
komorek nowotworowych, to od lat czynnikiem limitujacym ich stosowanie jest
kardiotoksycznos$¢. Poszukuje si¢ roznych pochodnych, ktore cechowatyby sie
mniejszymi dziataniami niepozadanymi, lepsza skutecznoscia, jak i optymalng
farmakokinetyka. Daunorubicyna, jeden z pierwszych przedstawicieli, ma ogra-
niczone zastosowanie ze wzgledu na silne dziatanie kardiotoksyczne. Szersze
wykorzystanie kliniczne znajduja doksorubicyna i jej analogi — idarubicyna czy
epirubicyna, o wyzszym profilu bezpieczenstwa. Trwaja badania nad takimi an-
tracyklinami jak aklarubicyna, annamcyna czy sabarubicyna, ktore charaktery-
zuja sie zwigkszonym wplywem przeciwnowotworowym przy zmniejszonej tok-
sycznos$ci. Amrubicyna to interesujgca antracyklina ze wzgledu na bardzo silng
cytotoksycznos¢ jej aktywnego metabolitu — amrubicynolu. Nalezy przyznac, ze
zostaty dokonane znaczace postepy w udoskonalaniu profilu aktywnosci i bez-
pieczenstwa tej grupy lekow, niemniej wcigz dla petnego sukcesu kluczowe jest
znaczne ograniczenie ich kardiotoksycznosci i zwigkszenie skutecznos$ci, szcze-
gblnie wobec opornych komoérek nowotoworych.
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Streszczenie: Otylos¢ na przestrzeni lat, stala si¢ problemem stale rozrastajacym sig na skale §wiatowa.
Z choroba ta nierozerwalnie taczy si¢ przyrost tkanki thuszczowej oraz zaburzenia w wydzielaniu przez
adipocyty hormondw. Zaréwno nieprawidlowosci w wydzielaniu, jak i niewtasciwe oddziatywanie ad-
ipocytokin na komorki docelowe, wiaze si¢ z zaburzeniami w funkcji calego organizmu. Adiponektyna
wplywa na poprawg insulinoopornosci oraz posiada dziatanie przeciwmiazdzycowe. Jej wydzielanie
jest zmniejszone u 0sob z otyloscia. Moze to by¢ jedna z przyczyn rozwoju chordb towarzyszacych
otylosci takich jak cukrzyca typu 2, czy nadci$nienie tetnicze. Z kolei leptyna jest hormonem oddziatu-
jacym na receptory w mozgu, dzigki czemu wzmaga uczucie sytosci i zmniejszenie poboru pokarmu,
a co za tym idzie zahamowanie przyrostu tkanki ttuszczowej i rozwoju otytosci. Apelina wytwarzana
przez adipocyty wptywa na prace migsnia sercowego oraz powoduje wazodylacje naczyn krwion-
os$nych, dzigki czemu rozwaza si¢ jej przysztoSciowe zastosowanie w terapii. Z otyloSciag zwigzana
jest takze chemeryna, ktéra wptywa na procesy zachodzace w tkance tluszczowej. Uwaza sig, ze ta
adipocytokina wplywa na adipogenezg i przyrost tkanki tluszczowej. Zaburzenia w ilosci hormonow
produkowanych przez komorki tkanki thuszczowej, wpltywaja negatywnie na procesy metaboliczne
zachodzace w organizmie oraz posrednio przyczyniaja si¢ do poglebienia otytosci, czy rozwoju do-
datkowych jednostek chorobowych, w tym miazdzycy, nadci$nienia tetniczego oraz cukrzycy typu 2.

Stowa kluczowe: otytosé, adiponektyna, leptyna, apelina, chemeryna

Summary: Over the years, obesity has become a health issue that is constantly growing on a global
scale. The disease is associated with the increase of adipose tissue and imbalance of the secretion
of hormones by the adipocytes. Both secretory abnormalities and an inappropriate response of adi-
pocytokines on target cells are associated with disturbances in the functions of the whole organism.
Adiponectin improves insulin resistance and has an antiatherosclerotic effect. Its secretion is reduced
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in obese people. This may be one of the reasons for the development of obesity-related diseases, such
as type 2 diabetes or arterial hypertension. Leptin, in turn, is a hormone that affects brain receptors
responsible for the feeling of fullness and results in reduced food intake, thus inhibiting the growth
of adipose tissue and obesity. Apelin produced by adipocytes affects the work of the heart muscle
and causes vasodilation of blood vessels, which is why its future therapeutic use is being considered.
Obesity is also associated with chemerin, which affects the processes taking place in adipose tissue.
This adipocytokine is believed to influence adipogenesis and fat gain. Disturbances in the amount of
hormones produced by adipose tissue cells negatively affect the metabolic processes taking place in
the body and indirectly contribute to the increase of obesity or the development of additional diseases,
including atherosclerosis, hypertension and type 2 diabetes.

Keywords: obesity, adiponectin, leptin, apelin, chemerin

WSTEP

Otylosé¢ to przewlekta choroba, ktoérej zachorowalno$¢ w krajach rozwinig-
tych bardzo szybko ros$nie. OtyloScig nazywamy stan, w ktérym tkanka ttuszczo-
wa stanowi wigcej niz 30% masy ciata u kobiet, wiecej niz 25% u mezczyzn lub
wskaznik BMI (Body Mass Index), czyli stosunek masy ciata w kilogramach do
wzrostu w metrach podniesionego do kwadratu przekracza wartos¢ 30 [11, 41,
73]. Na skutek zmieniajgcego si¢ stylu zycia i sposobu odzywiania, szacunkowe
badania wskazujg, ze problem z otytoscig ma okoto 20% populacji, co zalicza
otyto$é do chordb cywilizacyjnych. Swiatowa Organizacja Zdrowia méwi o glo-
balnej epidemii otytosci podajac dane z 2005 r. wedlug ktoérych problem nadwagi
dotykat 1,6 mld ludzi a otytosci 400 mIn oséb na catym §wiecie [38, 46,]. WHO
zwraca uwage na drastyczny wzrost zachorowalnosci, ktéry w latach 1980-2008
miat doprowadzi¢ do podwojenia si¢ liczby chorych. WHO podaje, ze na terenie
Europy w przeciggu ostatnich 40 lat liczba otytych dzieci wzrosta az 10-krot-
nie [61]. W populacji 0s6b dorostych najwigkszy odsetek wystepuje w Stanach
Zjednoczonych 35,9%, w Meksyku 30% i na Wegrzech 28,5%, natomiast w Pol-
sce wynosi on 15,8% [54]. We wszystkich krajach szacowany jest dalszy wzrost
odsetka otylych osob. W zaleznos$ci od rozmieszczenia gromadzonego nadmiaru
tkanki thuszczowej w organizmie rozroznia si¢ dwa typy otylosci. Otyto$¢ gyno-
idalna polega na gromadzeniu si¢ tkanki tluszczowej w okolicach ud i poslad-
kow, czesciej wystepuje u kobiet niz u me¢zcezyzn. Otytos¢ androidalna polega na
gromadzeniu si¢ tkanki thuszczowej w okolicy jamy brzusznej. Ten typ otytosci
wystepuje cze$ciej u mezezyzn [30]. Otylos¢ androidalna ma bardziej negatywny
wplyw na nasze zdrowie. Zespot metaboliczny wystepuje u 5,8 mln mieszkancow
Polski w wieku 20-74 lat [8] u ponad 30% otylych os6b rozwija si¢ gtownie na
skutek otyltosci brzusznej. Badania pokazuja, ze wraz ze wzrostem obwodu pasa
rosnie ryzyko wystgpienia insulinoopornosci, ryzyko wystgpienia zawatu serca
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1 ogblne ryzyko przedwczesnego zgonu [48]. Raport WHO z 2007 roku [42] po-
daje, ze jedynie na terenie Europy otytos¢ jest przyczyna ponad miliona zgonéw
rocznie. Wysokie poziomy otytosci u mtodych oséb znacznie skracaja oczekiwa-
ng dlugos¢ ich zycia [21]. Otylo$¢ zwigksza poziom ryzyka choréb takich jak
cukrzyca, nadci$nienie t¢tnicze, choroba wiencowa, choroba niedokrwienna serca
czy powaznych zaburzen w gospodarce hormonalnej. Te negatywne konsekwen-
cje otylos$ci zmuszajg nas do lepszego poznania przyczyn jej wystgpowania w celu
zapobiegania epidemii. Gtéwna przyczyng otytosci jest dodatni bilans kalorycz-
ny. Jest on spowodowany niezréwnowazong dieta, w ktorej spozywamy zbyt duzo
wysokokalorycznych produktow. Zwlaszcza niezdrowe sa wysoko przetworzo-
ne produkty, zawierajace duze ilosci cukrow prostych i ttuszczéw nasyconych.
Zmiany w stylu zycia sprawity, ze w populacji Europejskiej ponad 65% populacji
prowadzi aktywnos¢ fizyczna na niewystarczajgcym poziomie, ktory ciggle spada,
zwlaszcza wérdd dzieci. Z raportu dla Ministerstwa Sportu [6] wynika, Ze jedynie
26% Polakow w wieku od 18 do 69 lat w czasie wolnym spetnia zalecenie WHO
do poziomu aktywnosci fizycznej, natomiast wsréd mtodziezy szkolnej [6, 8, 21,
22,26, 30, 42, 46, 48, 53, 54, 61] spetnia je jedynie 5,3% o0sdb. Poziom aktywno-
§ci fizycznej w wielu innych krajach Europy i Swiata jest na jeszcze nizszym po-
ziomie. Waznym czynnikiem jest tez czynnik psychologiczno-spoteczny (otytosé
statystycznie koreluje z niskim poziomem wyksztalcenia i zarobkow). Uwaza sig,
ze uwarunkowania genetyczne odpowiadajg za okoto 20% przypadkow otytosci.
Z otyloscia zwigzana jest nadmierna ilos$¢ tkanki thuszczowej. Jest ona tworzona
gtéwnie przez adipocyty, komorki tkanki tacznej, komoérki uktadu immunologicz-
nego i komoérek endotelium naczyniowego widkien nerwowych [26]. Kazdy z ele-
mentow tworzacych tkanke thuszczowa pelni funkcje wydzielnicza przez co tkanka
thuszczowa jest najwigkszym gruczotem endokrynnym w naszym organizmie [22,
53]. Wytwarza ona substancje zwane adipokinami. W ostatnich latach odkrywane
jest coraz wiecej adipokin, ktore petnig r6znego rodzaju funkcje regulacyjng oddzia-
lujaca na wiele narzagdow i tkanek. W niniejszej pracy opiszemy strukture, funkcjo-
nowanie oraz zwiazek pomiedzy wptywem wybranych adipokin na ré6znego rodzaju
patomechanizmy sprzyjajace rozwoju otylosci i zwigzanego z nim chorobami.

ADIPONEKTYNA

Adiponektyna, zwana rowniez Acrp30, GBP-28, apM1 lub AdipoQ jest hor-
monem peptydowym zbudowanym z 244 aminokwasow, produkowanym przede
wszystkim przez komorki tkanki thuszczowej [58, 77]. Pozniejsze badania udo-
wodnily, ze ta adipokina moze by¢ wytwarzana takze przez osteoblasty, tkanki
lozyska, miocyty, czy komorki migzszu watroby. Hormon ten odgrywa istota role
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w regulacji metabolizmu, ponadto bierze udziat w procesach przeciwzapalnych,
jak i uwrazliwia tkanki na insuling [1, 15].

Dziatanie adiponektyny w duzej mierze zalezy od jej stezenia w osoczu. Pod
tym wzgledem wystepuja roznice plciowe, gdzie wyzsze stezenia tego biatka za-
uwaza si¢ u kobiet w przeciwienstwie do mezczyzn. Uwaza si¢, ze wptyw na to
majg hormony steroidowe- estrogen i testosteron. Regulacj¢ osoczowego pozio-
mu adiponektyny, przypisuje si¢ takze sktadnikom dietetycznym, takim jak bial-
ko sojowe, czy oleje rybne, ktore zwigkszaja jej stezenie. Z kolei spozywanie
positkow wysokoweglowodanowych, dziata negatywnie, obnizajac ilo$¢ kraza-
cej adipokiny [52]. Hipoadiponektynemi¢ odnotowano przede wszystkim u oséb
otylych, szczegolnie tych, cierpigcych na otytos¢ brzuszna, a takze u pacjentow,
u ktorych zdiagnozowano choroby powigzane z otyto$cig m.in.: cukrzyce typu 2,
nadci$nienie tetnicze, miazdzyce oraz zespot metaboliczny. Adiponektyna hamuje
procesy glukoneogenezy i glikogenolizy zachodzace w watrobie. Przyczynia si¢
do tego zmniejszona ekspresja genow kodujacych enzymy biorace udziat w reak-
cjach glukoneogenezy m.in.: glukozo-6-fosfataza oraz karboksylaza fosfoenolo-
pirogronianowa. U podstaw mechanizmu molekularnego tego zjawiska lezy sty-
mulacja fosforylacji, a tym samym aktywacji kinazy biatkowej zaleznej od AMP
(AMPK). Dzieki temu hamowana jest produkcja glukozy wewnatrz organizmu
[78]. Skutkiem tego jest poprawa nie tylko watrobowej, ale takze ogoélnoustro-
jowej insulinoopornosci. W przypadku niskiego st¢zenia adiponektyny w ustro-
ju, stwierdzono silne powiazanie z rozwojem cukrzycy typu 2. Wykazano takze
zwigzek tej adipokiny z réznymi parametrami metabolizmu lipoprotein. Przepro-
wadzone badania wskazujg na zwigekszenie ekspresji genu ABCA1, a wraz z tym
wzrost produkcji apo-Al, a takze zmniejszenie produkcji apo-CIII w watrobie.
Procesy te prowadza do podwyzszenia poziomu HDL oraz spadku poziomu TG.
Hormon ten, na drodze aktywacji PPARa, zwigksza zuzycie energii i spalanie
kwasow ttuszczowych, takze zmniejszajac ilo§¢ TG w watrobie [69].

Adiponektyna, jako hormon pochodzacy z tkanki thuszczowej swoim dziata-
niem wptywa takze na inne komorki i narzady organizmu. Szczego6lng role odgry-
wa w chorobach bedacych nastepstwem otytosci [27]. Przeciwdziatajac apopto-
zie, chroni podocyty nerki, dbajac o jej funkcjonowanie w przypadku cukrzycy
[75]. Poza tym wptywa na poprawe funkcji srédblonka. Dzigki temu adiponek-
tynie przypisuje si¢ dzialanie przeciwmiazdzycowe. Jej niezwykle dziatanie jest
roOwniez powigzane z pracg serca. Badania wykazuja, ze u 0s6b z hipoadiponekty-
nemia powigzanag z otytos$cig, nastepuje zaostrzenie przerostu mi¢snia sercowego.
W makrofagach sprzyja ich ré6znicowaniu do rodzaju M2, hamujac jednoczesnie
przeistaczanie do rodzaju M1, co warunkuje dziatanie przeciwzapalne. Adiponek-
tyna reguluje takze funkcje hormonalne tkanki ttuszczowej poprzez hamowanie
wydzielania leptyny i czynnikow prozapalnych, takich jak TNF-a, czy IL-6, kt6-
rych wysoki poziom mozna zauwazy¢ u oso6b otylych. Wydzielanie tej adipoki-
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ny w tkankach migéni szkieletowych jest uzaleznione od sposobu odzywiania oraz
¢wiczen [74]. Wysiltek fizyczny powodujac spadek ilosci adiponektyny, zmniejsza
stan zapalny i insulinooporno$¢, przyczyniajac si¢ do poprawy funkcji migéni. Sty-
muluje AMPK, a tym samym wychwyt glukozy i utlenianie kwasoéw tluszczowych.
Bardzo wysoki poziom hormonu w tej tkance moze mie¢ jednak dziatanie szkodli-
we, obnizajgc Srednice miotuby, czy ilos¢ biatka [44]. Osoby z otytoscig wykazu-
ja zmniejszone wydzielanie adiponektyny przez tkanke thuszczowa. Wptywa to na
wiele zmian patofizjologicznych, ktore sa powigzane z insulinoopornoscia, a takze
na wystapienie cukrzycy typu 2, ro6znego rodzaju zapalen, czy chorob zwigzanych
z uktadem krazenia. Natomiast spadek wagi, warunkuje wzrost ilosci adiponektyny
w ustroju, co korzystnie wptywa na redukcje wskaznika masy ciata (BMI).

Kluczowa role w funkcjonowaniu adiponektyny, a takze jej oddzialywaniom
na inne komorki i tkanki organizmu pelnig receptory AdipoR1, AdipoR2 oraz
kadheryna T. Ze wzgledu na wptyw AdipoR1 i AdipoR2 w regulacje¢ ekspresji
genow i uwrazliwianiu na insuling, stanowig znaczacy czynnik patofizjologiczny
w cukrzycy. AdipoR1 jest receptorem wystepujagcym powszechnie w organizmie,
jednak najwigksze jego ilo$ci zaobserwowano w obrebie migéni szkieletowych.
Ekspresja receptora AdipoR2 jest natomiast ograniczona do tkanek watroby. Po
zwiazaniu adiponektyny, receptory te uruchamiaja dalsze $Sciezki sygnalizacyj-
ne. Badania wykazaty, ze nadekspresja AdipoR1 aktywuje AMPK, a dodatkowo
hamuje glukoneogenez¢ zachodzaca w watrobie i lipogeneze oraz wzmaga utle-
nianie kwasow ttuszczowych. Niedobodr receptora AdipoR1, bedzie zatem powig-
zany ze stanem insulinoopornosci. Natomiast funkcje AdipoR2 wcigz pozostaja
niejasne i wymagaja dalszych badan [63]. Kadheryna T zostata zaklasyfikowana
jako receptor dla jednej z form adiponektyny (HWM). Niedobory kadheryny T
powoduja zwigkszone ilosci krazacej HWM. Inaktywacja genu dla tego recepto-
ra, powoduje ostabienie wzrostu raka sutka, jednakze doktadna rola i powigzania
kadheryny T z receptorami AdipoR1 i AdipoR2 sg wciaz niejasne i pozostaja do
scharakteryzowania [69]. Zwigkszenie liczby receptoréw adiponektyny, badz za-
stosowanie jej agonistow w terapii, uwaza si¢ za przysztosciowy krok w leczeniu
0s0b z otyloscia i chorobami z nig zwigzanymi. Réwniez badanie poziomu formy
HWM adiponektyny moze przynie$¢ terapeutyczne zastosowanie. Jej dodatnie
skolerowanie z wrazliwoscig na insuling, moze postuzy¢ jako marker w zespotach
metabolicznych, badz badaniach pacjentéw z cukrzyca typu 2.

LEPTYNA

Leptyna stanowi hormon produkowany przez adipocyty oraz enterocyty, ktory
odpowiada za regulacj¢ homeostazy energetycznej organizmu. Wptywa on mig-
dzy innymi na zmniejszenie ilo$ci spozywanych positkow (wzmaga uczucie syto-
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sci wptywajac na osrodki w podwzgdrzu ), co posrednio przektada si¢ na poten-
cjalng redukcje tkanki ttuszczowej w zwiazku z mniejszg ilo$cia naptywajacych
z pozywienia kalorii. Wlasciwos$¢ ta moze by¢ potencjalnie wykorzystana w celu
zwalczania otytosci, jednakze aby leptyna mogta wplyna¢ na o$rodki w central-
nym uktadzie nerwowym musi ona najpierw pokona¢ barier¢ krew-mozg (ang.
blood-brain barier, BBB). Zaburzenia w transporcie tego hormonu przez BBB
mogg zatem leze¢ u podstaw opornosci na leptyne, zwickszajac tym samym ryzy-
ko wystapienia otylosci [37].

Czynnikiem, ktory nasunal ekspertom watpliwosci co do obligatoryjnego
dzialania odchudzajacego leptyny byt jej podwyzszony poziom w osoczu 0sob
otytych. Dodatkowo pacjenci ci nie reagowali na egzogenna leptyne. Stad zostat
wysunigty wniosek, iz to zaburzona dystrybucja wewnatrz organizmu pacjenta
moze leze¢ u podstaw jego choroby metabolicznej. Poczatkowe badania skupiaty
si¢ na przepuszczalnosci BBB dla osoczowej leptyny. Z racji, iz jej masa wynosi
16 kDa, watpliwym bylo aby hormon ten byt transportowany na zasadzie dyfuz;ji
biernej. Postulowano wigc istnienie specjalnego transportera dla leptyny, tym bar-
dziej, ze czg$¢ badan zanotowata wystgpowanie wysycenia dla przepuszczalno$ci
tego biatka [5].

Odnotowywane zaburzenia w przepuszczalnosci bariery krew-mozg siegaty
nawet 35% , co jeszcze bardziej ugruntowywalo tez¢ wzrostu opornosci BBB
w odpowiedzi na zwigkszong ilo$¢ leptyny [4]. Co wigcej, niektore badania od-
notowaty stosunek stezen leptyny w ptynie mozgowo-rdzeniowym do jej st¢zenia
osoczowego jest 4-5 razy nizszy u osob ze stwierdzong otytoscig [12, 66]. Idac
tym tropem stwierdzono wystgpowanie na powierzchni ependymoctéw pokrywa-
jacych komore trzecig i czwartg swoistych biatek receptorowych leptyny (OBR)
[2] oraz ich krotszych izoform (OBRa, OBRc), ktorych zmniejszenie ilo$ci na
powierzchni komorek wplywa na redukcje stezenia leptyny w moézgu myszy [35].
Rozwazajac zatem fakt, iz leptyna moze by¢ transportowana przez BBB za pomo-
ca specjalnego btonowego receptora, trzeba wzia¢ pod uwage prawa, jakim jest
poddany tego typu transport. Mianowicie charakteryzuje si¢ on wystgpowaniem
zjawisk desensytyzacja oraz regulacji w dot w przypadku podwyzszonego steze-
nia liganda w osoczu, co odpowiedzialne jest za degradacje receptorow danego
typu wewnatrz komorek. Wplywa¢ to moze znamiennie na rozpatrywany efekt
opornosci BBB wobec leptyny. Najnowsze przeprowadzane badania kwestionuja
jednak utartg tezg, jakoby wytgcznie wptyw zaburzonego transportu leptyny przez
BBB oddzialywat na rozwdj choroby metabolicznej, jaka jest otytos¢. Poczat-
kowo przeprowadzane eksperymenty ukazaty fakt, iz podanie myszom leptyny
do komoér mozgowych nie wptywalo na zmniejszenie przyjmowania przez nie
jedzenia, a tym samym nie oddziatywalo na redukcje¢ otytosci wywotanej u nich
dieta [19]. Poza tym, w kolejnych badaniach, rowniez na myszach z otytoscia
spowodowang dietg, wykazano brak korelacji pomigdzy uzyciem antagonistow
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receptora leptyny a zmniejszeniem funkcjonalnosci endogennego hormonu [55].
Podobne wyniku uzyskano w oparciu o badania dla organizmu ludzkiego [57]. Co
ciekawe, niedawno przeprowadzone innowatorskie badanie wykorzystujace tech-
nike znakowania fluorescencyjnego leptyny wykazato, iz pomigedzy organizmem
mysim stosujacym zbilansowang diete i o normalnej masie, a modelem z ,,diete-
tyczng” otyltoscig nie wystepuja diametralne roéznice co do akumulacji hormonu
w poszczegdlnych czgsciach mdzgu (najwyzsze st¢zenia osiggnieto w: wyniosto-
$ci posrodkowej oraz splocie naczyniowkowym komor bocznych i trzeciej). Na
tym jednak nie koniec, gdyz po poddaniu myszy z otylo$cia restrykcyjnej diecie
badz tez dziataniu odpowiednich $rodkéw farmakologicznych zwigkszyto ilos¢
zarowno leptyny jak i jej receptora w poszczegdlnych czesciach mozgu. Zjawisko
to wskazuje na utrzymanie akumulacji leptyny w stanie otytosci na statym pozio-
mie w miejscach o jej fizjologicznie najwickszym dziataniu w kontroli metaboli-
zmu i masy ciata [33].

Specyfika leczenia otylosci z zastosowaniem mechanizmow rzadzacymi bio-
chemig i kinematyka leptyny opiera si¢ gtownie na zwigkszeniu jej przepusz-
czalno$ci przez BBB z zastosowaniem jej agonistow lub poprzez zwigkszenie jej
stabilnos$ci i czasu potowicznego trwania [37]. Kolejnymi czynnikami wptywaja-
cymi na otyto$¢ moga by¢ zaré6wno niedobory tegoz hormonu jak i receptora dla
niego, wynikajacy z wrodzonych zaburzen genetycznych badz tez nabytych zabu-
rzen endokrynologicznych. Zmniejszona ilo$¢ leptyny lub brak jej oddziatywa-
nia z receptorem przyczyniaja si¢ do zwigckszenia podazy jedzenia oraz rozwoju
nadwagi/otytosci [7]. Do stosunkowo rzadko spotykanego schorzenia nalezy wro-
dzony niedobdr leptyny, wynikajacy z mutacji utraty sensu w genie kodujacym
leptyne. Dotyka to najczesciej rodzin, w ktorych rodzice sa ze sobg spokrewnieni.
Poza fenotypem zwigzanym z zaawansowang otyloscia juz we wczesnym wieku
dziecigcym, obserwuje si¢ takze u takich pacjentow znaczne niedobory immu-
nologiczne, mogace prowadzi¢ w mtodosci nawet do $mierci z powodu infekcji.
Ponadto odnotowuje si¢ hipogonadyzm, niedobory hormondw tarczycy, zaburze-
nie osi renina-aldosteron, dysfunkcje uktadu wspdtczulnego i wiele innych pato-
logii zwigzanych z samym zespotem metabolicznym jak na przyktad zwigkszone
ryzyko chorob sercowo -naczyniowych i hiperlipidemia [56]. Chorobliwie otyte
dzieci z tego typu schorzeniem skutecznie leczy si¢ podskornymi iniekcjami re-
kombinowanej ludzkiej leptyny. Efekt tej terapii znacznie wptywa na poprawe
stanu pacjentdow pod wzgledem roznorodnych zaburzen zwigzanych z mutacja.
Dotyczy to zaro6wno nieprawidtowosci metabolicznych, jak hiperinsulnemia czy
hiperlipidemia, ale takze endokrynologicznych, podnoszac poziomy hormonéow
tarczycy oraz gonadotropin. Poprawie ulegaja takze dysfunkcje neuroendokry-
nologiczne. Jednakze, najwazniejsze dziatanie danej kuracji przypisuje si¢ pod-
niesieniu poziomu krazacych we krwi limfocytow T CD4(+) , ktorych ilos¢ byta
niebezpiecznie obnizona w opisywanej chorobie genetycznej [23]. Inng zmiang
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skutkujaca nieadekwatng odpowiedzig organizmu na leptyne jest mutacja w ge-
nie kodujacym jej receptor. W tym przypadku réwniez obserwujemy znamienne
podniesienie masy ciata zwigzane z otytoscia i inne towarzyszace jej nieprawidto-
wosci [24]. Kolejng przyczyna niedoboru leptyny moze by¢ wrodzona lub nabyta
utrata tkanki thuszczowej, ograniczona jedynie do konkretnych obszarow, badz tez
dotyczaca calego ciala (tzw. lipoatrofia). Czgsto spotyka si¢ tg forme dysfunkcji
tkanki thuszczowej w przypadku zakazenia wirusem niedoboru odpornosci — HIV.
Zespot ten nazywany jest w skrocie HALS (ang. HIV-associated lipodystrophy
syndrome) 1 wystepuje wsrdd znacznego odsetka osob leczonych na HIV dluzej
niz rok [47]. Ponadto, do niedoborow leptyny moga prowadzi¢ nadmierne ¢wicze-
nia oraz anorexia nervosa, tym samym zaburzajac prawidtowe pokwitanie i ho-
meostazg neuroendokrynologiczng [13].

APELINA

Apelina jest adipocytoking odkryta podczas poszukiwan ligandu dla receptora
APJ. Jej prepropeptyd ma 77 aminokwasow, a aktywne formy znajduja si¢ na
C-koncu [71]. Jako ze zawiera on wiele mozliwych miejsc ciecia, apelina po-
siada wiele izoform rdézniacych si¢ iloscig aminokwasow oraz aktywnoscia [32].
Jest ona produkowana w wielu tkankach organizmu, przede wszystkim sercu,
nerkach, plucach, nasieniowodach, gonadach, réznych strukturach mézgu, mie-
$niach, $cianie zotadka, srodbtonku matych tetnic iniektorych zyt oraz tkance
thuszczowej [9, 32, 45, 72]. Jest ona rowniez wytwarzana w gruczole mlekowym,
szczegdlnie w okresie okoloporodowym, co umozliwia jej wydzielanie do mleka
[32]. Za jej produkcje w tkance ttuszczowej odpowiadaja nie tylko adipocyty, ale
rowniez inne znajdujace si¢ tam komorki. Wytwarzanie i wydzielanie apeliny jest
regulowane przez insuling, ktora zwigksza te procesy w tkankach na nig wrazli-
wych poprzez szlaki zwigzane z kinazami: PI3K, PKC oraz MAPK [9].

Po dozylnym podaniu apeliny gryzoniom nastgpowat u nich spadek cisnie-
nia tetniczego [10, 14, 36, 45, 72]. Dzieje si¢ tak poniewaz poprzez kinaze Akt
powoduje ona fosforylacje i aktywacje¢ endotelialnej syntazy tlenku azotu, ktéra
zwigksza stezenie NO w osoczu i przez to rowniez wazodylacje [36, 39, 72]. My-
szy pozbawione receptora APJ miaty jednak prawidtowy poziom cisnienia krwi,
co sugeruje ze dziatanie apeliny nie jest niezbedne do jego regulacji [36]. W nie-
ktorych przypadkach jej wstrzyknigcie zwigkszato tetno [14, 45], a w innych nie
[10, 36, 72]. Takie rozbiezno$ci w wynikach mozna wytlumaczy¢ tym, ze apelina
wplywa na nie tylko posrednio poprzez wywotanie hipotensji pobudzajacej nerwy
wspolczulne, a niektore gryzonie miaty po prostu mniej aktywny system barore-
ceptorow. Teze te potwierdza fakt zmniejszenia jej wptywu na tetno poprzez zaha-
mowanie aktywnosci nerwow wspotczulnych [14]. Ponad to apelina obniza rowniez
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$rednie ci$nienie zylne [14]. Jej wstrzykiwanie nie zmienia zbytnio ilo$ci spozywa-
nego pokarmu [34, 70], ale zwieksza pragnienie [45,70]. Dlugotrwate dootrzewno-
we podawanie apeliny doprowadzito do zmniejszenia masy tkanki tluszczowej, ilo-
$ci zawartych w niej triacylogliceroli, wielko$ci adipocytow 1 osoczowego stezenia
insuliny oraz szybszego pozbywania si¢ glukozy z krwi w dootrzewnowym tescie
tolerancji glukozy. Sugeruje to, ze apelina zwigksza wrazliwo$¢ tkanek na insuling
[34]. Zwicksza ona ekspresje biatek rozprzegajacych — UCP1 w brunatnej tkan-
ce thuszczowej i UCP3 w migséniach, co powoduje zwigkszenie temperatury ciata
i poboru tlenu oraz moze tlumaczy¢ obnizenie masy tkanki thuszczowej. Zmniejsza
ona takze wspotczynnik oddechowy, co moze wskazywac na zwigkszenie zuzycia
thuszczo6w w stosunku do cukrow [34]. Apelina przyczynia si¢ rowniez do regula-
cji gospodarki hormonalnej. Zwigksza osoczowe stezenie ACTH i kortykosteronu,
a zmniejsza prolaktyny, LH i FSH. Powoduje wzrost wydzielania kortykoliberyny
i wazopresyny [70]. Ma rowniez wplyw na inne adipocytokiny. Jej dlugotrwale po-
dawanie doprowadzito do zwigkszenia stezenia osoczowej apeliny, a spadku lepty-
ny [34]. Ponad to apelina zmniejszyta w $ledzionie produkcj¢ cytokin IFN-y, IF-2,
IF-4 i proliferacj¢ jej komorek [32].

Okazuje si¢, ze u ludzi apelina nie wptywa na ci$nienie krwi az tak znacza-
co. W wielu przypadkach pozostawato ono niezmienne po jej dozylnym podaniu,
szczegblnie u mtodych i zdrowych oséb [29, 39, 40]. Podobnie tgtno w wiekszosci
przypadkow nie ulegato zmianom, a czasami byto tylko lekko podwyzszone [29,
39, 40]. Apelina, tak samo jak u szczurow powoduje wazodylacje [39, 40]. Po jej
wstrzyknigciu nastepowat wzrost przeptywu krwi przez pobliskie tetnice, tacznie
z przeptywem wiencowym [39, 40]. Zwigksza ona tempo narastania ci$nienia do
warto$ci maksymalnej w lewej komorze, kurczliwos$¢ serca, pojemnos$¢ minuto-
wa serca 1 wskaznik sercowy. Zmniejsza obwodowy opor naczyniowy, obcigzenie
wstepne 1 nastgpcze, maksymalne cisnienie skurczowe wewnatrz lewej komory
1 jej ci$nienie poznorozkurczowe. Sugeruje to, ze apelina powoduje wenodylacje
zyt pojemnosciowych [40]. Apelina u ludzi nie wptywa na st¢zenie wazopresyny
1 mozgowego peptydu natriuretycznego [40]. Podobnie jak u myszy przyczynia
si¢ do zwickszania wrazliwos$ci tkanek na insuling [29]. Istnieja zaréwno artykuty,
w ktorych wykazano powigzanie migdzy st¢zeniem apeliny a insulinoopornoscia
[18], jak i takie w ktorych takiego zwiazku nie zauwazono [60]. Prawdopodob-
nie jest to spowodowane tym, ze wraz ze zmniejszaniem si¢ wrazliwosci tkanek
na insuling, ro$nie jej stezenie. Doprowadza to do wzrostu apeliny, ktora jednak
z jakiego$s powodu nie dziata dobrze u niektérych oséb. By¢ moze jest to zwia-
zane z rozwijaniem si¢ u nich apelinoopornosci [29]. Podobnie istnieja artykuty,
w ktorych za pomocg statystyki wykazano zwigzki pomigedzy osoczowym ste-
zeniem apeliny a nadwaga, BMI, ci$nieniem krwi oraz st¢zeniem cholesterolu,
triacylogliceroli i glukozy [18, 67], a takze takie w ktorych tych zwigzkdéw nie
zaobserwowano [60].
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Opracowano réwniez agoniste receptora APJ i nazwano go MMO07. U szczurow,
podobnie jak apelina, zwieksza pojemno$¢ minutowa serca oraz zmniejsza opor ob-
wodowy. Nie wplywa jednak na ci$nienie krwi. U ludzi powoduje wzrost jej prze-
ptywu oraz wazodylacje, ale w przeciwiefistwie do apeliny, wylacznie w miejscu
wstrzyknigcia. Ma on réwniez wigkszy okres poltrwania. Dzigki temu, ze powoduje
mniejszg niz apelina internalizacj¢ receptora APJ, nie prowadzi do desensytyzacji
1 dziata tak samo przy kolejnych podaniach. By¢ moze bedzie on mogt by¢ zastoso-
wany w leczeniu niektorych choréb sercowo-naczyniowych [10].

Trwajg prace nad mozliwo$ciami wykorzystania wiedzy o apelinie i jej re-
ceptorze w celach terapeutycznych. Wykazano, ze u myszy z zespotem niewydol-
nosci oddechowej (ARDS) jej stezenie jest obnizone, ale zwicksza si¢ podczas
leczenia Cannabidiolem. By¢ moze przyczynia si¢ ona do korzystnego dziatania
leku. Niewykluczone rowniez, ze mozna za pomocg pomiardw jej stezenia wcze-
$niej wykrywa¢ ARDS oraz okresla¢ skuteczno$¢ przeprowadzanej terapii [64].
U szczurow podawanie apeliny powodowato zmniejszenie negatywnego oddzia-
lywania na serce Isoproterenolu. Uszkodzenia powodowane przez ta substancje
nie byly az tak wielkie jak w probie kontrolnej. Efekt ten byt szczegolnie wi-
doczny przy jednoczesnym podawaniu angiotensyny 1-7 [68]. Prawdopodobnie
apelina znajdzie wkrotce swoje zastosowanie w lecznictwie.

CHEMERYNA

Gen kodujacy chemeryne TIG2 zostat odkryty w 1997 roku podczas badan
nad probkami skérnymi oséb chorujacych na tuszczyce. W probkach pobranych
z miejsc gdzie nie byto zmian tuszczycowych ekspresja tego genu byta wysoka,
zdecydowanie nizsza byta natomiast w probkach ze zmian chorobowych. Stad
pierwotne przypuszczenia, ze biatko to odpowiada za utrzymanie prawidlowego
stanu skory [51]. Kolejno w 2003 roku dwa niezalezne od siebie zespoty okre-
slity produkt ekspresji genu TIG2- chemeryne jako ligand sierocego receptora
CMKLRI1 [76].

Chemeryna jest produkowana przez adipocyty jako nieaktywne biatko o na-
zwie preprochemeryna i masie 16kDa. Jest ono zbudowane z 163 aminokwasow.
Po odcigciu N-koncowego polipeptydu, zbudowanego z 20 aminokwasow, po-
wstaje prochemeryna, ktora nadal jest praktycznie nieaktywna biologicznie. Ak-
tywacja prochemeryny jest mozliwa przez ograniczong proteoliz¢ C-koncowego
fragmentu przez obecne we krwi lub tkankach proteazy, ktore biorg udziat m.in.
w reakcjach zapalnych organizmu [17]. Stopien aktywno$ci powstalej chemeryny
zalezy od dhugosci odtaczonego tancucha polipeptydowego (najbardziej aktywna
— Chem 157, najmniej aktywna — Chem 152) [79].
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Obecnos¢ chemeryny jest niezbedna do przeksztatcenia si¢ preadipocytow
w adipocyty, a co za tym idzie przyrostu tkanki ttuszczowej [50]. Nalezy jednak
pamietac, ze proces ten zalezy jeszcze od angiogenezy i tworzenia si¢ naczyn
wlosowatych [43]. Chemeryna jest adipoking produkowana przez adipocyty i jed-
noczesnie wptywajaca na adipogeneze oraz metabolizm juz dojrzaltych komorek
tkanki tluszczowej [28]. Moze dziata¢ zarowno parakrynnie, jak i autokrynnie
[62]. Juz na tym poziomie mozemy wysung¢ wniosek, ze chemeryna przez sty-
mulacj¢ adipogenezy moze mie¢ bezposredni wptyw na rozwoj otytosci.

Istnieje takze hipoteza, ze chemeryna stymuluje lipolizg. Wiemy, ze pobudze-
nie receptorow CMKLR1 przez ich ligand czyli chemeryne powoduje fosforylacje
kinaz MAP p42 i p44, ktore biorg udziat w lipolizie. Stad hipoteza, ze chemery-
na reguluje takze rozktad ttuszczy [31, 59]. Wiemy tez, ze uwalnianie glicerolu
w pozywce hodowanej przez 24 godziny bylo znaczaco wyzsze przez stosowanie
chemeryny, co potwierdza powyzsza teze, gdyz glicerol jest produktem rozktadu
thuszezy [62].

Na badaniach przeprowadzonych na myszach wykazano takze, ze niezalez-
nie od diety (niskottuszczowej lub bogatottuszczowej) osobniki nieposiadajace
receptora chemeryny majg zdecydowanie mniejsza mase ciata i zawartos¢ tkanki
thuszczowej pochodzacej z diety, niz osobniki kontrolne. Byto to spowodowane
tym iz brak receptorow chemeryny powoduje zmniejszenie sekrecji insuliny w od-
powiedzi na wysokie stezenie glukozy. MozZemy na tej podstawie przypuszczac,
ze dziatanie chemeryny moze zwigkszac taknienie i powodowaé w konsekwencji
przyjmowanie wigkszej ilosci pokarmu, co z kolei ma bezposredni wptyw na roz-
woj otytosci i chordb z nig zwigzanych [20].

Dowiedziono takze, ze chemeryna uczestniczy w reakcji zapalnej organizmu.
W zaleznosci od rodzaju chemeryny, a doktadnie od jej dtugosci, moze stymu-
lowac te reakcje albo by¢ jej inhibitorem. Do pierwszej grupy mozemy zaliczy¢
Chem-157, ktéra ma dziatanie chemotaktyczne i uczestniczy we wczesnych eta-
pach reakcji zapalnej. Do drugiej grupy natomiast zaliczamy Chem-154, ktéra
z kolei hamuje aktywowanie makrofagdéw [16].

Chemeryna taczy si¢ z receptorem CMKLR, ktory wspotdziata z biatkiem G.
Jest to receptor o budowie serpentynowej, ktory siedmiokrotnie przecina btong
komoérkowa, a w czesci cytoplazmatycznej dziala z biatkiem G [49]. Aktywacja
receptora chemeryny powoduje wewngtrzkomoérkowe uwalnianie wapnia, hamo-
wanie gromadzenia si¢ cAMP i fosforylacje kinaz MAP p42 i p44. Dzieje si¢ to
poprzez klas¢ Gi heterotrimerycznych bialek G [76]. Zmiany te prowadza do che-
motaksji komorek uktadu odporno$ciowego do miejsca zdarzenia. Receptory dla
chemeryny u czlowieka nie znajduja si¢ tylko na btonach adipocytow w czasie ich
roznicowania si¢. Wystepuja takze na makrofagach tkankowych oraz na plazmo-
cytoidalnych komodrkach dendrytycznych [81]. Co ciekawe receptor CMKLR1
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jest wykorzystywany jako koreceptor przez wirusy takie jak HIV-1 czy SIV, ktore
dzigki niemu wnikaja do komoérki gospodarza [65]. Jak sie okazuje CMKLR nie
jest jedynym receptorem chemeryny. Jest nim jeszcze CCRL2. Mozna go znalez¢
na powierzchni takich komorek jak mastocyty, neutrofile, monocyty czy komorki
T. Chemeryna jednak, po przylaczeniu si¢ do niego, nie wywotuje analogicznej
kaskady reakcji jak przypadku receptora CMKLR1. Chemeryna nie jest interna-
lizowana. CCRL2 moze jedynie stuzy¢ jako receptor zwickszajacy stezenie pro-
chemeryny w danych tkankach. Przyktadem sa stromalne komorki ptuc i serca,
w ktorych ekspresja CCRL2 stuzy jako rezerwuar chemeryny [80].

PODSUMOWANIE

Wszystkie wymienione adipokiny sg caly czas intensywnie badane w celu
ustalenia ich wplywu na mechanizm powstawania otyto$ci i inne zmiany meta-
boliczne. Z adiponektyna, jako hormonem tkanki tluszczowej, wiagze sie duze
nadzieje w mozliwosci jej zastosowania, jako §rodek terapeutyczny, a takze
przewidujacy w otytosci i insulinoopornosci. Pomimo specyficznego dziatania,
jej tkanki docelowe, sg rozmieszczone w catym organizmie. Zatem zwigkszenie
ilosci samego hormonu, czy wptyw na jego receptory moze by¢ kluczowe w te-
rapii 0séb z cukrzyca typu 2, czy miazdzyca [25]. Jej dziatanie przeciwzapalne
1 przeciwapoptotyczne sprzyja takze ochronie nerek, serca, czy naczyn krwiono-
$nych [75]. Terapeutyczne zastosowanie adiponektyny moze wigc poprawic¢ stan
wielu narzaddéw osoéb otytych, u ktérych jej poziomy sa znacznie obnizone [3,
52]. Leptyna natomiast stanowi hormon o szerokim spektrum dziatania dgzgcym
do utrzymania prawidlowej homeostazy energetycznej organizmu. Wszelkie nie-
prawidlowos$ci pojawiajgce si¢ na ktéryms z etapow wytwarzania, transportu oraz
odbierania bodzca prowadzi¢ moze do powaznych konsekwencji zdrowotnych,
w tym do rozwoju otylosci. Elementarne zaburzenia, stanowigce podstawe wspot-
czesnej wiedzy w kwestii powiazania leptyny z otyltoscia, to dysfunkcja w pro-
dukcji hormonu Iub jego receptora, zmniejszona przepuszczalnos¢ BBB wobec
leptyny — obecnie intensywnie badana, gdyz mozliwe sg inne przyczyny uposle-
dzonego transportu leptyny. Srodki farmakologiczne stosowane w celach tera-
peutycznych dla pacjentéw dotknigtych schorzeniami wywotanymi dysfunkcja
hormonu zaleza od pierwotnej przyczyny patologii. Wymieni¢ tu mozna podskor-
ng iniekcje rekombinowanej ludzkiej leptyny, jesli stwierdzony jest jej brak bez
dysfunkcji receptora oraz leki uskuteczniajace przechodzenie tegoz biatka przez
BBB. Apelina jest ligandem receptora APJ, wytwarzanym w licznych tkankach
organizmu. Jej wytwarzanie i wydzielanie jest regulowane przez insuling. Apeli-
na aktywuje endotelialng syntazg¢ tlenku azotu, zwigksza stezenie NO i powoduje
wazodylacje. Moze przez to obniza¢ cisnienie krwi u gryzoni, a czasem réwniez
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u ludzi. Wptywa ona takze na inne parametry krazeniowe, takie jak kurczliwosé
serca, czy obcigzenia wstepne i nastgpcze oraz zwieksza wrazliwos$¢ tkanek na in-
suling. Obecnie trwaja badania nad wykorzystaniem jej oraz receptora APJ w celu
leczenia r6znych chorob. W kontekscie otytosci istotnym jest fakt, ze chemeryna
jest biatkiem, ktore dziata na t¢ samg tkanke, przez ktorg jest syntetyzowana- na
tkanke tluszczowa. Wysokie stezenie chemeryny, ktora jako biatko umozliwiajace
przeksztatcenie proadipocytéw w adipocyty, powoduje progresje¢ przyrastania masy
tkanki ttuszczowej. Przypuszcza si¢ takze, ze wysoki poziom chemeryny moze po-
wodowac wzrost taknienia, co takze przektada si¢ na duze ryzyko otylosci.
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Summary: Current studies were performed to review the phytochemistry, nutritional and medicinal
value of kiwi (Actinidia deliciosa). Kiwi is one of the richest sources of vitamin C, vitamin E along
with folate, phenolic compounds, dietary fibers, and sufficient amount of essential minerals includ-
ing zinc, copper, potassium so rate as a, highly healthy food. Having immense amount of vitamin
C, it is highly recommended for bones and teeth issues, also to heart patients to avoid narrowing of
arteries. For having much antioxidant, antitumor and anti-inflammatory properties kiwis are pointed
for a promising treatment of catastrophic diseases involving cancer, heart disease, gastrointestinal
issues and nervous disorders. For having strontium, biotin and collagen fibers, kiwis are considered
an excellent fruit for sleep regulation, for healthy nails, hairs and teeth. However, processing of its
extracts may affect the physiochemical and biological properties of kiwifruit derives ingredients.
Allergens, mycotoxin, pesticides and heavy metals are the chemical hazards of kiwifruit.

Keywords: kiwi, phytochemicals, nutrients, disease treatment

INTRODUCTION

Kiwifruit (Fig. 1) belongs to genus Actinidia and its known to all over the
world especially due to its health-promoting effects and delicious taste [28]. The
fruit has a unique look and flavor along with rich amount of vitamin C [10]. Kiwi
got its name from the land of New Zealand. The plant was originated in Chang
Kiang valley (Yang Tao) of northern China [11]. It is also called Macaque peach,
Mihoutau, and Chinese gooseberry [50]. Kiwi fruit is approximately 3 inches long
with a weight of four ounces [63]. There are about 50 types of kiwi fruit, each has
different characteristics, frost tolerance, and flavor [30]. Kiwi fruit is also consu-
med as fresh, as dried and frozen fruit, marmalade, juice, as jam, as jelly and nec-
tar, etc. Its juice is traditionally used as a meat tenderizer in some cultures [21].
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FIGURE 1. Kiwi fruit
https://plantinstructions.com/tropical-fruit/how-to-grow-kiwi-in-a-pot/

Kiwi holds its great position in highly nutritious, low-calorie fruits having
a potential to deliver great benefits to health [75]. The content of soluble dietary
fiber maintain issues of hunger, for having negligible calories it is helpful to lose
weight and extra fat from body [60]. The kiwi fruit is also known for its medici-
nal use in China [27] as it find applications in reduction of irritability, relieving
rheumatism, curing of hemorrhoids, prevention of kidney or urinary tract stone,
prevention of the premature greying of hairs and also aids in digestion [9].

Current studies were performed to overview the phytochemistry, nutritional
and medicinal value of kiwi fruit.

PHYTOCHEMISTRY OF KIWI

The green color of kiwifruit is due to the presence of Chlorophyll [70]. The
study of aroma active components and their profile in kiwi fruit are done by Mul-
tidimensional Gas Chromatography olfactometry (GC/GC-O) and Gas chromato-
graphy- Mass Spectro-photometry (GC-MS) [88]. The chemical composition of
kiwifruit in their roots, peel and pulp are discussed below.

PHYTOCHEMICALS IN ROOTS
There are a total twelve compounds (B-Sitosterol, n-stearic acid, Iso-scopo-
letin, Dimethyl chromancarboxylic acid, Fraxetin, Aesculetin, Umbelliferon, Va-



PHYTOCHEMISTRY, NUTRITIONAL AND MEDICIANL VALUE OF KIWI FRUIT 149

nillic acid, Protocatechuic acid, Vanillic acid 4-O-$-D-glucopyranoside, 5, 7-di-
hydroxychromone, Tachioside) that are present in the roots of Actinidia [24, 83]:

B-Sitosterol: Its chemical structure is similar to that of cholesterol. It has cha-
racteristic odour and are of white waxy powder, one of the components of the food
additive E499 and studied for its potential to reduce benign prostatichy perplasia
[51], and blood cholesterol levels [77].

n-stearic acid: It has a waxy solid appearance and is mainly used in the pro-
duction of cosmetics, in detergents, and in soaps, such as shampoos and shaving
cream products [1].

Iso-scopoletin: It shows substantial inhibition against the cell proliferation,
and multidrug resistant subline and also shows inhibitory activity against HBV
replication [55].

Dimethyl chromancarboxylic acid: It used in the preparation of copoly-
mers such as polyamides and polyesters, most widely used in the industry is adi-
pic acid, which is a precursor used in the production of nylons [42].

Fraxetin: It has a role as an Arabidopsis thaliana metabolite, an antimicrobial
agent, an apoptosis inhibitor, an apoptosis inducer, an antioxidant, an anti-inflam-
matory agent, a hepatoprotective agent, an antibacterial agent and a hypoglyce-
mic agent [90].

Aesculetin; Aesculin is used as a vasoprotective agent, and in laboratory to
aid in the identification of bacterial species [13].

Umbelliferon: also known as 7-hydroxycoumarin, Umbelliferon is a fluore-
scing compound used as a sunscreen agent [61].

Vanillic acid: is used as a flavoring agent. It is an oxidized form of vanillin
[54].

Protocatechuic acid: (PCA) dihydroxybenzoic acid, type of phenolic acid. It
is an antioxidant polyphenol present in the metabolite of green tea. PCA shows
particularly mixed effects on both normal and cancer cells [47].

Vanillic acid 4-0-#-D-glucopyranoside: It is belonging to a compound
known as hydrolyzable tannins which is phytotoxic against different species, but
not for human but for veterinary use [49].

5, 7-dihydroxychromone: is a natural antioxidant extracted from plants [66].

Tachioside: Tachioside has antioxidant and a-glucosidase inhibitory acti-
vities, decreases lipid content in adipocytes by inhibiting lipogenesis, shows an-
tiobesity activities, inhibit nitric oxide production in lipopolysaccharides [24, 83].

PYTOCHEMICALS IN PEEL
The analysis of crude extract from the peel of kiwi led to the isolation of vita-
min E, alpha- and delta-tocopherol and 2, 8-dimethyl-2- chroman-6-ol, natural
antioxidants that inhibit oxidation of the lipid in biological systems by the stabi-
lization of hydroperoxyl and other free radicals [12]. Tocopherol oil stability in-
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creases due to its antioxidant activity [39]. 7 sterols, triterpene ursolic acid and
chlorogenic acid are the esters of caffeic and quinic acid, act as an intermediate
in biosynthesis of lignin, Kiwifruit contains phenolic compounds: flavonoids and
anthocyanins.Antioxidant is the primary function of flavonoid. Studies show that
in the skin of kiwi there may be more concentration of phenolic compounds [70].

PHYTOCHEMICALS IN PULP
Two caffeic acid coumarin glucosydes and glucosyl derivatives are isolated
by the chemical fraction of pulp crude extract which is used as a flavoring agent
profusely in pharmaceutical preparations. Besides the three vitamin E, beta-sit
sterol, stigma sterol, and chlorogenic acid , Delta (7) isomer, camp sterol, , and
some flavone and its molecules are also present in it [71, 88, 99].

AROMICITY

The aroma in kiwi fresh puree and its aqueous essence are due to of 35 total
components contribution which include; methyl-butanol, ethyl furan, cyclohe-
xanone, hexanol, methyl-2-butenal, 3-methyl-2-butanone, 2-methyl-1-butanol,
2,6-nonadienal ,3-methyl 3-buten-2-one, and octane, hexyl hexanoate, ,3-methyl-
-1-butanol, diethyl succinate, 3-hydroxy-2-butanone ,3-penton-2-ol [44].

Researchers believe that the defense systems may be able to reduce the risk of
developing some catastrophic illnesses due to phytochemicals and natural com-
ponents of plants [70]. These phytochemicals can help to stimulate the enzyme
secretion that deactivate carcinogens (cancer-causing chemicals). They also de-
crease the risk of developing heart and cancer disease.Kiwifruit contains carote-
noids: carotenes (primarily beta carotene), Lutein, and xanthophyll’s. Diet high in
foods containing carotenoids reduced the risk of cancer, heart disease, cataracts,
and muscular degeneration [24].

NUTRITIONAL VALUE OF KIWI

Kiwi is highly rich in nutrient contents as shown in figure 2. Nutrient percen-
tage of kiwi fruit in per calorie is nearly more than any other fruit. It contains zero
sodium, zero cholesterol very less fat along with a heavy amount of dietary fibers,
natural sugar, minerals and Vitamins [16]. Vitamins and minerals give perfect
nutrition to the body. It maintains balance in the digestive system of body [74].
The important nutritional contents of kiwi fruit are discussed below:

VITAMIN C: In per 100g of fresh weight green cultivars there are typically
80-120mg of vitamins C present [7, 52]. In per 100 g of Sun Gold kiwifruit, it
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FIGURE 2. Nutritional value of kiwi
https://www.herbazest.com/herbs/kiwi

contains 161.3mg of Vitamin C which is almost 3 times higher in concentration
than in oranges and strawberries [74]. Figure 3 shows the vitamin C content of
kiwi in comparison to other fruits [73, 74].

Deficiency of Vitamin C cause fatigue and lethargy which can be resolved by
the supplements of vitamin C [20]. Vitamin C is the cofactor of metalloenzymes
necessary for the biosynthesis of neurotransmitters, catecholamine, peptide hor-
mones and collagen-carnitine [3].

VITAMIN E: World widely about 35 000 tons of Vitamin E is manufactured
per year, due to its wide applications in the pharmaceutical, food, and cosmetic
industries [89]. It plays very important role in the prevention and treatment of
many disorders for the promotion of health. Total of 15 mg (22.4 1U, International
Unit) of vitamin E is recommended daily to adults [68]. Compared to other com-
monly consumed fruits Kiwifruit contains relatively high level of vitamin E [9].
Sun Gold kiwi contain 1.40mg and green contain 1.41mg of vitamin E in per 100g
[41], the a-tocopherol is also present in its flesh [13] These are sufficient levels
to identify a new form of vitamin E in kiwifruit, d-tocomonoenol, it’s antioxidant
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FIGURE 3. Comparing of vitamin C content of kiwi with other fruits [74]

and radical scavenging capacity contributed to the total antioxidant activity of
kiwifruit (Fiorentino, et al. 2009). Vitamin E in kiwifruit are bioavailable that
correlates with increased plasma of vitamin E concentrations by the consumption
of both green and golden kiwifruit [19, 38].

FOLATE: Kiwifruit is a good source of dietary folate. The content of folate
in green and golden kiwifruit compared with other commonly consumed fruits are
shown in figure 4.

The folate in vegetables are easily destroyed by cooking so it is extremely
labile compound, during maternity process when it was difficult to meet folate
requirements [32] fresh kiwis make a useful contribution in total diet [94].

POTASSIUM: Potassium is a mineral that our body needs each day in re-
latively higher amount as compared to iron and zinc. The National Academies
Institute of Medicine recommends that to buffer the effects of sodium and to pro-
mote normal blood pressure levels, in a day healthy adult consume at least 4,700
milligrams of potassium [85]. Intake of kiwifruit and bananas is a very good way
to boost potassium. Green and gold kiwifruit contain typically 301-315mg of po-
tassium in per 100g of kiwi. The sodium content of kiwi is only 3mg per 100g and
can be described as naturally low in sodium.

According to the recommended value of sodium to potassium (Na+/K+) ra-
tio, kiwifruit is amongst the most favorable balanced Na+/K+ selected fruit and
its consumption increase potassium rich diet that can lower blood pressure and
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hypertension [80]. Two green kiwis provide 12 percent of daily recommended
potassium value, same as banana intake in body [36, 15].

It is evident that consumption of potassium- According to the USDA, gol-
den kiwi is higher in the percentage of potassium than green kiwi [62]. Figure 5
shows the comparison of potassium content with other fruits [73].
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FIGURE 5. Comparing of potassium content in kiwi and in other fruits [74]
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DIETARY FIBRE

The cell walls of kiwifruit particularly contain polysaccharides major struc-
tural component of these walls, which provide dietary fibers. It contains 2-3% of
non-starch polysaccharides [79], that makes the cell wall of fruits, providing both
soluble and insoluble fibers to diet [75]. Soluble fiber forms a gel that slows down
the emptying process of the stomach contents, it is dissolves in water and comes
from the inside of plant cells. Instead, Insoluble fibers add bulk to stool, and keeps
it moving through the digestive tract, it doesn’t dissolve in water and comes from
the walls of plant cells. A single large kiwi fruit contains 1 gram of insoluble fiber

and 0.7 gram of soluble fiber [35].

TABLE 1. (Dietary Guidelines for Americans 2015-2020)

NUTRIENTS T KIWE (69 G) REQUIREMENT

1 Energy (calories) 42.1 1,600-3,000
2 Carbohydrate(g) 10.1, including 6.2 g of sugar 130

3 Fiber(g) 2.1 22.4-33.6
4 Calcium (mg) 235 1,000-1,300
5 Magnesium(mg) 11.7 310-420

6 Beta carotene (mcg 359 No data

7 Folate (mg) 17.2 400

8 Vitamin C (mg) 64 65-90

9 Copper (mg) 90 890-900
10 Vitamin E 1.0 15
1 Phosphorus (mg) 23.5 700-1,250
12 Potassium (mg) 215 4,700
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CARBOHYDRATE
10 grams of carbohydrate are present in one normal-sized green kiwi. Out of
Total 10.1 grams, 6.2 grams of carbohydrate are from naturally occurring sugars and
2.1 gram from fibers. Kiwis are fruit of low glycemic acid with a value of 52 [82].
The table 1 below shows the amount of specific nutrients in weighing 69g kiwi-
fruit that an adult need per day by the Dietary Guidelines for Americans 2015-2020.
where’s requirements may vary, depending on person’s gender and age [93].

SUGARS

When kiwis are ripened and ready to eat, glucose and fructose are predomi-
nant sugars present in it with trace amount of sucrose. Ripening of fruit, leads
rapid increase in the concentration of fructose and glucose and decrease in starch
concentration. Although the tissues of Kiwifruit are very hard but firmness of fle-
sh decreases at later stages of its development [6].

With the variety and maturity function of kiwifruit the number and ratios of
these sugars may vary [64]. The ratio of fructose: glucose should be around 1:1
for digestive health which reduce discomforts of gastrointestinal, such as bloating
that caused due to the fermentation in gut. During ripening chlorophyll content
is decreased and carotenoids and anthocyanins become dominant. The glycemic
response effect of kiwis are potentially different in the management of blood su-
gar levels [64], relatively low 39.3 + 4.8 to 48.5 + 3.1 in green and golden kiwis
[78]. Its low GI value is observed in both healthy and in the diabetic patients [56].

MEDICINAL VALUE OF KIWI

A. Chinese’s shows a broad range of Pharmacological properties including
Anti-tumor, Antioxidant, Anti-inflammatory, Immunoregulatory, Hypolipemic,
Anti-diabetic, and Cardiovascular Protective activities, that may possibly be va-
luable in the prevention and treatment of anthologies associated with cancer, oxi-
dative stress, and aging [34].

Healthful attributes of kiwifruit are high level of ascorbic acid [4, 67], poly-
phenols, and the presence of flavon [27].

SUPPORT HEART HEALTH

kiwifruit is a heart-healthy superstar. The folate in kiwis are associated with
a low risk of blood clots, cardiovascular diseases and stroke [40]. The potassium
in it helps to control BP and counteract sodium, relax blood vessels and act as
a vasodilator throughout the body. The fiber along with vitamin K found in kiwis
are very heart-healthy and able to prevent the buildup of calcium in the arte-
ries that lower the risk of heart attacks [17]. As compared to other fruits, Studies
shown that, people who regularly takes kiwifruit have 15 percent lowered value
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FIGURE 6. Medicinal value of kiwi
https://diabeteswalls.blogspot.com/2019/08/benefits-of-kiwi-for-diabetics.html

of triglycerides level [25]. Kiwifruit is also a great source of vitamin E ,omega-
-3s [76] magnesium and copper, which helps to keep the cardiovascular function
properly, [72, 92] as similar to the daily dose of aspirin [57].

IMPROVE DIGESTIVE HEALTH

Kiwifruit are good source of both soluble and insoluble fibers. Dietary fiber
increases bulk of the stool , decreases transit time of the waste, and supports in the
healthy gut of bacteria that aid in digestion [18]. Figure 7 shows the kiwi flavor
digestive pills for acidity and healthy bowl function. Actinidia enzyme in kiwi
enhances digestion of protein in the small intestines and stomach [26]. Adding
two kiwis in patient diet introduces antioxidants and fibers, which results in the
production of anti-inflammation so it improve overall bowel function [5, 65].

BOOST IMMUNITY
It is evident that adults associated with low consumption of vitamin C are with
increased symptoms of bronchitis and wheezing [4], it is more stronger in asthma
and bronchitis susceptible patients . Kiwifruit improve immune function and lo-
wer the severity of cold and flu-like illness in older and children [85]. The small
kiwi fruit is packed with B6, B12, vitamin C, K, zinc, fiber and folate, and other
nutrients all are a powerful immune-boosting punchers [76] .
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FIGURE 7. Kiwi flavor digestive pills
https://i3.pureformulas.net/images/product/altimg/large/kiwi-regularity-kiwi-flavor-30-relief-
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GOOD FOR VISION
Kiwis protect from muscular degeneration which is the leading cause of vision
loss [8]. Macular degeneration, deterioration of the retina and the age factor are
considered the main reasons for vision loss. Retina, macula, is made of lutein and
zeaxanthin, 220 mg of zeaxanthin and lutein are present in a cup of kiwi, which
rebuild macula and prevent many eye diseases [14, 43, 69].

AID PREVENTION IN IRON DEFICIENCY ANEMIA

Bleeding disorders abnormally increase the amount of blood both from outsi-
de and inside leaving your body. Iron deficiency anemia is due to low level of iron
in body, which can make you feel tired, weak, and dizzy [46]. A 2004 publication
of “American Journal of Clinical Nutrition” evident that taking 63 milligrams
of vitamin C rich meal results in non-heme iron that can increase three-fold of
overall iron absorption, fresh kiwi fruit contains high amount of vitamin C like
pineapple, oranges and peaches [48].

SUPPORT SKIN HEALTH

Collagen is a protein that contributes vastly to skin health by enhancing elasti-
city, reducing wrinkles, and healing wounds. The vitamin C in kiwi aids in colla-
gen synthesis. Kiwi also contains tocopherol, the major form of vitamin E. Figure
8 shows the use of kiwi in the flavoring of soap and in cosmetics.

One animal study revealed that topical use of vitamin E reduced acute and
chronic damage from UV irradiation, moreover using kiwi externally on your skin
may remove the spots of wounds [59].
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PREVENT CHRONIC DISEASE
Many factors can cause oxidative stress, including ozone, certain pesticides,
cigarette smoke, radiation, and pollution. Oxidative stress can damage our DNA,
leading to several chronic health issues like cancer, heart disease, and diabetes
[22]. There is evidence that eating kiwi or kiwi extracts has a protective effect
against oxidative stress. Kiwis have antioxidants that makes this all possible [97].

IMPROVE SLEEP
The serotonin in kiwifruit increase efficiency of sleep by 5 to 13 percent. se-
rotonin may also boost memory and helps to reduce depression [§].

HEALTHY FUNCTION OF NERVOUS SYSTEM

Copper is an important mineral for the healthy function of nervous system, but
it is present in trace amounts in many foods.

A cup of kiwi contain 20 percent of daily recommended copper amount, which
make it an unusually rich source of copper as compared to other fruits [8]. Mainta-
ined optimal nervous system improve function of retina part of eye that contained
nerves to convert images into electrical impulses for interpretation of brain hence
improve eyesight [95].

LOWER BLOOD PRESSURE
Presence of bioactive substances may lower blood pressure (BP) and impro-
ve function of endothelial [87]. AS compared to one apple a day ,intake of three
kiwis can lower systolic and diastolic level in 24-h in men and women having
moderately raised BP [86]. It also shows beneficial effect in platelet aggregation
in male smokers [37].
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PREVENT BLOOD CLOTING
Blood clotting can cause complications if not discovered and treated at time,
adopting an anti-inflammatory diet which is high in omega-3 and vitamin E helps
a lot and kiwi Is consider one of the best fruit for preventing blood clotting [87].

PREVENT AGAINST CANCER CELLS
Studies shown that the extract of kiwi fruits provide inhibition against growth
of cancer cells [98] and protect cell against oxidative DNA damage [23]. Colo-
rectal cancer is cancer of colon (large intestine or rectum), both of these organs
are in the lower portion of the digestive system it is cured by taking fruits rich in
vitamin C, K, and fiber and kiwi have these vitamins in sufficient. amount [2, 57].

FOR PREGNANT WOMENS
Vitamin C produce collagen- elastic-like material and boosts up immunity that
is responsible for the generation of connective tissues in a body that fasten the
healing power of pregnant women’s. Lack of B9 cause error in baby body called
Spina Bifida. Kiwi fruit, for having higher percentage of Folate content provide

prevention against such issues [94].

SIUS'R’M‘I.
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FIGURE 9. Kiwi flavor nail paint remover
http://www.hairproducts.com/images/hp-nai-sup106.jpg
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FOR BONES, TEETH AND NAILS
Biotin present in it may help to support nails [45]. Figure 9 shows the kiwi
flavor nail paint remover for healthy nails. Kiwis have fiber content and pac-
ked with calcium, which is a super dental mineral, Calcium neutralizes damaging
acids, and helps to boost enamel defense [31]. It is an excellent source of Vitamin
K hence proves good in the development of stronger bones [33].

ANTIOXIDANTS

Due to the antioxidant chemical profile of Actinidia species it has been exten-
sively studied [81]. Antioxidants includes the carotenoids lutein, caffeic acid glu-
cosyl derivatives, B-sitosterol, quinic acid ,zeaxanthin , -carotene, chlorophylls,
chlorogenic acid, and phenolics, including flavones and flavanones [53].

Various invitro chemical assays monitor the antioxidant capacity of kiwifruit
by means of scavenging, retarding , or quenching of free radical generation [84].

For example, the total antioxidant capacity reported in kiwifruit is higher than
an apple, pear and grapefruit, but less than strawberry ,raspberry , plum and oran-
ge [5]. These in-vitro studies indicate that antioxidants are preventive against de-
laying of cell damage, from unstable free radicals that are created each day during
normal metabolic activities [29, 96]. In general, it has potential to inhibit inflam-
matory and oxidative processes [58, 91].

CONCLUSIONS

The increased in research data and growing consumer awareness about the he-
alth benefits of kiwifruit provide logical motivation for their regular consumption
as part of a balanced diet. Having vitamin C, vitamin K and essentials minerals it
is good for bones, teeth, hairs and nails. It contains vitamin B3 involved in DNA
repair and for skin health Vitamin B12 which supports normal production of blo-
od, Vitamins, B1, B2, and B6 in it helps in the healthy functioning of the nervous
system kiwifruit has been shown to accelerate gastric and colonic transit, soften
the stools, and to improve constipation. Kiwifruit should be considered as part
of a natural and effective dietary strategy to tackle some of the major health and
wellness concerns around the world. Due to its antioxidant and anti-inflammatory
properties it is highly recommended fruit in these days of pandemic where to im-
prove immune system is higher priority.
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Summary: Almond belongs to the Rosaceae family commonly known as Prunus dulcis. Almond kernel
extract contains phytochemicals as well as fatty acids, phenolic acids, phenolic compounds, flavo-
noids, phytosterols and vitamins. The major fatty acids were linoleic acid (15.43%) and oleic acid
(76.23%). These outcomes show that almond extraction is a rich source of fatty acids, soluble lipid
vitamins, phytosterols, flavonoids, phenolic compounds. Moreover, these results are important in the
science of nutrition, because these chemicals seem to have a significant health effect. Almond ker-
nel has high nutritional value, these days, they are in required as a nutritious food with progressive
growth in population. Research on a composition of almond micro- and macronutrients has shown that
nuts contain many nutritious components like lipids, amino acids, carbohydrates, minerals, vitamins,
proteins, and secondary metabolites. Clinical studies have confirmed the effects of almond kernel on
fatty acid variation, protective effects of diabetes, role of weight control, metabolic syndrome and
cardiovascular disease. The current review is designed to highlight the significance of almonds kernel
as a nutritious food source, as well as to explore factors that contribute to the quality of almond seed.

Keywords: almond, phytochemicals, nutrients, disease treatment

INTRODUCTION

The kernel of the almond plant is termed as Prunus dulcis, a member of a fa-
mily Rosaceae with genus Prunus L., cultivated in Mediterranean climate, inc-
luding the Australia, central Asia, and California (United States) Mediterrane-
an, native to south-central Asia [55]. Almond kernels contain diverse amount of
amygdalin, diglucoside reduced to benzaldehyde and hydrogen cyanide in respon-
se to crushing of kernel and exposure to water or saliva [54]. Cultivated almonds
varieties grown show a distinct chemical profile because of environmental por-
tion, genetic portion, and processing conditions. Up taking of almond nut regularly
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has always been linked to beneficial outcomes, mainly in cardiometabolic disorder
[14].Clinical trials and epidemiological studies have reported benefical influence of
nut use compared to a specific number of pathalogies such as high blood pressure,
diabetes, obesity and metabolic syndrome [5, 47]. Prunus amygdalus L. comprises
of carbohydrates, protein, calcium, fats, iron, phosphorus, oxalic acid, thiamine,
sulphur, copper, iodine, and chlorine [1]. Almond is considered a potent source of
tocopherols (vitamin E), lipids (monounsaturated and polyunsaturated) and arginine
[45]. All forms of almond are being used by consumers. They are mostly consumed
as snacks and are used in making variety of sweets and spicy dishes. Techniques
used for almond’s processing include: roasting, blanching, particle size reduction
and oil extraction. Roasting is a heating process which cause dehydration of almond
[23]. Blanching is done to reduce contamination caused by microbial growth. These
thermal techniques used dry and wet method to remove skin of almond. Blanching
reduce the nutritional quality of almonds because it involve removal of skin which
contain essential phenolic constituents and flavonoids. Moisture content of blan-
ched almond is higher, when compared to roasted almond. Roasted and blanched
almond can be processed further to reduce their shape and size. After that other
methods involving solvent extraction (SE) and supercritical fluid extraction (SCFE)
are being used for the extraction of almond oil [53]

Dry matter content of fresh almond seed is relatively higher that is around 97
to 98 percent and is mainly composed of carbohydrates, protein, fiber, ash, mi-
neral etc. Because of low starch and high protein content, it can be incorporated
into cookies and cake for diabetic patient [46]. In addition, it is a rich source of
essential minerals, vitamin E, dietary fiber, mono-unsaturated fats, vitamins B and
phytosterols containing cholesterol lowering substances. They are also useful in
treating various skin diseases such as eczema and acne [40].

FIGURE 1. Almond Seeds on Plant
https://4.imimg.com/data4/HS/WH/MY-1238623/almond-plant-500x500.jpg
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PHYTOCHEMISTRY

The seed of the almond tree is 3-5.5 cm wide and 5-7 cm in length, green at
first, then yellow and finally red when ripe. The fruit contain a single seed, which
is a tasty edible snack eaten by children and snacks and there have been no reports
of toxicity associated with its use [36]. It is also a fruit with a thick grey and green
outer shell called a hull. It has been shown to be a nutritious food that provides
more than 20% of the daily amount of niacin, calcium, vitamin E, riboflavin, ma-
gnesium, iron, phosphorus, manganese, and zinc per 100 g each [7]. The group
of Almond is comprised of two varieties, namely Prunus Amara (bitter almond)
and Prunus dulcis (sweet almonds). Almond oil is obtained mainly from sweet
almonds, which contain about 50% oil. This extraction is made commercially by
solvent extraction and cold press [50].

Almond plants are major resource of essential antioxidants that include vita-
min C, tocopherols, phenolic compounds and carotenoids. These chemical was
developed as suitable compound in case of oxidative stress due to their high de-
gradation function [49].

Although free radicals and other forms of oxygen is persistently produced in
the human body, the imbalance between antioxidants and oxidants, yields oxi-
dants, which is related to oxidative stress and is involved in a few human disor-
ders. Considering their functioning properties, natural antioxidants are promoted
as molecules that expand the timeframe of realistic usability of items in the food
business. Natural antioxidants are used for this purpose instead of synthetic an-
tioxidants (for example butylated hydroxyanisole and butylated hydroxytoluene).
Figure 3 shows the bioactive chemical in kernel and its by-products [4, 6, 39, 43].

Shell

Kernel

Hull
Skin

FIGURE 2. Parts of Almond fruit
https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.mdpi.com%2F1420
-3049%2F22%2F10%2F1774%2Fhtm&psig=AOvVaw21Q6trpH4R24StbP_1GejP&ust=
1610047808563000&source=images&cd=vfe&ved=0CAIQjRxqFwoTCNiRhpa0ie4CFQA-
AAAAJAAAAABA]J
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BIOACTIVE COMPOUNDS IN ALMOND BY-PRODUCTS
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FIGURE 3. Bioactive chemicals in almond by-products
https://www.researchgate.net/publication/320562479/figure/tfig2/AS:552618563178496(@ 150876
5940206/Bioactive-compounds-in-almond-by-products-Bioactive-compounds-in-almond-by-pro-
ducts.png

PHENOLIC COMPOUNDS

A phenolic compound is a large group of phytochemicals in Prunus dulcis.
The class of chemical compounds consisting of one or more hydroxyl groups bon-
ded directly to an aromatic ring, and categorize as flavonoid and non-flavonoid
chemicals. The flavonoids class is made up of aurones (4a), flavones (4b), flavano-
nes (4c), flavanols (4d), flavonols (4e), anthocyanins (4f), and chalcones (4g), and
the non-flavonoids (phenolic acids) mainly include benzoic and cinnamic acids
(5a and 5b, respectively) [15, 22].

FLAVONOIDS
Flavonoids are pigments which are soluble in water, consists of two phenyl
rings that are joined by three carbon atoms forming oxygen containing hetero-
cyclic compound [35]. These phenolic compounds are synthesized in the form of
phenylpropanoid, in which 4-coumaroyl-coenzyme A is formed by phenylalanine,
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and then enters the flavonoid in biogenesis pathway. The biological functions of
flavonoids in plants are related to protection against UV rays, bacterial infections,
pollination nodulation [17], flower pigmentation and symbiotic nitrogen fixa-
tion, act as chemical agents, regulators and cell cycle inhibitors [26]. In almond
tree, flavonoids are in a form of glycosides and aglycones [20]. The formation of
flavonoids in plants is affect by many factors like UV radiations, environmental
conditions, geographical origin, pest and disease exposure, agricultural practices,
storage, processing and maturation stage [38].

PHENOLIC ACIDS
Phenolic acid is the second metabolite characterized by aromatic hydroxylated
rings. Hydroxycinnamic acids and hydroxybenzoic are manufacture by shikimic
acid in the normal phenylpropanoid form. However, apart from the lengthy study
of the chemical and biological functions of phenolic acid, to date, these data are
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FIGURE 5. Structure of non-flavonoids class

still lacking, and there are limitations to their ability to measure biological acti-
vity in trees. However, the biological purpose of phenolic acid is associated with
nutrient uptake, protein synthesis and photosynthesis [41].

NUTRITIONAL IMPORTANCE

The plant continues to transform the face of the earth with the unique benefits
they offer around the world. Almond seeds form an important part of the human
food and their importance, especially in the diet of the developing world, is incre-
asing for a number of reasons [3]. Almond seeds are an excellent source of edible
oils, fats and protein in foods and immature industries in local industries. The
seeds are also used by many rural residents in South Nigeria to supplement local
food, which is often low in protein [13].

ALMONDS AS ASOURCE OF ENERGY AND MACRONUTRIENTS

Almonds typically contain around 575 kcal per 100 g and about 50% fat. Ho-
wever, the lipid compositions of almonds are beneficial because monounsaturated
fatty acids (MUFA) are high and the saturated fat content (3.7 g per 100 g al-
monds) is lower than all nuts. Total fat contains 62% MUFA and 24% polyunsa-
turated fatty acids [12, 42, 52]. Fatty acids from almonds plays an important role
to the health benefits of regular nut use, namely reduced risk of sudden cardiac
death, heart disease, lowering blood cholesterol, preservation or strengthening of
low density lipoprotein (LDL) resistance to chemicals and improving the function
of endothelial [21, 42]. In almond the whole protein content is 21.2%, making
them a rich source of plant protein, and the proteins in almonds are high in argini-
ne [2]. Almond kernel contain approximately 3.9 g of whole sugar per 100 g, and
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Almond Nutrition
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FIGURE 6. Almond nutrition

because they contain less than 5 g sugar per 100 g can be described as ‘naturally
low sugar’ under the new European regulation on Nutrition 1924/2006 regarding
food requests and health [33].

The quantity of nutrients in almonds relies on the origin and variety. Additio-
nally to many amino acids and fats, bitter almonds contain minerals, such as Zn,
Ca, Mg, Zn, Fe, K, and vitamins, especially vitamin E [32]. The Bitter almond
kernel contains about 60% carbohydrates, 30% protein, 3% amygdalin, 48% fat,
and other nutrients [10]. Moreover, according to a study on the bitter almond
properties, the almond kernel contains 94.84% of its unrefined oil and 49.6% fat.
Moreover, the seed was found to contain 26.72% amino acids (17 total amino
acids), 7.57% essential amino acids and 27% protein [31]. The lipid of the almond
seed are linoleic acid (20.68%) and oleic acid (70.61%). Almond seed acid is an
important source of vitamin K (42.25 mg/kg), lipid-soluble vitamins [vitamin D
(1.40 mg/kg), fatty acids (92.15 mg/kg) and saturated fatty acids (7.85 mg/kg)
[28]. Bitter almond has a huge quantity of supplements [29].
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TABLE 1. Nutrients and mineral composition

VALUE PER 100 G

VALUE PER 100 G

NUTRIENTS WHOLE ALMOND UNIT [MINERALS WHOLE ALMOND UNIT
Calories 579 Kcal Calcium 269 mg
Water 4.41 g Iron 3.71 mg
Protein 21.15 g Magnesium 270 mg
Lipids 49.93 g Phosphorus 481 mg
Dietary fiber 12.5 g Potassium 733 mg
Sugar 4.35 g Sodium 1 mg
Ash 2.97 g Zinc 3.12 mg
Copper 1.03 mg
Manganese 2.18 mg

Almonds

v Cholesterol-Free v Gluten-Free

v Good Source of Fiber
v Low in Saturated Fat

v Sodium-Free

Rich in unsaturated fats, fiber,

and phytonutrients

(per 24 whole
almonds)

6.1

FIGURE 7. Almond nutrition facts
https://www.verywellfit.com/thmb/KDbn_xuT8jovy767LHD1Cecs0c=/1500x1000/filters:fill(F-
FDB35D,1)/almonds-1633bd009¢87437bbc889c¢d07b0dc188.jpg
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MEDICINAL IMPORTANCE OF ALMOND

The almond is a popular nutritious food, rich in healthy fats, protein, minerals
and vitamins. It also has medicinal value used for treating various diseases. The seeds
of prunus amydalus possess various pharmacological properties such as anti-stress,
anti-oxidant, immune stimulant, lipid lowering and laxative. Almonds are an effective
dietary supplement for blood loss, as they contain iron, vitamins and copper [40].

PHYTOSTEROLS AND ANTIOXIDANTS

Tree nuts, including almonds, contain no dietary cholesterol but are good in che-
mical-related phytosterols, a group of chemicals that interfere with the absorption of
cholesterol and thus help maintain healthy blood cholesterol levels. The most abun-
dant phytosterols in plants are b-sitosterol, campesterol, stigmasterol and 5-avena-
sterol. The reduction in cholesterol in the production of nuts in human studies has
often been more than predictable on the basis of the exchange of fatty acids and high
MUFASs content. Phytosterols in nuts may be responsible for part of this effect [21].

Almon Medicinal

-4. = Cardioprotective,
ﬂ% Osteoprotectlve

Main Applications

» Protecting cardiovascular health
» Strengthening bones and teeth

Supportive Compounds
* Globulins (mainly * Flavonoids

o1 amandin and albumin)  (anthocyanins,
= * Amino acids procyanidins, and
4  Flavanols phenolic acids)
Medicinal Actions

Globulins play an important role in liver function, blood
clotting, and immunity, whereas amino acids are the building
blocks of proteins and help regulate basic metabolic functions.
Almonds also contain phenolic compounds (flavanols and
flavonoids) that boast anti-inflammatory properties.

Source: herbazest.com - For informational purposes only. HerbaZest

FIGURE 8. Almond Medical Properties
https://www.herbazest.com/herbs/almond
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REDUCED RISK OF CARDIOVASCULAR DISEASE

Epidemiological studies have been surprisingly inconsistent in demonstrating
the link between nut use and lower possibility of CHD [18, 30, 44]. Observational
studies have shown a median reduction in CHD mortality of 37% (low risk (RR)
¥4 0.63, 95% confidence interval (CI): 0.51, 0.83) or a reduced 8.3% reduction in
CHD mortality risk per week each of the nuts [37]. The positive effects of almond
use are similar to different clinical outcomes: sudden cardiac death, myocardial
infarction, and fatal CHD. Taken together, these epidemiological findings provide
strong evidence of cardioprotective benefits of nut use [44].

WEIGHT MAINTENANCE
Epidemiological studies suggest that those who eat nuts regularly (five times
every seven days) tend to have lower body mass indices [9, 19, 52]. These ob-
servations led to research on almonds to understand potential mechanisms of we-
ight loss and weight maintenance. Almond seeds are high in protein and fiber and
have a low blood glucose index [24].

EFFECT ON DIABETES AND GLYCEMIC CONTROL

Population with Diabetes Mellitus are at greater possibility of developing car-
diovascular diseases and intake of almonds can help high risk population against
cardio vascular diseases [27]. Scientists observed 35 patients in 42 week with meta-
bolic disorder and type 2 diabetes (diabetes mellitus) using almonds with high pro-
tein, high fat (40% fat, 25% protein and 22% MUFA (monounsaturated fatty acid)
in diets. The result showed the control in glycemic index was normalized in all 10
patients, 12 patients were dropped out in first week and weight loss was observed.
Thus, controlled diet can be a synonym with heart healthy diet. Clinical intervention
shows that almond can improve markers other than serum lipids with diabetes melli-
tus and had also intervention with the risk of cardio vascular disease. Blood glucose
control is critical for anticipation and management of diabetes mellitus [34, 48].

Low blood glucose index foods have been shown to be fruitful in increasing
insulin sensitivity to prevent high amount of insulin in blood [27]. Almond con-
sumption governs satiety and can improve HDL (high density lipoprotein) in
blood, thereby, improving cognitive function [8, 14, 51]. Scientists studied 137
participants with increased risk of type 2 diabetes. There was a greater decrease
in the feeling of hunger and serum glucose concentration to the population that
consumed almond at snack time and also despite of taking almond there was no
weight gain [14]. In another study by [11], 29 parents and 29 children’s consu-
med almonds, 1.5 ounce per day. It was reported that almonds promote cognitive
function, and energy restricted over weight for obese adults. Recent study showed
memory increase in obese children and improvement in diet quality [16].
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LIPIDEMIC CONTROL
The positive results of up taking of almond regularly are to regulate lipid level
in blood. Random controlled meta-analyzes describe an association between almond
reduction and a consumption in low-density lipoprotein cholesterol (LDL-c) and total
cholesterol (TC), but, no significant results have been notice with respect to high-den-
sity lipoprotein cholesterol (HDL-c), triglycerides (TG) or LDL-c/HDL-c ratio [25].

CONCLUSION

We have discussed the phytochemical profile, nutritional importance, and me-
dicinal importance of almond kernel, a famous and essential medicinal plant with
a long history of use. Almonds deliver a massive amount of nutrients they are the
edible seeds of Prunus dulcis, they are loaded with antioxidants and are a fantastic
source of antioxidants. The almond nuts are rich in proteins, fat, vitamins (vita-
min E, vitamin K), carbohydrates, minerals (magnesium, copper, etc.) and various
bioactive compounds (polyphenols, phytosterols, etc.) and are utilize as natural
antioxidant activities. Regular taking of nuts would be linked with reduced the
risk of several disorders, as well as diabetes mellitus, hypertension, metabolic
syndrome, obesity and cardiovascular diseases.
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INFORMACJE

INFORMACJA o dostepnosci pelnych artykuléw publikowanych w PBK oraz
publikacji elektronicznej

Pelne wersje artykulow opublikowanych w ,,Postepach Biologii Komoérki” po 2008
roku sg dostepne bezptatnie pod adresem: http://www.pbkom.eu/pl/pbk-publikacje.
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should be placed at local press distributors or directly at Editorial Board of

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI, Swiecickiego str. 6, 60-781 Poznan/Poland

+48 61 854-64-58, fax. +48 61 854-64-40, email: zpodemsk@ump.edu.pl

On account: FUNDACJA BIOLOGII KOMORKI I BIOLOGII MOLEKULARNE]
Swiecickiego str. 6, 60-781 Poznan/Poland, BZWBK: 68 1090 1476 0000 0001 3211 8209
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Cennik dla Autor6éw rycin i druku w 2021 r.

publikacja pracy str. druku (ponad 15)
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Do ceny nalezy doliczy¢ 8% VAT.
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