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ROLA CZYNNIKA Nrf2 I JEGO
AKTYWATOROW W PATOGENEZIE
WYBRANYCH CHOROB ZWIAZANYCH
Z. DYSFUNKCJA UKLADU NERWOWEGO

THE ROLE OF Nrf2 FACTOR AND ITS ACTIVATORS
IN THE PATHOGENESIS OF SELECTED NERVOUS SYSTEM DISEASES

Patrycja PANCZYSZYN-TRZEWIK', Agata SUROWIEC?,
Jeremi WNOROWSKI?, Ruslan ZAVATSKYT!,
Magdalena SOWA-KUCMA!

Zaktad Fizjologii Cztowieka, Kolegium Nauk Medycznych,
Uniwersytet Rzeszowski
2Studenckie Koto Naukowe Fizjologii ,,Neuron” Kolegium Nauk Medycznych,
Uniwersytet Rzeszowski

Streszczenie: Jadrowy czynnik transkrypcyjny pochodzenia erytroidalnego typu 2 — Nrf2 stano-
wi jeden z kluczowych elementow odpowiedzi komorki na stres oksydacyjny. Nrf2 reguluje ek-
spresje szeregu genow kodujacych enzymy antyoksydacyjne (tj. S-transferaza glutationowa;
oksygenaza hemowa 1 czy katalaza). Co wigcej, doniesienia naukowe sugeruja ze modulacja
wewnatrzkomoérkowej $ciezki Keapl-Nrf2 jak i aktywatory Nrf2 moga stanowi¢ nowy cel terapii
chordb w patogenezie ktorych wskazuje¢ si¢ na istotno$¢ wspotwystgpowania zaburzonej homeosta-
zy oksydacyjnej z nadmierng aktywacja uktadu immunologicznego. Aktywatory Nrf2 (tj. sulforafan,
TBE-31, fumaran dimetylu) wykazuja dzialanie antyoksydacyjne, neuroprotekcyjne, przeciwdepr-
esyjne oraz przeciwzapalne. Aktywacja czynnika Nrf2, stanowi wigc obiecujacy kierunek poszuki-
wania skuteczniejszych form leczenia licznych schorzen w tym chorob neurodegeneracyjnych czy
zaburzen depresyjnych.

Stowa kluczowe: Nrf2, stres oksydacyjny, aktywatory Nrf2, uktad nerwowy
Summary: The nuclear factor erythroid 2 related factor 2 (Nrf2) is a key regulator of antioxidant

defenses, control genes encoding antioxidant enzyme (such as: glutathione-S-transferases, heme
oxygenase-1 or catalase ) in response to oxidative stress. Moreover scientific data, suggest that
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modulation of intracellular Keap1-Nrf2 pathway as well as Nrf2 activators may be a novel phar-
macological target for pathologies related with disturbance of oxidative stress and inflammatory.
Nrf2 activators (e.g. sulforaphane,, TBE-31, dimethyl fumarate) have antioxidative, neuroprotec-
tive, antidepressant and anti-inflammatory activity. Nrf2 factor (especially its activation) seems to
be a promising direction for defining more effective treatments of numerous diseases, including
neurodegenerative diseases and depressive disorders.

Keywords: Nrf2, oxidative stress, Nrf2 activators, nervous system

WPROWADZENIE

Zaburzenie rownowagi pro- i antyoksydacyjnej okresla si¢ terminem stres ok-
sydacyjny a jej konsekwencja jest nadmierna produkcja reaktywnych form tlenu
(ang. reactive oxygen species, ROS). Stres, zanieczyszczenia, czy nieprawidtowa
dieta to tylko niektore z czynnikéw, ktére moga przyczynic¢ si¢ do powstawania
ROS. Stres oksydacyjny prowadzi do szeregu uszkodzen komorki, w tym struk-
tury biatek, lipidow, czy DNA. Coraz wigcej doniesien naukowych wskazuje,
ze reakcjom stresu oksydacyjnego nierozerwalnie towarzysza procesy zapalne.
Co istotne, leza one u podstaw rozwoju wielu choréb cztowieka, w tym réwniez
chorob zwiazanych z uktadem nerwowym [16]. Pierwszg linig obrony organizmu
przed nadmierng produkcjg ROS jest jadrowy czynnik transkrypcyjny pochodze-
nia erytroidalnego typu 2 (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2, Nrf2)
[25]. Jako ,,molekularny straznik” komorki chroni jg przed uszkodzeniami oksy-
dacyjnymi. Stad zaburzenia funkcji Nrf2 i mozliwosci modyfikacji jego aktyw-
nosci wydaja si¢ by¢ obiecujgcym kierunkiem w poszukiwaniu patomechanizmu
1 potencjalnej terapii wielu chorob, szczegolnie tych, w przebiegu ktérych obser-
wuje si¢ zaburzenie rownowagi oksydacyjno-zapalnej. Interesujacym przyktadem
sa schorzenia zwiazane z dysfunkcjg uktadu nerwowego, ktore stanowig gtoéwny
przedmiot niniejszego artykutu.

CZYNNIK TRANSKRYPCYJNY Nrf2 —
OGOLNA CHARAKTERYSTYKA

Struktura ludzkiego czynnika Nrf2 zostala okreslona w 1993 r., a rok poz-
niej biatko to po raz pierwszy wyizolowano z ludzkiej linii komoérek przewlektej
biataczki szpikowej (linia K562) [23]. Czynnik Nrf2 kodowany jest przez gen
NFE2L2 zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 2 (2q 31.2). Ulega on
ekspresji w wigkszosci tkanek, lecz najwigksze stgzenie osiaga w nerkach, tkance
mig$niowej, ptucach, sercu, watrobie oraz méozgu [30]. Nrf2 zaliczany jest do
podrodziny bialek Cap’n’collor (CNC), ktére w swojej strukturze zawierajg cha-
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rakterystyczny element molekularny (tzw. motyw zamka lecynowego, ang. basic
leucine zipper, bZip) umozliwiajacy wiazanie z jadrowym DNA. W strukturze
biatka Nrf2 mozna wyrdzni¢ siedem homologicznych, funkcjonalnych domen
(Neh1-Neh7) [24]. Nehl zawiera region CNC-bZip umozliwiajacy przylacze-
nie czynnika Nrf2 do jadrowego DNA oraz wigzanie z innymi czynnikami tran-
skrypcyjnymi. W domenie 2 (Neh2) w regionie N-koncowym wyrdznia si¢ dwa
motywy DLG (sekwencja aminokwasowa leucyna 23 do arginina 43; niskie po-
winowactwo wigzania) oraz ETGE (sekwencja aminokwasowa glutamina 73 do
izoleucyna 86; wysokie powinowactwo wigzania), ktére zapewniajg stabilizacje
oddzialywania biatka Keapl z Nrf2 w cytoplazmatycznym kompleksie. Neh3 wy-
kazuje zdolno$¢ wigzania z chromo-ATP-aza. Z kolei domeny Neh4 i NehS za-
angazowane sg w regulacje funkcjonalnej aktywnosci transkrypcyjnej czynnika
Nrf2. Domena Neh6 zawiera dwa motywy DSGIS (sekwencja aminokwasowa
asparagina 329 do seryna 342) i DSAPGS (sekwencja aminokwasowa seryna 363
do kw. glutaminowy 379). Funkcja konserwatywnej domeny Neh6 zwigzana jest
z regulacjg m.in. procesu protesomalnej degradacji czynnika Nrf2. Neh7 stano-
wi najnowsza zdefiniowang i opisang domene struktury Nrf2. Domena wigze si¢
z receptorem kwasu retinowego alfa warunkujac zahamowanie aktywnosci tran-
skrypcyjnej Nrf2 jak i zaleznych od niego genoéw [15] (Ryc. 1).

Gltowng funkcja biatka Nrf2 w komorce jest aktywacja genow kodujacych en-
zymy antyoksydacyjne (tzw. enzymy Il fazy). W grupie tej wyrdznia si¢ m.in.
S-transferaze glutationowa (ang. glutathione-S-transferase, GST), oksygenaze
hemowa 1 (ang. heme oxygenase-1, HO-1) czy katalaze [1]. Najogolniej mowiac,

proteasom

% ARE

Degradacja
czynnika Nrf2

Wigzanie z N
bi%fkiem Wigzanie 2
Keap] Aktywacja . . elementami
F czynnika Wigzanie z odpowiedzi
Nrf2 TCpresareimn antyoksydacyjnej

czynnika Nrf2

RYCINA 1. Struktura biatka Nrf2. Opracowano na podstawie [24, 13]
FIGURE 1. Structure of Nrf2 protein. Based on [24, 13]
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mechanizm ich dzialania polega na neutralizacji ROS powstajacych w przebie-
gu stresu oksydacyjnego w komorce, co pozwala zachowa¢ homeostaze oksyda-
cyjna. Mozna zatem wysnu¢ stwierdzenie, ze czynnik transkrypcyjny Nrf2 sta-
nowi kluczowy element maszynerii molekularnej zaangazowanej w odpowiedz
komorki na stres oksydacyjny. Coraz wigcej doniesien naukowych wskazuje na
role Nrf2 w regulacji ekspresji genow kodujacych: neurotroficzny czynnik pocho-
dzenia mozgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor, BDNF) czy biatko
p62 (biatko zwiazane z procesem autofagii komodrkowej) [36]. Ponadto, oprocz
wskazanej gtownej funkcji antyoksydacyjnej, Nrf2 zaangazowany jest w regu-
lacje procesow przeciwzapalnych komorki, gtdéwnie poprzez hamowanie czyn-
nika transkrypcyjnego kappaB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells, NF-kB). Regulacja proceséw przeciwzapalnych taczona jest
rowniez z aktywnos$cig wewnatrzkomorkowego szlaku Nrf2-HO-1. Wykaza-
no bowiem, ze zarowno poziom mRNA jak i biatka HO-1 w komoérce podlega
$cistej regulacji Nrf2-zaleznej [41]. Komorkowa aktywnos¢ HO-1 zwigzana jest
z enzymatyczng degradacja hemu do tlenku wegla i wolnych jonow zelaza oraz
biliwerdyny do bilirubiny. Tlenek wegla wykazuje dziatanie hamujace na szlak
zalezny od czynnika NF-kB, prowadzac do obnizenia poziomu ekspresji cyto-
kin prozapalnych [1]. Sugeruje si¢, ze funkcje antyoksydacyjne i przeciwzapalne
czynnika Nrf2 w osrodkowym uktadzie nerwowym sa wynikiem oddzialywania
1 wzajemnej regulacji z NF-kB. Dynamika zmian interakcji tych dwoch czynni-
koéw transkrypeyjnych nie zostala w pelni poznana, stwarza jednak interesujacy
cel naukowy mogacy wyjasni¢ szereg regulacji komérkowych zaangazowanych
w funkcje biologiczne Nrf2 [3].

MECHANIZMY REGULACJI
WEWNATRZKOMORKOWEJ $CIEZKI Nrf2-ZALEZNEJ

Regulacja aktywnos$ci Nrf2 jest procesem zlozonym z kaskady kilku reakcji,
w ktorg zaangazowanych jest wiele czynnikow komorkowych. Wskazana modu-
lacja aktywnosci czynnika Nrf2 jest zalezna od stanu fizjologicznego komorki.

W warunkach prawidtowych (niestresowych) czynnik Nrf2 jest zwigzany
z biatkiem Keap1 (ang. kelch-like ECH-associated protein 1), stanowigcym forme
biatka represorowego, zlokalizowanego w cytoplazmie. W strukturze ludzkiego
biatka Keapl wyroznia si¢ 5 domen: domeng N-koncowa (ang. N-terminal region,
NTR), domen¢ BTB (ang. bric a brac domen), domene¢ stanowiaca region po-
wtorzen glicyny (ang. double glycine region, DGR), region posredni szczegdlnie
bogaty w cysteing (ang. intervening region, IVR) oraz domene C-koncowa (ang.
C-terminal region, CTR). DGR oraz CTR wigza si¢ do drugiej domeny biatka
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Nrf2 (Neh2) regulujac tym samym interakcje Keap1-Nrf2 w kompleksie cytopla-
zmatycznym [24]. W warunkach prawidlowych utworzony kompleks uniemozliwia
transport Nrf2 do jadra komorkowego, przez co czynnik ten pozostaje w formie
nieaktywnej biologicznie. Wykazano rowniez, ze istotnym elementem regulacji po-
ziomu Nrf2 w komorce jest proces ubikwitynacji polegajacy na dolgczaniu specy-
ficznych reszt ubikwityny predysponujacych biatko do rozktadu enzymatycznego
w proteasomach (uktad ubikwityna/proteasom 26S) [2]. W regulacji procesu degra-
dacji proteosomalnej najistotniejszg role odgrywa aktywnos$¢ ligazy ubikwityny E3
zwigzane]j z kuling, ktora hamuje aktywno$¢ transkrypcyjna czynnika Nrf2 [1].

Btona komérkowa

ubikwitynacja
——
] —

L
U
modyfikacja 4
cysteiny
keap1 l

- Kinaza biatkowa C
— e
Fosforylacja
'/P - seryny 40 nrf2 -

Btona jadrowa

v

D
- Synteza enzyméw Il fazy
Detoksykacja
> ARE

RYCINA 2. Mechanizmy regulacji wewnatrzkomodrkowej §ciezki Nrf2-zalezne;j.

W warunkach prawidtowych cytoplazmatyczny kompleks Keap1-Nrf2 podlega degradacji proteo-
litycznej (uktad ubikwityna/proteasom). Wzrost reaktywnych form tlenu lub aktywatory Nrf2 wa-
runkuja rozpad kompleksu Keap1-Nrf2 (zmiana konformacji biatka Keapl, fosforylacja czynnika
Nrf2). Uwolniony Nrf2 migruje do jadra komoérkowego taczy si¢ z elementem odpowiedzi anty-
oksydacyjnej ARE indukujac transkrypcje enzymow antyoksydacyjnych (m.in. enzymoéw 11 fazy).
Opracowano na podstawie [9]

FIGURE 2. Mechanisms of Nrf2-dependent intracellular signaling pathway.

Under normal (unstressed) conditions Nrf2 is subject to proteolytic degradation (ubiquitin / prote-
asome pathway mediated by Keapl protein). During increase the reactive oxygen species or Nrf2
activators, Nrf2 is derepressed via modification of Keap1protein or phosphorylation of a serine res-
idue (Ser40) in the Neh2 domain of Nrf2. Next Nrf2 translocates into nucleus and activates selected
target genes through antioxidant response elements, exerting antioxidant effects. Based on [9]
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Wzrost poziomu ROS, badz ekspozycja na specyficzne aktywatory Nrf2 (np.
sulforafan, TBE-31, fumaran dimetylu, kurkumina, resweratrol, kwercetyna) za-
poczatkowujg zmiany, w efekcie ktorych kompleks Keap1-Nrf2 ulega rozpadowi.
Badania naukowe wskazuja, ze mechanizm tej reakcji zwigzany jest z utlenieniem
reszt cysteinowych (szczegodlnie cysteiny w pozycji 151) obecnych na powierzch-
ni biatka Keapl, warunkujgcych zmiany organizacji przestrzennej biatka Keapl
1 ostatecznie oddysocjowanie Nrf2 z kompleksu. Nastepnie, czynnik ten na dro-
dze transportu aktywnego przemieszcza si¢ do jadra komorkowego, gdzie hetero-
dimeryzuje z matymi biatkami Maf (ang. small Maf proteins, sMaf). Umozliwia
to rozpoznanie i1 oddziatywanie z elementem odpowiedzi antyoksydacyjnej (ang.
antioxidant response element, ARE). Proces ten jest niezbedny do indukcji eks-
presji genow 1 w nastepstwie syntezy enzymow antyoksydacyjnych [25] (Rye. 2).

Zaprezentowany mechanizm aktywacji Nrf2 jest jak dotad najlepiej opisanym,
jednak jak sie okazuje, w §wietle najnowszych danych literaturowych, nie jedyny.
Wskazuje si¢ migdzy innymi na istotng rol¢ modyfikacji potranslacyjnych czyn-
nika Nrf2 (np. fosforylacja przez kinaze¢ biatkowg C, szczegdlnie na serynie 40),
czy mechanizméw epigenetycznych (np. metylacja promotoréw gendw; acetylacja/
fosforylacja biatek histonowych; regulacja przez male niekodujace czasteczki RNA
— mikroRNA — miR153, miR27a; miR144) zaangazowanych w kontrole ekspresji
genow KEAP1 i NFE2L2 [18].

ZNACZENIE AKTYWNOSCI KOMORKOWEJ
CZYNNIKA TRANSKRYPCYJNEGO Nrf2
W PATOGENEZIE WYBRANYCH CHOROB
ZWIAZANYCH Z UKLADEM NERWOWYM

Aktualnie w bazie PubMed znajduje si¢ ponad 14 tys. prac opisujacych funk-
cje Nrf2 oraz jego potencjalne korelacje z ré6znymi chorobami, w tym nowo-
tworami (ponad 5 tys. prac), chorobami sercowo-naczyniowymi (ponad 1,3 tys.
prac), chorobami uktadu oddechowego (ponad 800 prac), chorobami neurodege-
neracyjnymi (757 prac), udarem niedokrwiennym moézgu (227 prac), czy zaburze-
niami depresyjnymi (133 prac).

Ze wzgledu na fakt, iz rola czynnika Nrf2 w patogenezie i chemioterapii cho-
rob nowotworowych jest najobszerniej dyskutowana, w niniejszej pracy autorzy
skupili si¢ przede wszystkim na wybranych schorzeniach zwigzanych z dysfunk-
cja uktadu nerwowego.

CHOROBY NEURODEGENERACYJNE
Wraz z postepujacym starzeniem si¢ spoteczenstwa, odnotowuje si¢ staty
trend wzrostu liczby 0so6b cierpiacych na choroby neurodegeneracyjne. Prognozy
statystyczne wskazuja, ze juz w 2030 r. liczba pacjentéw ze zdiagnozowanymi
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schorzeniami neurodegeneracyjnymi w samej tylko Polsce przekroczy 9 milio-
néw [17]. Choroby te stanowig zalezny od wieku, nieuleczalny zespot heterogen-
nych zaburzen, ktorych cecha wspolna jest postepujacy proces neurodegeneracji
komorek mozgowych. Wsrdd najczesciej wystepujacych wyrdznia sig: chorobe
Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona, stwardnienie rozsiane, czy ataksje rdze-
niowo — mo6zdzkowa. Pomimo intensywnych badan, patogeneza zaburzen neu-
rodegeneracyjnych w dalszym ciggu jest niewystarczajagco poznana, co znajduje
odzwierciedlenie w braku skutecznych ich terapii [16].

W etiopatogenezie chorob neurodegeneracyjnych (szczegdlnie w chorobie Al-
zheimera i Parkinsona) u pacjentow obserwuje si¢ zaburzenie potencjalu reduk-
cyjno-oksydacyjnego [14]. Co wigcej w przebiegu choroby Alzheimera wskazuje
sie, ze wzrost poziomu ROS jest skorelowany ze stopien toksycznos$ci ztogow
amyloidu-beta [40]. Dysfunkcja gtéwnych komérkowych uktadow antyoksyda-
cyjnych w rozwoju powyzszych choréb zostata powiazana z rolg zmian aktywno-
$ci czynnika Nrf2 [12].

Choroba Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease, AD)

W badaniach majacych na celu poszukiwanie mechanizméw chordb neurodege-
neracyjnych lub mozliwosci ich terapii najczesciej wykorzystuje si¢ zwierzece mode-
le. W przypadku AD, do najwazniejszych zalicza si¢ modele transgeniczne oparte na
mutacji genu APP (gen biatka prekursorowego p-amyloidu), MAPT (gen kodujacy
biatko tau), apoE (gen kodujacy apolipoproteing E) oraz genéw presenilin [42].

W zakresie badan przedklinicznych Mota i wsp., podjeli probe oceny roli
czynnika Nrf2 w transgenicznym zwierzecym modelu AD tj. mysim modelu 3xT-
g-AD [31]. Model ten zostat opisany w 2003r., i oparty jest na mutacji genu APP,
preseniliny 1 oraz bialka tau. Nalezy zaznaczy¢, ze model ten prezentuje u zwie-
rzat najpelniejszy obraz patologii wystepujacy w przebiegu klinicznym choroby
Alzheimera [42]. W przeprowadzonym badaniu naukowcy zaobserwowali wzrost
poziomu formy fosforylowanej czynnika Nrf2 na serynie 40 (p-S40-Nrf2) w jed-
nojadrzastych komorkach krwi obwodowej (ang. peripheral blond mononuclear
cell, PBMC) pozyskanych od 3-miesi¢cznych myszy 3xTg-AD. Co wigcej, ocena
poziomu biatka Nrf2 zostata réwniez przeprowadzona we frakcji jadrowej wyizo-
lowanej z probek kory mézgowej 3-miesi¢cznych myszy 3xTg-AD (samce, sami-
ce). Wyniki analiz biochemicznych u samcow wykazaty wzrost poziomu biatka
Nrf2 w korze moézgowej ktory byl odwrotnie skorelowany z poziomem mRNA
oraz biatka dysmutazy ponadtlenkowej 1. Poziom ligazy glutaminianowo-cyste-
inowej (ang. glutamate-cysteine ligase catalytic, GCL) nie ulegl zmianie. Intere-
sujacym jest rowniez brak zmian w poziomie czynnika Nrf2 w korze mozgowej
samic. Wyniki przedstawionego badania sugeruja, ze w przebiegu AD dochodzi
do zaburzenia antyoksydacyjnej regulacji Nrf2-zaleznej, poniewaz pomimo ob-
serwowanej migracji czynnika Nrf2 do jadra komorkowego, synteza enzymow
antyoksydacyjnych nie jest w nim zapoczatkowywana. Co wigcej, wskazuje sig,
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ze regulacja wewnatrzkomorkowych reakcji zintegrowanych z czynnikiem Nrf2,
moze by¢ zalezna od pflci jak i odmienna dla danych grup wiekowych [31]. Po-
twierdzeniem roli Nrf2 w patogenezie AD sa réwniez wyniki badan przeprowa-
dzonych z wykorzystaniem myszy Nrf2-KO (z delecjg genu kodujacego czynnik
Nrf2; ang. Nrf2 knockout mice; Nrf2 ©'0), U zwierzat Nrf20'0), wykazano obnizony
poziom ekspresji genu GSTM1 (gen zaangazowany w regulacje aktywnosci anty-
oksydacyjnej S-transferazy glutationowej zalezny od NFE2L2) oraz genéw KRAS
1 WDFY1 zaangazowanych w regulacje sygnalizacji komorkowej i procesow za-
palanych. Co wigcej Rojo 1 wsp., wykazali u tych zwierzat gromadzenie si¢ biatka
amyloidu-beta oraz zwigkszong fosforylacje biatka tau. Sg to typowe cechy patolo-
giczne, ktore obserwuje si¢ w AD.W hipokampie myszy Nrf2-KO (w odniesieniu
do szczepu dzikiego) wykazano rowniez podwyzszony poziom markerow stresu
oksydacyjnego i parametréw prozapalnych. Obserwowanym zmianom towarzyszy-
ly nieprawidtowos$ci w procesie uczenia si¢ przestrzennego oraz procesach pamie-
ciowych, co jest rowniez charakterystycznym objawem choroby [35].

W badaniach post mortem (posmiertne), z wykorzystaniem metody immu-
nohistochemicznej podj¢to probe oceny lokalizacji komorkowej czynnika Nrf2
determinujacej endogenng aktywacje kaskad antyoksydacyjnych w hipokampie
pacjentéw z AD (doktadniej neurony pola CA1). Wyniki badan wykazaty istotne
statystycznie spadki poziomu czynnika Nrf2 w jadrze komoérkowym neuronow
hipokampa AD. Wyniki te zostaty rowniez potwierdzone w obserwacji prepara-
tow z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego. Z kolei analiza molekularna
przeprowadzona technika Western Blot wykazata spadki poziomu biatka Nrf2 we
frakcji jadrowej kory mdzgu pacjentow z AD, co jest zgodne ze zmiany w struk-
turze hipokampa chorych przedstawionymi powyzej [34].

Zaprezentowane wyniki badan, sugeruja na silng korelacje czynnika Nrf2
z etiopatogeneza choroby Alzheimera. Nalezy pamigtac, ze w patogenezie AD
istotna jest zaro6wno aktywacja jak i supresja czynnika Nrf2. Jest to bardzo ztozo-
na zalezno$¢ wieclouktadowa, ktdra nie jest w pelni opisana w literaturze nauko-
wej. Wskazuje si¢, ze $ciezka regulacji czynnika Nrf2 w chorobach neurodege-
neracyjnych (rowniez w AD), jest zalezna od badanej struktury mozgowej; typu
komorek jak rowniez stadium choroby [13]. Co wigcej istotnym jest rowniez fakt,
ze obecne wyniki badan wskazujg rolg czynnika Nrf2 w indywidualnej regulacji
proces6w amyloidopatii i taupatii. Brak jest ujecia roli tego czynnika we wzajem-
nych regulacjach tych procesow patologicznych, ktore w przebiegu klinicznym
AD czgsto wspotwystepuja u pacjentow. Waznym jest rOwniez, brak uniwersal-
nego wzoru zmian ekspresji Nrf2, w przeprowadzanych badaniach o charakterze
przedklinicznym 1 post-mortem. To dodatkowo wskazuje, ze $ciezka regulacji
czynnika Nrf2 jest uktadem bardzo ztozonym.
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Choroba Parkinsona (ang. Parkinson’s disease, PD)

Wyniki badan przedklinicznych przeprowadzonych z wykorzystaniem myszy
Nrf2-KO wykazaty, ze niedobdr czynnika Nrf2 wzmacnial efekt indukowany po-
daniem toksyny — MPTP (1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny) [10].
MPTP jest najlepiej poznang substancja neurotoksyczna, ktéra wykorzystywana
jest do indukcji objawdéw choroby Parkinsona. U zwierzat jej podanie prowadzi
do neurodegeneracji (m.in. uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych w obrebie
szlaku nigrostriatalnego prazkowia) zblizonych do obrazu klinicznego PD [10].
Z kolei Williamson i wsp., w ocenie roli wewnatrzkomodrkowej $ciezki Keap1-N-
rf2 w przebiegu PD wykorzystali mechanizm wyciszania genu w procesie inter-
ferencji RNA (siRNA skierowane ,,przeciwko” KEAPI; siKeapl). Naukowcy
zaobserwowali ze dostrukturalne podanie siKeapl w okolicy prazkowia myszy,
indukowato efekt protekcyjny wzgledem neurondéw dopaminergicznych po po-
daniu MPTP [43]. Ponadto w zwierzgcym modelu PD, opartym na dostruktural-
nym podaniu 6-hydroksydopaminy (6-OHDA, neurotoksyna indukujaca procesy
neurodegeneracyjne $ciezki nigrostriatalnej) wykazano zaburzenie réwnowagi
antyoksydacyjnej zwigzanej z gromadzeniem si¢ ROS oraz nasilong odpowiedz
zapalng skorelowang z aktywacja mikrogleju [4]. Przedstawione wyniki wskazuja
na potencjalna role aktywacji czynnika Nrf2 w regulacji systemow antyoksyda-
cyjnych i zapalnych, ktérych dysfunkcje obserwuje si¢ w przebiegu PD.

Analiza wybranych biomarkeréw stresu oksydacyjnego regulowanych przez
czynnik Nrf2 przeprowadzona we krwi obwodowej pacjentdéw z PD (mutacja
w genie kodujacym biatko parking — PARK?2) wykazata u chorych podwyzszone
poziomy malonodialdehydu (produkt peroksydacji lipidow) i aktywnosci dysmu-
tazy ponadtlenkowej [38].

W badaniach post mortem wykazano wzrost poziomu czynnika Nrf2 w istocie
czarnej chorych. Zmiany lokalizacji czynnika Nrf2 (doktadniej jego translokacja
z cytoplazmy 1 akumulacja w jadrze komorkowym) w neuronach istoty czarnej
byly pozytywnie skorelowane z aktywacja odpowiedzi antyoksydacyjnej zalez-
nej od Nrf2 [34]. Co wigcej Fao 1 wsp., w swojej pracy przegladowej wskazujg
na fakt, ze w przebiegu PD obserwowane zmiany aktywnosci czynnika Nrf2 sg
zwigzane z wewnatrzkomorkowa kaskada reakcji PI3K/Akt/GSK-3p oraz regula-
cja czynnika NF-kB [15].

UDAR NIEDOKRWIENNY MOZGU
Udary moézgu (krwotoczny lub niedokrwienny) stanowia trzecia, co do czgsto-
$ci przyczyng zgondéw na §wiecie. Wedlug statystyk udar niedokrwienny mozgu
stanowi najcze¢stsza posta¢ udaréw (w populacji europejskiej okoto 80% wszyst-
kich przypadkow) [21]
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W zakresie badan naukowych, podstawowym dyskutowanym zagadaniem jest
rola regulacji i zmian dynamiki sygnalizacji zaleznej od czynnika Nrf2 w prewen-
cji jak i ukierunkowanej interwencji w stanach udaru niedokrwiennego.

Zwierzece modele doswiadczalne udaru niedokrwiennego polegaja na ograni-
czeniu dostepu tlenu i glukozy do okreslonych rejonow tkanki nerwowej (struk-
tur mozgu). Wsrod wykorzystywanych w badaniach wyréznia si¢ modele odtwa-
rzajace warunki catkowitego (globalnego) lub czg¢sciowego (tzw. ogniskowego)
oraz czasowego lub permanentnego (statego) niedokrwienia [22].

W modelu cz¢éciowego trwalego niedokrwienia wywotanego zamknigciem
tetnicy srodkowej mozgu (ang. permanent middle cerebral artery occlusion mo-
del, pMCAO), wykazano wzrost poziomu biatka Nrf2 oraz aktywnosci dysmu-
tazy ponadtlenkowej i oksygenazy hemowej-1 w strukturach mézgowych obje-
tych niedokrwieniem [7]. Podobne wyniki opublikowat Zhao i wsp. Zastosowany
model pMCAO indukowat u myszy wzrost aktywnosci dysmutazy ponadtlenko-
wej itendencje wzrostowa poziomu malonodialdehydu. Obserwowane zmiany
w aktywnos$ci wybranych parametrow stresu oksydacyjnego byly pozytywnie
skorelowane ze wzrostem poziomu biatka Nrf2 i HO-1 w korze mozgowej obje-
tej niedokrwieniem [48]. Co wigcej, Zhao i wsp., wykazali ze podanie paeonolu
(20-hydroksy-40-metyloksyacetofenon, naturalny zwigzek pozyskiwany z piwo-
nii krzewiastej majacy dzialanie antyoksydacyjne) warunkowato efekt neuropro-
tekcyjny, biochemicznie zwigzany ze zwigkszeniem aktywnos$ci (tzw. up-regu-
lacja) $ciezki Nrf2-HO1-zaleznej [48]. Interesujacym sg rowniez wyniki badan
Clausen i wsp., ktorzy wykazali, ze podanie fumaranu (dzialajacego przez szlak
aktywacji czynnika Nrf2) w modelu pMCAO warunkowato: wzrost poziomu biat-
ka Nrf2, zwiekszenie ekspresji Hsp72, wzrost poziomu cytokiny zapalnej IL-10
oraz obnizenie poziomu cytokiny IL-12p70 [11].

Wnhioski jakie mozna wysungé, z publikowanych wynikoéw prac wskazuja
na potencjalng neuroprotekcje, warunkowang aktywacja czynnika Nrf2. Innymi
stowy, sugeruje si¢, ze aktywacja czynnika Nrf2 (endogenna, egzogenna) moze
minimalizowa¢ skutki uszkodzen warunkowanych niedotlenieniem. Oczywiscie,
wskazana funkcja czynnika Nrf2 wymaga jeszcze wielu dodatkowych badan.

ZABURZENIA DEPRESYJNE

Zaburzenia depresyjne stanowig istotny problem zdrowia psychicznego na §wie-
cie. Statystyki wskazujg na coraz wyzsza zachorowalnos¢ szczeg6lnie w krajach wy-
soko rozwinigtych. Szacuje si¢ ze stanowia one 4,4% globalnego obcigzenia wszyst-
kimi chorobami. Rocznie na depresje cierpi ponad 350 miliondw 0sob. Niestety coraz
cze$ciej diagnozuje si¢ ja w grupie osob mtodych w tym réwniez u dzieci [49].

W badaniach przedklinicznych zaburzen depresyjnych, stosuje si¢ zwierze-
ce modele depresji umozlwiajace indukowanie zachowan podobnych do depresji
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(ang. depression like-behavior). Obecnie w literaturze naukowej, opublikowa-
no nie wiele prac oceniajacych role czynnika Nrf2 w regulacji zachowan typu
depresyjnego.

W zwierzecym modelu wymuszonej bezradnos$ci (ang. learned helplessness),
w grupie doswiadczalnej zwierzat wykazano obnizenie poziomu bialek Keapl
oraz Nrf2 w korze przedczotowej i zakrecie zgbatym hipokampa szczurow —
strukturach mézgowych szczegdlnie istotnych w patogenezie depresji [46]. Z ko-
lei w modelu przewlektego tagodnego stresu (ang. chronic mild stress, CMS) na-
ukowcy obserwowali obnizony poziom biatka Nrf2 w korze przedczotowej grupy
stresowanej [28]. Badania te sugeruja, ze $ciezka Keap1-Nrf2 jest zaangazowana
w mechanizmy odporno$ci na dziatanie czynnikéw stresowych, ktore odgrywaja
kluczowsg role w rozwoju zaburzen depresyjnych. Bouvier i wsp., w szczurzym
modelu porazki konfrontacji spotecznej (ang. social defeat) oraz CMS wykazali
zalezno$¢ wyksztatcenia u zwierzat podatnosci (wrazliwos$ci) na czynniki streso-
we z utrzymujacym si¢ stresem oksydacyjnym. Co wigcej zaburzona homeostaza
oksydacyjna byta skorelowana z niskim poziomem biatka BDNF. Naukowcy row-
niez zaobserwowali, ze niski poziom biatka BDNF hamowat translokacj¢ czyn-
nika Nrf2 do jadra komdrkowego konstytutywnie blokujac aktywacje enzymow
antyoksydacyjnych i tym samym przywrocenie homeostazy oksydacyjnej [6].

Roéwnie interesujace sa wyniki, uzyskane z wykorzystaniem modeli transge-
nicznych. U myszy pozbawionych genu kodujacego Nrf2, odnotowano zacho-
wania (objawy) podobne do depresji u ludzi, tj. wydtuzony czas bezruchu, czy
anhedonia (brak odczuwania przyjemnos$ci). Obserwowanym zmianom beha-
wioralnym towarzyszyly liczne zmiany biochemiczne, np. podwyzszony poziom
gtéwnych cytokin zapalnych w surowicy krwi (m.in. interleukiny 6, interleukiny
10) oraz obnizony poziom biatka BDNF i jego receptora TrkB (receptor z rodzi-
ny kinazy zwigzanej z tropomiozyna; ang tropomyosin receptor kinase B, TrkB)
w korze przedczolowej, polu CA3 i zakrecie zgbatym hipokampa [19]. W innym
badaniu u myszy Nrf2-KO wykazano rowniez, zmieniony profil biatek, takich
jak czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth
factor, VEGF) i synaptofizyna, w porownaniu do szczepu dzikiego [27]

W badaniach post mortem w korze grzbietowo-bocznej przedczotowej (pole 9
Brodmanna) pacjentéw z duza depresja (ang. major depressive disroder, MDD),
obserwowano spadki poziomu biatka Nrf2 w poréwnaniu z grupa kontrolng [29].

Podsumowujac, powyzsze badania wskazujg na istotng role Nrf2 w patome-
chanizmie wielu schorzen uktadu nerwowego. Tym samym biatko to wydaje sig
stanowi¢ obiecujacy punkt uchwytu dla nowoczesnych form terapii opisanych za-
burzen. Szczegodlnym zainteresowaniem naukowcow cieszg si¢ aktywatory czyn-
nika Nrf2 (farmakologiczna aktywacja Sciezki Keap1-Nrf2) o wysokim potencja-
le terapeutycznym.
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AKTYWATORY CZYNNIKA Nrf2 - JAKO POTENCJALNY
CEL TERAPII WYBRANYCH CHOROB
ZWIAZANYCH Z UKLADEM NERWOWYM

SULFORAFAN

Sulforafan (/-izotiocyjano-4-metylosulfinylobutan, SFN) to siarkowy zwigzek
organiczny, ktorego prekursorem jest glukorafanina, wystepujaca w warzywach
krzyzowych, takich jak brokuly, czy kalafior [19]. Jest to zwigzek o niskiej tok-
sycznos$ci oraz wysokiej biodostgpnosci. Wykazuje on zdolnos$¢ przenikania przez
barier¢ krew-mozg, co jest cechg pozadang dla wykorzystania go w potencjalnej
terapii chorob zwigzanych z zaburzeniem funkcji uktadu nerwowego [8]. W kon-
tekscie badan nad terapig chordb neurodegeneracyjnych, SFN oceniany jest przede
wszystkim pod wzgledem regulacji neuroplastycznosci oraz procesu neurogene-
zy. Wyniki badan wskazuja, ze SFN tagodzi deficyty poznawcze w zwierzgcych
modelach AD. Co wigcej wykazuje on zdolno$¢ do ochrony komorek nerwowych
(neuroprotekcja) przed mechanizmami cytotoksycznymi zwigzanymi z agregacja
biatka amyloidu-beta [47]. Zastosowanie SFN w mysim modelu choroby Parkin-
sona warunkowato wzrost aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych, indukujac
tym samym efekt neuroprotekcyjny. Zwigzek ten hamowal rowniez nadmierng
aktywacj¢ mikrogleju w odpowiedzi na reakcje zapalna wykazujac potencjalne
wlasciwosci przeciwzapalne [20]. Potencjal neuroprotekcyjny sulforafanu wy-
kazano rowniez w badaniach nad potencjalizacja terapii udaru niedokrwiennego
mozgu. Zastosowanie SFN warunkowato ochrone komorek przed stanem nie-
dokrwienia, co byto zwigzane z aktywacja Sciezki Nrf2-zaleznej [37]. Réwnie in-
teresujace wydaja si¢ badania wskazujace na potencjalne przeciwdepresyjne dzia-
anie sulforafanu. Jego aktywnos¢ antydepresyjng i przeciwlgkowa wykazano np.
w modelu chronicznego tagodnego stresu [44]. Z kolei badania naszego zespotu,
po raz pierwszy ukazaly, ze sulforafan odwraca zachowania depresyjno-podobne
w modelu usuniecia opuszek wechowych, ktory jest modelem depresji agitowane;j
(najczestszej przyczyny samobdjstw u ludzi) u myszy [33].

TBE-31

TBE-31 to zwiazek, ktory dzieki obecnosci chemicznej grupy izocyjaniano-
wej (Ryc. 3) ma zdolno$¢ taczenia si¢ z biatkiem Keapl, prowadzac tym samym
do uwolnienia czynnika Nrf2 z kompleksu cytoplazmatycznego [32]. Dziatanie
TBE-31 oceniano zarowno w badaniach in vitro (regulacja procesu neurogenezy
komoérek PC12 — komorki pochodzace z guza chromochtonnego wywodzace si¢
z linii neuroblastow) [45] jak i in vivo prowadzonych z wykorzystaniem modeli
roznych chorob. W schorzeniach zwigzanych z uktadem nerwowym interesuja-
cym sa wyniki wskazujace na potencjalne dziatanie przeciwzapalne tego zwigzku.
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Sulforafan TBE-31 Fumaran dimetylu

RYCINA 3. Wybrane aktywatory czynnika Nrf2. Warto zwrdci¢ uwage na nukleofilowe grupy che-
miczne, od ktorych zalezy wysokie powinowactwo do reszt cysteinowych biatka Keap! (warunku-
jace zmiang konformacji biatka Keap! i uwolnienie Nrf2 z kompleksu cytoplazmatycznego). Grupa
izotiocyjanianowa (N=C=S) dla sulforafanu, dla TBE-31 grupa cyjanianowa,(C=N), dla fumaranu
dimetylu grupa karbonylowa zawarta w wigzaniu estrowym (C=0). Opracowano na podstawie [50]
FIGURE 3. The chemical structure of Nrf2 activators.

Significance role of nucleophilic chemical groups, on which the high affinity for the cysteine resi-
dues of the Keap1 protein is dependent (modification of cysteine residues in Keap! protein subse-
quently leading to Nrf2 release from the cytoplasmic complex). The isothiocyanate group (N = C =
S) for sulforaphane, the cyanate group, (C=N) for TBE-31; the carbonyl group contained in the ester
bond (C = O) for dimethyl fumarate. Based on [50]

W modelu depresji indukowanym podaniem lipopolisacharydu, po zastosowaniu
TBE-31 we krwi myszy obserwowano m.in. obnizenie poziomu czynnika martwi-
cy nowotworow (ang. tumor necrosis factor a, TNF-0), stanowigcego najlepiej
opisang cytoking prozapalng. Zwigzek ten réwniez wykazywal dziatanie prze-
ciwdepresyjne (m.in. zmniejszyt czas bezruchu myszy w tescie zawieszenie za
ogon oraz tescie wymuszonego ptywania) [45].

FUMARAN DIMETYLU (ang. dimethyl fumarate, DMF)

Fumaran dimetylu ma juz zastosowanie kliniczne w leczeniu postaci rzuto-
wo-remisyjnej (najczestsza postaé) stwardnienia rozsianego. Lek Tacfidera (na-
zwa handlowa) jest doustnym estrem kwasu fumarowego, zawierajagcym aktywny
metabolit w postaci fumaranu dimetylu. Obecnie jest to jedyny zarejestrowany
lek dziatajacy bezposrednio na czynnik Nrf2 (regulacja szlaku Nrf2-zaleznego)
[26]. Badania kliniczne trzeciej fazy wykazaty, ze DMF warunkowal zmniej-
szenie czgsto$ci nawrotow postaci rzutowo remisyjnej stwardnienia rozsianego
w porownaniu do grupy osob otrzymujacych placebo [5]. Lek Tecfidera wedtug
zalecen producenta winien by¢ przyjmowany w postaci doustnej w dawkach: 120
do 240 mg dwa razy dziennie. Prace naukowe nad rola DMF wciaz sa inten-
sywnie realizowane. Dla przyktadu Wang i wsp., w badaniach prowadzonych na
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progenitorowych komoérkach nerwowych, wykazali ze DMF zmniejszyt produk-
cj¢ ROS indukowang H,O,. Co wigcej, ten aktywator czynnika Nrf2 hamowat
komorkowe procesy apoptotyczne oraz zwigkszyt poziom mRNA i biatka Nrf2.
Autorzy takze zasugerowali zaangazowanie wewnatrzkomorkowego szlaku Nrf-
2-ERK1/2 MAPK w regulacji neuroprotekcji indukowanej przez DMF [39]. Efekt
neuroprotekcyjny fumaranu zostal rowniez ukazany w zwierzgcym modelu udaru
niedokrwiennego moézgu [11].

PODSUMOWANIE

Czynnik transkrypcyjny Nrf2 jako ,,molekularny straznik” niewatpliwie spet-
nia istotng role w regulacji proceséw antyoksydacyjnych i zapalnych komorki.
Liczne wyniki badan naukowych, wskazuja na szereg zmian w regulacji $ciezki
Nrf2-zaleznej w przebiegu choréb, w patogenezie ktorych dochodzi do zaburze-
nia homeostazy oksydacyjno-zapalnej w tym schorzen neurodegeneracyjnych,
udaru niedokrwiennego mozgu czy tez zaburzen nastroju. Zaprezentowane w ni-
niejszym artykule wyniki badan, wskazuja na potencjalng istotnos¢ aktywacji
(szczegolnie egzogennej) Sciezki Nrf2 w terapii wybranych jednostek chorobo-
wych zwigzanych z dysfunkcja uktadu nerwowego. W tym aspekcie aktualnie
prowadzonych jest wiele prac, ktore wskazuja, ze aktywatory Nrf2 (tj. sulforafan,
TBE-31, fumaran dimetylu,) indukuja wielokierunkowe dziatanie m.in. antyok-
sydacyjne, przeciwzapalne, przeciwdepresyjne, przeciwlekowe czy neuroprotek-
cyjne. Istotnym potwierdzeniem roli aktywacji Sciezki Nrf2 w potencjalizacji po-
wszechnie stosowanych metod farmakoterapii jest zarejestrowanie leku Tecfidera
w leczeniu postaci rzutowo-remisyjnej stwardnienia rozsianego. Rownie cieka-
wym wydajg si¢ by¢ badania, ktorych celem jest okreslenie roli czynnika Nrf2 jak
ijego aktywatorow w patogenezie oraz farmakoterapii zaburzen depresyjnych.
Wiedza na temat roli Nrf2 w przebiegu zaburzen depresyjnych jest stosunkowo
mata, nie mniej w bazach naukowych obserwujg si¢ coraz wiecej prac podejmuja-
cych t¢ tematyke. Na podstawie przedstawiony wynikoéw wydaje sig, ze sulforafan
jako zwiazek bioaktywny charakteryzujacy si¢ niska toksyczno$ci jest najlepiej
opisanym aktywatorem Nrf2 mogacym mie¢ istotne znaczenie w potencjalizacji
terapii zaburzen depresyjnych. Nalezy rowniez mie¢ na uwadze fakt, ze regulacja
aktywnosci komorkowej czynnika Nrf2 moze przebiega¢ odmiennie dla danych
schorzen uktadu nerwowego. Co wiecej, nalezy mie¢ $wiadomos¢ koniecznos$ci
kontroli egzogennej aktywacji czynnika Nrf2, gdyz przedtuzajaca si¢ aktywacja
moze zaindukowa¢ efekt negatywny w postaci progresji choroby. W przedstawio-
nej tematyce artykutu wciaz jest wiele pytan, na ktore naukowcy poszukujg od-
powiedzi. W zakresie biologii komorki najistotniejszym jest dokladne poznanie
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i opisanie molekularnych kaskad reakcji zaangazowanych w modulacje aktyw-
nosci transkrypcyjnej czynnika Nrf2, jak i regulacji jego aktywacji komorkowe;j
w periodyce dtugoterminowej. Bez watpienie czynnik Nrf2 jest interesujacym ale
i rowniez obiecujacym cele molekularnych mogacym wyznaczy¢ nowe kierunki
farmakoterapii chorob o podtozu neurobiologicznym oraz neurologicznym.
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AUTOIMMUNOLOGICZNE CHOROBY
TARCZYCY - PRZEGLAD LITERATURY

AN OVERVIEW OF AUTOIMMUNE THYROID DISEASES
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Streszczenie: W ostatnim czasie rozwinely si¢ mozliwosci poznania doktadnych mechanizméw oraz
przyczyn autoimmunologicznych schorzen tarczycy. Podstawa jest doglebne zrozumienie fizjologii
i anatomii gruczotu tarczowego oraz zasad dziatania uktadu immunologicznego, w zrozumieniu pa-
tomechanizmu powstawania zmian strukturalnych oraz funkcjonalnych tarczycy. Po objasnieniu tych
fundamentalnych kwestii, skupilismy si¢ na przedstawieniu istotnych klinicznie schorzen z typu au-
toagresywnych zapalen tarczycy, manifestujacych si¢ hipertyreoza tak jak choroba Gravesa- Basedo-
wa oraz hipotyreoza na przyktadzie zapalenia tarczycy Hashimoto. Immunologiczne aspekty taczace
oba te schorzenia, to potencjalne miejsca innowacyjnych terapii celowanych. Bazuja one glownie
na przywrdceniu rownowagi pomigdzy klasami limfocytow prozapalnych (Th17), a limfocytow regu-
latorowych (Treg) w oparciu 0 hamowanie interleukiny-6 (IL-6) czy tez czynnika transkrypcji Foxp3.
Uwzglednione zostaly takze czynniki genetyczne, spoteczne oraz srodowiskowe majace bezposredni
wplyw na rozwijanie tych choréb, by pokaza¢ ztozono$¢ procesu rozwijania autoimmunologicznych
chorob tarczycy.

Stowa kluczowe: gruczot tarczowy, nadczynnos¢ tarczycy, niedoczynnosc tarczycy, choroba Hashimo-
to, choroba Gravesa-Basedowa

Summary: Recently our possibilities of understanding the complexity of mechanisms and backgrounds
of the autoimmune disorders have expanded. It is crucial to comprehensively understand physiology
and anatomy of the thyroid gland as well as the immunological side of the problem to fully apprehend
the pathomechanism of the structural and functional thyroid changes. We provided the overview of
the most fundamental matters, however we emphasized the clinical relevance of the autoaggressive
inflammations of the thyroid, manifesting as hyperthyroidism like Grave’s disease or hypothyroidism
by the example of the Hashimoto’s thyroiditis. Mutual immunological aspects of those disorders are an
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auspicious places for the targeted therapies. They are based mostly on returning balance between the
proinflammatory lymphocytes T such as Th17 and the regulatory classes such as Treg by inhibiting an
interleukin 6 (IL-6) or the transcriptive factor Foxp3. We also considered the importance of genetics,
social and environmental factors to holistically show the complexity of the development of autoim-
mune thyroiditis.

Keywords: thyroid gland, hyperthyroidism, hypothyroidism, Hashimoto’s disease, Graves’ disease

ANATOMIA T FIZJOLOGIA TARCZYCY

ANATOMIA

Tarczyca jest wysoce unaczynionym nieparzystym gruczotem zlokalizowa-
nym w przednio-dolnej cze$ci szyi irozcigga si¢ od kregu C5 do T1. Od stro-
ny powierzchownej jest pokryta mi¢$niem szerokim szyi, mi¢§niem mostkowo-
-gnykowym oraz mostkowo-tarczowym. Tarczyca ksztalttem przypomina liter¢ H
i sktada si¢ z dwoch platow, prawego i lewego oraz czesci srodkowej — weziny,
ktora taczy oba ptaty. Waga gruczotu tarczowego wynosi od 15-20g i jest wyzsza
u mezczyzn, natomiast wymiary kazdego z ptatow wynosza 4cm x 2cm x 2-3cm,
a weziny 2cm X 2cm X 2-6mm [2].

U ok. 50% populacji wystepuje ptat piramidowy wyrastajacy z jednego z pta-
téw tarczycy lub weziny, kieruje si¢ on pionowo do chrzastki tarczowatej, zazwy-
czaj w strong lewa. Tarczyca pokryta jest warstwami powiezi szyjnej (glownie
blaszki przedtchawiczej), a jej czes$¢ przednia pokryta jest mig§niami podgnyko-
wymi, natomiast ze strony bocznej przylega do mi¢$nia mostkowo-obojczykowo-
-sutkowego [12].

Ponadto gruczotl tarczowy pokrywa dwuwarstwowa widknista torebka. We-
wnetrzna warstwa torebki wnika w glab gruczolu, tworzac przegrody, ktore dziela
tarczyce na platy i placiki zawierajace pecherzyki z trojjodotyroning i tyroksyna.
Od strony tylnej blaszka srodkowa powiegzi glebokiej szyi tworzy wigzadio Ber-
ry’ego, ktore taczy oba platy tarczycy z dwoma pierwszymi pierscieniami tchawi-
czymi oraz chrzastka pierscieniowata [12]. Warto wspomnie¢, ze w obrgbie tylnej
czescl ptatow tarczycy znajdujg si¢ 4 gruczoty przytarczyczne (po 2 na kazdym pta-
cie), ktore lezg pomiedzy dwiema warstwami torebki pokrywajacej tarczyce [60].

Gruczot tarczowy jest zaopatrywany w krew przez 2 parzyste naczynia, tetni-
c¢ tarczowg gorna, ktora jest odgalezieniem tetnicy szyjnej zewnetrznej i biegnie
do jednego z ptatéw tarczycy, gdzie oddaje 3 koncowe gatezie, tylna, przednia,
boczng, ktore bezposrednio unaczyniaja gruczol. Drugim naczyniem jest tetni-
ca tarczowa dolna, ktdra jest gatezig pnia tarczowo-szyjnego. Tetnica ta oddaje
swoje galezie gruczotowe na tylnej czesci plata tarczycy, gdzie tworzg one liczne
zespolenia z galgziami gruczolowymi tetnicy tarczowej gornej. Zdolnos¢ tarczy-
cy do tworzenia silnych zespolen zewnatrzgruczotowych z okolicznymi narzagdami
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(krtan, tchawica, przetyk), powoduje, ze podwigzanie 4 tetnic tarczowych np. pod-
czas operacji przy chorobie Gravesa-Basedowa nie powoduje obumarcia gruczotu.
Tarczyca jest bogato unerwiona przez wtokna wspotczulne i przywspotczul-
ne, ktore odchodzg z cze¢sci szyjnej pnia wspotczulnego, a takze przez odgalezie-
nia nerwu blednego (X), nerw krtaniowy goérny i nerw krtaniowy wsteczny [4].

FIZJOLOGIA

Do prawidlowej syntezy hormonow tarczycy niezbedny jest jod, ktory dostar-
czany jest do organizmu wraz z pozywieniem w formie organicznej. W procesie
trawienia jod ulega redukcji do formy jodku (I"), i w takiej formie jest substratem
do syntezy hormondw tarczycy. Zwigkszone zapotrzebowanie organizmu na jod
wystepuje w trakcie cigzy oraz podczas karmienia piersig [43]. Transport anionu
jodkowego znaczyn krwiono$nych do wnetrza komoérek pecherzykowych tar-
czycy jest transportem aktywnym i wymaga NIS (symportera sodowo-jodowego)
[14]. W komorkach pecherzykowych tarczycy aniony jodkowe ulegaja utlenieniu
do jodu dzigki peroksydazie tarczycowej (TPO). Nastepnie jod taczy sie kowalen-
cyjnie z tyreoglobuling tworzac prekursory hormondw tarczycy:

1) monojodotyrozyng (MIT),

2) dijodotyrozyne (DIT),

w zaleznosci od liczby atomoéw jodu w tych czasteczkach [19].

W wyniku potgczenia MIT (donora) oraz sgsiedniego DIT (akceptora) w ko-
morkach pecherzykowych tarczycy powstaje trijodotyronina (T,), natomiast gdy
potaczeniu ulegng 2 sasiadujace czasteczki DIT, powstaje tyroksyna. Tyroksyna
stanowi ok. 80-90% wydzielanych hormonow, reszte stanowi T, [36]. W wyniku
dziatania enzymu dejodynazy (D1, D2, D3) T, moze ulega¢ przemianom do T,
oraz 1T, (0.9% wszystkich hormonow tarczycy) [3].

Na syntez¢ 1 metabolizm hormonow tarczycy maja wplyw 3 gtowne czynniki:

1) stymulacja przez TSH,

2) dostgpnos¢ jodu w organizmie,

3) aktywnos$¢ dejodynazy.

TSH stymuluje wzrost syntezy hormonow tarczycy na wielu etapach. Odpo-
wiada za wzrost aktywnos$ci NIS, syntez¢ tyreoglobuliny oraz bezposrednie wy-
dzielanie hormonow do krwioobiegu. Sekrecja TSH przez przedni ptat przysadki
moézgowej jest stymulowana poprzez TRH, wydzielany przez podwzgorze. By
uniknaé hiperstymulacji wydzielanie TRH i TSH regulowane jest na zasadzie
ujemnego sprzgzenie zwrotnego przez T, 1T, [25]. Niedobor jodu prowadzi do
obnizenia syntezy T, 1T, i wzrostu sekrecji TSH. Natomiast nadmiar tego pier-
wiastka hamuje jodowanie tyreoglobuliny, co rowniez prowadzi do zmniejszone;j
syntezy hormonoéw tarczycy — efekt Wolffa i1 Chaikoffa [59]. Gruczot tarczowy
syntetyzuje rowniez kalcytonine (w komorkach C), hormon regulujacy gospodar-
ke wapniowg we krwi [23].
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NIEDOCZYNNOSC TARCZYCY

Jest to jednostka chorobowa w ktorej tarczyca wydziela niedostateczng ilos¢
hormonow.

Czesto$¢ wystepowania zwigzana jest z:

— plcig — czgsciej dotyka kobiety,

— rasg — czegs$ciej choruje rasa biata,

— chorobami autoimmunologicznymi,

— zespotem Downa oraz Turnera [5].

PRZYCZYNY

Przyczyny niedoczynnosci tarczycy dzielimy na pierwotne i wtdrne. Do wtor-
nych zaliczamy problemy z wydzielaniem TSH przez przysadke (guzy, zapalenia,
martwice itp.) lub TRH przez podwzgorze.

Przyczyny pierwotne zwigzane sg z dysfunkcjg samej tarczycy. Mozna je po-
dzieli¢ na wrodzone oraz nabyte. Przyczyny wrodzone sg to mi¢dzy innymi mu-
tacje w genach PAXS i TTF-2 NKX2.1, NKX2.5, ktére powoduja niedostateczny
wzrost tarczycy oraz mutacje w genach DUOX2, DUOXA2, DEHALI, SECISBP2
, ktore sg odpowiedzialne za zaburzenia w syntezie hormonow tarczycy [46].

Natomiast przyczyny nabyte to:

— niedostateczna ilo$¢ jodu w diecie powoduje, Ze tarczyca nie wytwarza wy-
starczajacej ilosci hormondw, gdyz jod jest niezbedny do syntezy tych hormondw,

—nadmiar jodu w diecie (efekt Wolffa-Chaikoffa) powoduje zmniejszenie ilo-
$ci wytwarzanych hormonow [38],

— uszkodzenie tarczycy (radioterapia okolic szyi, czg¢$ciowe usunigcie
chirurgiczne).

W badaniach przeprowadzonych w 2018 roku 42% pacjentdow wyksztatcito
niedoczynnos$¢ tarczycy jako powiktanie po radioterapii [11],

— zapalenia tarczycy. Dzielimy je ze wzgledu na etiologie na ostre infekcyjne,
ostre nieinfekcyjne, podostre oraz autoimmunologiczne (np. choroba Hashimoto)

— spozywanie niektorych lekow [46].

DIAGNOSTYKA NIEDOCZYNNOSCI
Niedoczynnos$¢ tarczycy diagnozujemy poprzez oznaczenie st¢zenia TSH
(norma: 0.47 -4.64 mU/L), stezenie wolnej tyroksyny (f) oraz wolnej trdjjodoty-
roniny (fT3). W niedoczynnosci wtornej poziom TSH moze by¢ obnizony, nor-
malny lub lekko podwyzszony podczas gdy stezenie fT3 i {T, jest obnizone. Na-
tomiast w niedoczynnosci pierwotnej poziom TSH jest podwyzszony, a poziom
fT, i fT, obnizony. W postaci subklinicznej poziom TSH jest podwyzszony oraz
o normalnym poziomie fT, i fT,. Trzeba pamigta¢ ze poziom TSH, zalezny jest od
pory roku (w okresie zimowym i wiosennym obserwuj¢ si¢ wzrost w porownaniu

do reszty pér roku) oraz od pory dnia (wieczorem wyzszy) [5].
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Jednak same oznaczenie powyzszych hormondéw nie rozwigzuje ostatecznie
problemu przyczyny niedoczynno$ci. W dalszej diagnostyce stosuje sig:

— badanie USG,

— oznaczanie przeciwcial przeciwtarczycowych,

— doktadny wywiad (wykluczenie niedoboru jodu w diecie, przewlekte choro-
by wplywajace na poziom hormondow),

— biopsja tarczycy,

— scyntygrafia tarczycy [16]

NADCZYNNOSC TARCZYCY

Jest to jednostka chorobowa, w ktorej tarczyca wydziela nadmierng ilo$¢ hor-
monow (T, i T,). Wystepuje znacznie rzadziej niz niedoczynnos¢ tarczycy [55].

PRZYCZYNY

Tak samo jak w przypadku niedoczynnosci, przyczyny nadczynno$ci dzielimy na
pierwotne oraz wtdérne. Pierwotne przyczyny nadczynnos$ci polegaja na dysfunkcji
samego gruczotu tarczowego:

— gruczolak tarczycy- nazywany jest goracym, poniewaz wychwytuje wigksza
ilo$¢ jodu do produkcji nadmiernej ilosci hormondw tarczycy. Czestos¢ wystgpowa-
nia wzrasta wraz z wiekiem i niedoborem jodu w diecie [49].

— choroba Gravesa-Basedowa,

— zapalenie tarczycy — skutkuje uwolnieniem wczesniej juz wytworzonego hor-
monu do krwioobiegu. W dalszym przebiegu choroby zwigzanej z zapaleniem tar-
czycy moze wywota¢ niedobdr hormonow tarczycy z powodu uszkodzenia migzszu
gruczohu [8],

— genetyczne — wystepuja mutacje w genie kodujacym receptor TSH, co powo-
duje sporadyczng lub rodzinng nieautoimmunologiczng nadczynno$¢ tarczycy [20],

— osoby przyjmujace hormonoterapi¢ tarczycy — nawet 20% populacji przyjmuja-
cych hormony wystepuje posta¢ subkliniczna [10],

— w poczatkowej fazie ciazy podwyzszony poziom dejodynazy jodotyroninowej,
ktora rozktada hormony T, i T, do form nieaktywnych, powoduje zwigkszong aktyw-
no$¢ tarczycy. Z powodu podwyzszonego poziomu estrogenow zwieksza si¢ stezenie
biatka transportujacego hormony tarczycy. Ponadto w czasie cigzy ro$nie stezenie go-
nadotropiny kosméwkowej, ktora to ma podobna strukture do TSH, przez co stymulu-
je tarczyce do nadmiernej syntezy hormonow. Ostatnim czynnikiem powodujacym
zwigkszenie stezenia T, 1 T, jest dyfuzja tych hormonow przez tozysko, co zwigksza
zapotrzebowanie organizmu kobiety na te substancje. Stgzenie hormonéw T, i T, na
poczatku ciazy jest podwyzszone, natomiast TSH obnizone [8].

Przyczyny wtorne wigzg si¢ z nadmiernym wydzielaniem TSH przez przysad-
ke. Najczestsza przyczyna tego jest obojetnochtonny gruczolak przysadki [55].
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DIAGNOSTYKA NADCZYNNOSCI

Podstawg w diagnozie nadczynnosci tarczycy jest oznaczenie st¢zenia TSH
oraz T, i T, we krwi. W nadczynnoS$ci pierwotnej rozrozniamy posta¢ jawng oraz
subkliniczng. W nadczynnos$ci subklinicznej poziom TSH jest obnizony lub nie-
oznaczalny, natomiast poziom hormonow tarczycy jest prawidtowy. W postaci
jawnej stezenie TSH jest obnizone, natomiast T, 1 T, jest podwyzszone. W nad-
czynnosci wtornej poziom TSH jak i hormonow tarczycy jest podwyzszony. Dal-
sza diagnostyka polega na przeprowadzeniu badan:

— oznaczanie przeciwciat przeciwko peroksydazie tarczycowej (TPO) oraz
przeciwko receptorowi TSH, jednak majg one mniejsze znaczenie niz przy dia-
gnostyce niedoczynnosci tarczycy,

— badanie wychwytu radioaktywnego jodu (I-) przez tarczycg, jest to badanie
roéznicujace przyczyny pierwotnej nadczynnosci,

— w nadczynnosci moze wystgpowaé rowniez: anemia, limfocytoza, granulo-
cytoza oraz podwyzszone stezenia ASPAT, ALAT, ALP [47, 33].

ZABURZENIA STRUKTURY TARCZYCY

Tarczyca jest jednym z narzadow organizmu czlowieka, ktory jest bardzo po-
datny na powstawanie nieprawidtowosci w jego budowie. Duzy procent przypa-
dtosci przebiega bezobjawowo, dlatego ciezko jest ustali¢ doktadng statystyke
tego zjawiska. Wystepuje wiele réznych czynnikoéw i przyczyn wywotujacych
zaburzenia w strukturze tarczycy.

Przyktady nieprawidtowosci:

ZABURZENIA WRODZONE

Sa one spowodowane nieprawidlowa embriogeneza gruczotu tarczowego
(dysgenezja tarczycy). Moga si¢ przejawia¢ w rézny sposob, najczesciej jako:
* agenezja tarczycy, czyli catkowite niewyksztalcenie si¢ narzadu,
* hemiagenezja — czg$ciowy brak,
* hipoplazja, gdy gruczot posiada zmniejszona objetosc,
» cktopia, ktora oznacza nieprawidtowg lokalizacje gruczotu.

Takie wady sg glowna przyczyna prowadzgca do wrodzonej niedoczynnosci
tarczycy [21].

WOLE
Wole nietoksyczne, inaczej zwane rowniez obojetnym, to powickszenie tar-
czycy niewptywajace na jej funkcjonowanie. Moze mie¢ ono charakter migzszo-
wy (wole migzszowe), czyli bez zadnych zgrubien. Gdy w badaniu palpacyjnym
wyczuwalne sg guzki, wtedy zmiana ta jest nazywana wolem guzkowym. Inna
klasyfikacja bierze pod uwagg czgstotliwo$¢ wystgpowania wola i réznicuje go na
przypadki sporadyczne (czgsto$¢ ponizej 5%) i endemiczne (>5%) [39].
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Na $wiecie gldéwnym czynnikiem wywotujacym powstawanie wola jest niedo-
bor jodu. Jest to bardzo wazny mikroelement wchodzacy w sktad hormonéw tarczy-
cy- jego brak prowadzi do nadprodukcji TSH, co stymuluje komorki pecherzykowe
do wzrostu. W krajach rozwinigtych problem zniknat, ze wzgledu na wprowadzenie
do obiegu soli jodowanej. Inne czeste czynniki ryzyka rozwoju wola nietoksyczne-
go to m.in. okresowo zwickszone zapotrzebowanie na jod, np. w czasie ciazy, czy
tez palenie papierosow (dym zawiera toksyczne dla gruczotu tiocyjanki). Z niele-
czonego wola obojetnego moze powstawa¢ wole guzkowe nadczynne, znane jako
choroba Palmera. Ma ono autonomiczng zdolnos¢ syntezy T, 1 T, [31].

W przypadkach nadczynnosci iniedoczynno$ci tarczycy stymulowane jest
powstawanie wola toksycznego, ktore ma istotny wptyw na funkcjonowanie tar-
czycy. W krajach rozwinigtych gtéwna tego przyczyna sa choroby o podtozu au-
toimmunologicznym, np. choroba Gravesa-Basedowa i zapalenie tarczycy typu
Hashimoto [39].

W wielu przypadkach wole prezentuje si¢ bez objawoéw zwigzanych z uci-
skiem na inne narzady, ale zdarza si¢, ze u niektorych ludzi wystepuja problemy
z przetykaniem i oddychaniem. Ponadto moze pojawiaé si¢ charakterystyczna
chrypka spowodowana podraznieniem strun glosowych, kaszel oraz uczucie “za-
tykania” w gardle [24].

GUZKI TARCZYCY
Guzki tarczycy niezwykle czesta patologia, ktéra w wiekszosci pojawia sig
u ptei zenskiej. Guzki sg niewielkie i czgsto dopiero przy zastosowaniu badania
ultrasonograficznego lekarze sg w stanie je wykry¢. Warto zaznaczy¢, ze w zde-
cydowanej wigkszosci, bo az w 95% guzki te nie sg zmianami zlo§liwymi. De-
cydujacym badaniem odroézniajacym zmiany tagodne od ztosliwych jest biopsja
cienkoigtowa [15].

DIAGNOSTYKA
Fizjologicznie tarczyca nie jest widoczna oraz przewaznie nie da si¢ jej wy-
czu¢ palpacyjnie. Podstawg diagnostyczna, wigc nie bedzie badanie przedmio-
towe, a badanie obrazowe, np. USG, KT, scyntygrafia. Ponadto badanie serolo-
giczne w kierunku chorob tarczycy (fT,, fT,, TSH) pomoze w podaniu przyczyny
zaburzenia struktury lub na podstawie jego wynikoéw bedzie mozna zdecydowacé
o dalszym postgpowaniu diagnostycznym.

PODSTAWY DZIALANIA UKLADU ODPORNOSCIOWEGO

Uktad immunologiczny jest systemem trudnym do precyzyjnego zlokalizo-
wania w ludzkim ciele. Wynika to z faktu iz, w duzej mierze jest zintegrowany
z tkankami innych uktadoéw. Co ciekawe udowodniono, ze masa wszystkich ko-
morek tego uktadu jest rowna masie mozgu. Uktad odpornosciowy zbudowany



126 W. SKOCZEK I WSP.

jest z tkanki limfatycznej (przede wszystkim grasica i szpik kostny) oraz komorek
bioracych udzial w odpowiedzi obronnej organizmu. Leukocyty to komorki odgry-
wajace kluczowa role w odpowiedzi odpornosciowej organizmu. Dziela si¢ na ba-
zofile, eozynofile, neutrofile, monocyty, limfocyty oraz komorki dendrytyczne [52].

System immunologiczny odpowiada za rozpoznawanie oraz pozbywanie si¢
komorek z nieprawidtowosciami rozwojowymi oraz wzrostowymi. Ma ona miej-
sce w przypadkach nowotworzenia, podczas ktérych dochodzi do niekontrolo-
wanej proliferacji komorek, zaburzajacej prawidtowe funkcjonowanie zdrowych
tkanek. Do funkcji tego uktadu nalezy rowniez eliminowanie obumartych oraz
uszkodzonych komorek, a takze obrona przed czynnikami patogennymi, do kto-
rych naleza mi¢dzy innymi bakterie i wirusy. Nieprawidtowosci dziatania uktadu
immunologicznego moga wynika¢ z btednego rozpoznawania wiasnych i obcych
komoérek. W wyniku tego dochodzi do zwalczania komoérek nalezacych do gospo-
darza i procesOw autoimmunizacyjnych. Jest to przyczyna wystepowania choréb
autoimmunologicznych takich jak cukrzyca typu 1, czy choroba Gravesa-Base-
dowa. Nadmierna odpowiedZ immunologiczna lezy u podtozu powstawania aler-
gii. Jest to stan, w ktorym tkanki stajg si¢ nadwrazliwe na dziatanie konkretnego
czynnika. Jednak brak reakcji ze strony uktadu odpornosciowego na obce anty-
geny spowodowany jest chorobami immunosupresyjnymi takimi jak AIDS [52].

W ludzkim organizmie odpowiedz immunologiczng dzielimy na wrodzona
i nabyta. Infekcje spowodowane przez drobnoustroje sa wykrywane przez nie-
swoisty uktad odpornos$ciowy, co powoduje jego natychmiastowa reakcje, a tak-
ze wygenerowanie dtugotrwatej odpowiedzi adaptacyjnej. Odpornos¢ wrodzong
stanowig naturalne bariery, ktére sg pierwszg linig obrony organizmu. Zaliczamy
do nich skorg, urzesiony nabtonek drog oddechowych, a takze warstwy $luzowe
pokrywajace drogi moczowo-ptciowe i przewdd pokarmowy. Ich glowna funk-
cja jest stworzenie fizycznej zapory, zapobiegajacej wniknigciu bakterii do orga-
nizmu. W mechanizmie wrodzonej odpornosci, po rozpoznaniu obcych antyge-
néw, immunocyty niszczg i atakujg patogeny, ktore zdotaly przej$é przez bariery
obronne. Odpowiedz nabyta jest specyficzna antygenowo, co oznacza, ze reaguje
na obecno$¢ konkretnych antygenow i czasteczek. Uczestnicza w niej gltdéwnie
limfocyty T i B oraz komorki NK. Komorki plazmatyczne powstaja z limfocy-
tow B 1 maja zdolno$¢ do wytwarzania przeciwcial. Pobudzone limfocyty T ata-
kuja 1 likwidujg zakazone komorki (limfocyty cytotoksyczne) oraz moga petnié
funkcje regulatorowe (limfocyty pomocnicze). Komorki NK biorg udziat w fazie
poczatkowej odpowiedzi nieswoistej, a takze niszcza komorki zakazone przez wi-
rusy lub objete procesem nowotworowym [52].

Podzbiorem limfocytow T sg limfocyty Treg, bedace komorkami supresyj-
nymi istotnymi w procesach autoimmunizacji oraz procesach zapalnych. Maja
zdolno$¢ do ekspresji czynnika transkrypcyjnego Foxp3 [26]. Limfocyty Treg
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stanowig 10% komodrek CD4+, co determinuje ich duza role w utrzymaniu home-
ostazy, a takze odpornosci organizmu [50]. Maja zasadnicze znaczenie w choro-
bach o podtozu autoimmunologicznym, gdyz odpowiadaja za utrzymanie toleran-
c¢ji immunologicznej na wtasne antygeny. Przy chorobach autoimmunologicznych
i zapalnych naplyw limfocytow Treg powoduje sttumienie zapalenia, co skutkuje
zahamowaniem postgpu choroby. Dzieje si¢ tak, poniewaz Treg wykazuja efekt
supresorowy wobec podzialéw limfocytow efektorowych, co skutkuje zahamo-
waniem produkcji cytokin prozapalnych [40]. Niedobor komorek Treg wystepuje
na przyktad u 0s6b z reumatoidalnym zapaleniem stawow, czy tez z toczniem ru-
mieniowatym uktadowym [37].

Jest coraz wigcej dowodow na istnienie zwigzku pomiedzy uktadem immuno-
logicznym, nerwowym oraz endokrynnym (Ryc. 1). Jednym z nich jest obecnosc¢
wspdlnych czasteczek sygnalowych, a takze ich receptoréw. Obrazujg to funkcje
limfocytow, ktore sa zdolne do wydzielania tyreotropiny, ACTH, hormonu wzro-
stu 1 kortykoliberyny. Roéwniez hormony produkowane w ludzkim organizmie
moga mie¢ wptyw na funkcjonowanie komorek uktadu immunologicznego. W wy-
niku stresu dochodzi do wzrostu stezenia kortyzolu, co wplywa na zmniejszenie
powstawania przeciwciat, proliferacji limfocytow oraz aktywnosci komoérek NK.
Interakcja pomiedzy ukladami nerwowym, endokrynnym i odporno$ciowym jest
dwukierunkowa. Do komunikacji tych uktadow dochodzi za posrednictwem cy-
tokin, neuropeptydow oraz hormondéw. Maja na nie wptyw stres fizyczny, a takze
emocjonalny, przekazywane przez mézgowie oraz patogeny wykrywane przez ko-
moérki immunologiczne. Uktad nerwowy kontroluje gruczoty endokrynne poprzez
wydzielanie hormonéw tropowych. Sg one réwniez kontrolowane przez uktad od-
pornosciowy, ktory rowniez ma zdolno$¢ do sekrecji tych hormonow. Mozg i ko-
morki immunologiczne wspotpracuja poprzez wydzielanie cytokin przez leukocyty
oraz produkcje neuropeptydow przez osrodkowy uktad nerwowy [52].
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RYCINA 1. Ten model pokazuje interakcje chemiczne zachodzace migdzy uktadami: nerwowym,
hormonalnym i immunologicznym (zmodyfikowano wg. Silverthorn DU, Fizjologia zintegrowane
podejscie 2018 [52])

FIGURE 1. This model shows chemical interactions that occur between nervous, endocrine and im-
mune systems [52]
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ZABURZENIA FUNKCJI UKEADU ODPORNOSCIOWEGO

Uktad odpornosciowy sktada si¢ z wielu struktur i ma za zadanie chroni¢ nas
przed czynnikami szkodliwymi oraz chorobami. Wazng rol¢ w funkcjonowaniu
uktadu odpornos$ciowego odgrywa integralno$¢ procesu obronnego oraz umiejet-
nos¢ odroznienia komoérek obcych, badz chorych od komorek zdrowych. Zaburze-
nia w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego moga prowadzi¢ do zwieksze-
nia wptywu czynnikow szkodliwych na nasz organizm jak i powstawania roznych
chorob w tym chorob o podtozu autoimmunologicznym, czy rozwoju nowotwo-
row [30]. Zaburzenia funkcji uktadu odpornosciowego moga miec r6zng postaé,
taka jak: niedobory odpornos$ci, autoimmunizacje oraz nadwrazliwo$¢ na dany
czynnik. Powszechnie uwazano, iz zaburzenia w funkcjonowaniu uktadu odpor-
nosciowego sa wynikiem jednego lub wickszej ilosci defektow, ktore prowadza
do zwickszonej podatnosci na zakazenia. Jak juz wiadomo, spektrum zaburzen
uktadu odpornosciowego ciagle wzrasta i wcigz poznawane sg nowe mechanizmy
odpowiedzialne za nieprawidtowosci w jego funkcjonowaniu [45].

WRODZONE ZABURZENIA UKLEADU ODPORNOSCIOWEGO

Wrodzone zaburzenia uktadu odpornosciowego stanowig bardzo zréznicowa-
ng grup¢ zaburzen. Poznanych zostato ponad 250 wad genetycznych odpowie-
dzialnych za te schorzenia, a caty czas nowe sg poznawane. Mozemy je podzieli¢
na pig¢ klas ze wzgledu na uposledzenie: odpowiedzi komorkowej, humoralne;j
badz mieszane uposledzenie obu tych funkcji oraz uposledzenie funkceji fagocy-
tow badz uktadu dopelniacza [41]. Selektywny niedobor immunoglobulin IgA
jest jedng z najczestszych form wrodzonego zaburzenia odpornos$ci, jest hipo-
gammaglobulinemig w ktorej obserwuje si¢ u pacjentow powyzej 4 roku zycia
obnizony poziom IgA, podczas gdy poziom IgM i IgG jest w normie. Zwigzana
jest z nieprawidlowosciami w dojrzewaniu limfocytow B do produkcji IgA [62].
Czestos¢ wystepowania wrodzonych zaburzen odpornosci jest rozna w zalezno-
$ci od typu zaburzenia. Selektywny niedobor IgA wystepuje u 1:223 osoby do
1:1000, podczas gdy ciezkie potaczone niedobory odpornosci sa rzadsze i wyste-
puja u 1:58 000 [45].

NABYTE ZABURZENIA UKLADU ODPORNOSCIOWEGO
Nabyte zaburzenia uktadu odpornosciowego wystepuja znacznie czg¢sciej niz
wrodzone zaburzenia odpornos$ci, w gldwnej mierze wplywaja na nie infekcje wi-
rusowe oraz bakteryjne, jednak podtozem do powstawania tego rodzaju zaburzen
moga by¢ réwniez leki immunosupresyjne, czy niedobory w odzywianiu[57].
Na szczegolng uwage zastugujg stany wynikajace z niedozywienia, gdyz sa one
najczestsza przyczyna nabytych zaburzen odpornosci. Nalezy zwrdci¢ réwniez
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uwage na zakazenie wirusem HIV, ktory czgsto prowadzi do zaawansowanego
stadium choroby AIDS (zespot nabytego uposledzenia odpornosci, ang. acquired
immune deficiency syndrome), w ktorej cztowiek jest bardziej podatny na wszel-
kiego typu zakazenia [7].

NADWRAZLIWOSC
Nadwrazliwo$¢ immunologiczna to stan, w ktorym uktad odpornosciowy re-
aguje na obce antygeny przy powtornym kontakcie z nimi, czesto reakcje te sa
bardzo silne. Odpowiedz ma charakter zar6wno odpowiedzi komodrkowej, jak
i humoralnej. W 1963 roku Gell i Coombs sklasyfikowali reakcje nadwrazliwosci
w czterech kategoriach [58]:

— Typ 1( anafilaktyczna): Jest to najczestszy typ reakcji nadwrazliwosci, jej
podtozem jest ponowne zetknigcie z antygenem okreslanym jako alergen. Pod-
czas tych reakcji wydzielanie s3 immunoglobuliny IgE, ktore wigza si¢ z recepto-
rami obecnymi na komédrkach tucznych oraz bazofilach tak nastepuje ,,uczulenie”
tych komorek, a po ponownym zetknigciu z tym samym antygenem zachodzi de-
granulacja komorek tucznych i bazofili podczas ktorej wydzielane sg mediatory
takie jak min. histamina, leukotrieny i prostaglandyny. Najczesciej reakcje te wy-
stepuja po zetknieciu z alergenami pochodzenia odzwierzecego, zywnoscia czy
kurzem [57].

— Typ 2 (cytotoksyczny): Ten typ reakcji nadwrazliwo$ci wystepuje stosun-
kowo rzadko i spowodowany jest przez immunoglobuliny klasy IgG i IgM, ktore
wigzg si¢ wlasnymi komodrkami pacjenta co nastepnie aktywuje uktad dopetniacza
i dochodzi do $mierci komoérek [29]. Przyktadem tego typu nadwrazliwosci jest
choroba hemolityczna noworodkow czy zesp6t Goodpastaure’a [57].

— Typ 3 (komplekséw immunologicznych): Podobnie jak w typie 2 udziat
biorg immunoglobuliny klasy IgM i IgG ktore tworzg kompleksy antygen-prze-
ciwcialo z rozpuszczalnymi biatkami. Kompleksy te odkladaja si¢ w tkankach
i aktywuja mastocyty i fagocyty oraz inicjuja kaskade dopetniacza, co w rezulta-
cie powoduje uszkodzenie tkanki[42]. Przyktadem tego typu reakcji jest np. cho-
roba posurowicza [51].

— Typ 4 (komorkowy): Reakcje te sg niezalezne od przeciwcial. Podstawg po-
wstawania tego typu nadwrazliwosci jest nadmierna stymulacja Limfocytow T oraz
monocytow/makrofagow. Komorki te uwalniaja cytokiny co prowadzi do $mierci
komorek i uszkodzenia tkanki [57]. Przyktadami wystepowania tego typu nadwraz-
liwosci sa choroby takie jak np. sarkoidoza, czy kontaktowe zapalenie skory [1].
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RYCINA 2. Mechanizmy autoimmunizacji (zmodyfikowane wg. Rosenblum M et al. Mechanism of
human autoimmunity [48]). HLA (ang. Human Leukocyte Antigen) — element gléownego kompleksu
zgodnosci tkankowej, AIRE — regulator autoimmunologiczny, Tregs — limfocyty regulatorowe, APC
— komorka prezentujaca antygen

FIGURE 2. Mechanism of autoimmunity [48]

AUTOIMMUNIZACJA

Choroby autoimmunologiczne dotykaja 3-5% ogolnej populacji, moga wyste-
powa¢ w kazdym wieku, ale wiele chorob ma swoj specyficzny wiek w ktérym
pojawiaja si¢ objawy. Obserwuje si¢ zwickszona czgstos¢ wystgpowania chorob
o podtozu autoimmunologicznym u kobiet. Stosunek liczby zachorowan kobiet do
liczby zachorowan me¢zczyzn wynosi 10:1 do 1:1, wyjatkiem jest choroba Crohna,
ktora czgsciej dotyka mezczyzn (tutaj wskaznik wynosi 1:1,2) [56]. Choroby te wy-
wotywane sa przez wiele rodzajéw mechanizmow min. przez produkcje przeciwciat
przeciwko receptorom obecnym na komoérkach, przyczyny nie sg doktadnie pozna-
ne ale wierzy sig¢, ze sg powodowane przez srodowisko i zmiany genetyczne. Mowi
si¢, iz polimorfizmy genetyczne prowadzg do uposledzenia regulacji dojrzewania
limfocytow, ktore nie poprawnie reagujg na wiasne komorki, biatka itp., zas czynni-
ki srodowiskowe przyczyniaja si¢ do ich aktywacji i proliferacji [48].

ZAPALENIE TARCZYCY HASHIMOTO

Zapalenie tarczycy typu Hashimoto to przewlekte autoimmunologiczne zapa-
lenie gruczotu tarczowego. W chorobie tej nastgpuje atrofia, czyli zanik gruczotu
spowodowany nadmierng aktywnoscig limfocytow. W odpowiedzi na przeciwcia-
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la przeciw tyreoglobulinie (anty-TG) czyli glikoproteinie uczestniczacej w po-
wstawaniu trojjodotyroniny (T,) ityrozyny (T,) oraz przeciwko peroksydazie
tarczycowej ( anty- TPO) enzymowi, ktory jest niezbgdny w prawidlowej gospo-
darce jodem. W rezultacie powstaja nacieki limfocytarne, stad kolejna nazwa tego
schorzenia, czyli wole limfoidalne.

ETIOLOGIA

Choroba ta wystepuje ponad 7 razy czesciej u kobiet [16], a ryzyko zachoro-
wania zwigksza si¢ wraz z wiekiem. Jej uwarunkowanie nie jest do konca poznane,
lecz uwaza sig, ze na jej rozwdj wptywa zarowno podloze genetyczne, takie jak
polimorfizmy genu CTLA-4 [34], ktoéry odgrywa role w hamowaniu aktywnosci
limfocytow T oraz podtoze srodowiskowe, do ktorych nalezy min. silny stres, ni-
kotyna, nadmierna ilo$¢ jodu i niedobdr selenu, czyli pierwiastka znajdujacego si¢
w centrum aktywnym enzyméw odpowiedzialnych za ochrong komorek tarczycy
przed wolnymi rodnikami powstajacymi w czasie syntezy hormonow [22]. Istotne
jest rowniez znaczenie mikrobioty ukladu pokarmowego, gdyz pelni ona funkcje
regulacyjng pomigdzy podtypami limfocytow prozapalnych, i regulatorowych [32].

OBJAWY

Zapalenie tarczycy typu Hashimoto moze przebiega¢ bezobjawowo, co znacz-
nie utrudnia diagnostyke, najczesciej jednak choroba ta przechodzi od eutyreo-
zy- czyli od stanu prawidtowej funkcji hormonalnej gruczotu, przez faze subkli-
niczng, w ktorej jej funkcje nie sg spetniane prawidtowo, lecz nie obserwowane
sg jeszcze kliniczne objawy, do stadium ostatniego, czyli do petnej niedoczynno-
$ci gruczotu. Na tym etapie pacjent najczesciej odczuwa chroniczne zmgczenie,
przyrost masy ciata, pogorszenie stanu skory, paznokci i wloséw oraz problemy
z koncentracja, pamiecia, a nawet depresje [16].

DODATKOWE BADANIA

Rutynowo wykonywane sg pomiary stezenia tyreotropiny (TSH) we krwi,
gdzie podwyzszone miano wraz z podwyzszonym stgzeniem T, sg cechami nie-
doczynnosci tarczycy, natomiast brak podwyzszenia T, moze sugerowa¢ subkli-
niczng niedoczynno$¢ tego gruczotu. Wigkszo$¢ chorych ma réowniez podwyz-
szone miano przeciwcial przeciwtarczycowych (u 90% podwyzszenie anty-TPO,
au 80% podwyzszenie anty-TGQG), jednakze u czg¢sci moze wystgpowac podwyz-
szenie stezenia tylko jednego z nich. Dodatkowo zaleca si¢ przeprowadzenie ba-
dania USG, w ktorym wynikiem charakterystyczny dla choroby Hashimoto jest
zmniejszenie echogenno$ci migzszu, ktorego przyczyna jest niszczenie tyreocy-
téw z naciekami limfocytarnymi wraz z oznakami zwtoknienia. Jednakze, choro-
ba moze wystepowac z wolem, zanikiem gruczotu lub z zachowaniem jego pra-
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widlowej wielko$ci. Pomimo tak zréznicowanego obrazu klinicznego schorzenia,
do stwierdzenia jego istnienia wystarczy obecnos$ci przeciwcial przeciwtarczyco-
wych z obrazem klinicznym lub subklinicznym choroby [16].

PRZYCZYNY AUTOIMMUNOLOGICZNE

Gtowng poznang przyczyng jest nadmierna aktywnos$¢ limfocytow T CD4+,
ktore maja zdolno$¢ do roéznicowania si¢ w rozne klasy limfocytéw (Ryc. 3).
W patomechanizmie istotng role petnia limfocyty Th2 stymulujace limfocyty B
i komorki plazmatyczne przeciwko antygenom wystepujacym na powierzchni
tarczycy, prowadzac do jej zapalenia. Ponadto, limfocyty Thl oraz Th2 poprzez
produkcje interferonu gamma oraz interleukiny 4 pobudzaja rowniez makrofagi
do bezposredniego niszczenia komorek pecherzykowych tarczycy.

Jako, ze zapalenie tarczycy typu Hashimoto ma podtoze autoimmunologiczne
jedna z kluczowych przyczyn rozwoju tego schorzenia jest dysproporcja pomie-
dzy limfocytami o charakterze prozapalnym np. Th17 oraz klasg limfocytow kto-
ra bierze udzial w inhibicji odpowiedzi autoimmunologicznej np. limfocyty Treg.
Wykazano, iz u 0s6b chorych istnieje nizsze miano limfocytow Treg w stosunku

IL-12 TGF-p

CD4+
T. cell

RYCINA 3. Roznicowanie limfocytéw T CD4+ (zmodyfikowane wg. Pyzik A et al. Immune disorders
in Hashimoto’a thyroiditis: what do we know so far? [44])
FIGURE 3. Lymphocyte T CD4+ differentiation [44]
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do Th17 w poréwnaniu ze zdrowymi osobami, co §wiadczy o braku odpowiedniej
inhibicyjnej odpowiedzi ze strony organizmu w przebiegu choroby Hashimoto [61].

Przyczyn tego zjawiska moze by¢ wiele, jedna z nich jest mutacja w czynni-
ku transkrypcyjnym Foxp3, ktéra odpowiada za niedostateczng ilo$¢ limfocytow
Treg lub ich brak. Skutki tej mutacji widoczne sg w badaniach przeprowadzonych
na myszach, gdzie wykazano, iz catkowita inhibicja Foxp3 doprowadza do $mier-
telnej autoimmunologicznej patologii wynikajacej z braku supresyjnego dzialania
Treg na Th17 oraz Thl i Th2 [27]. Dodatkowe zwigkszenie aktywnosci limfo-
cytow Thl i Th2 wzmaga produkcj¢ cytokin oraz aktywnos$¢ komorek NK i ko-
morek dendrytycznych co dodatkowo nasila procesy autoagresji [44]. Kolejnym
migjsce na szlaku réznicowania si¢ limfocytow T, w ktorym moze doj$¢ do naru-
szenia proporcji Th17/Treg to nadprodukcja lub dysregulacja w wytwarzaniu IL-6
[28], ktéra promuje réoznicowanie naiwnych limfocytow CD4+ w klase prozapal-
na Th17 (Ryc. 4), dodatkowo hamujac powstawanie limfocytéw regulatorowych.

Daje to jednak wiele potencjalnych miejsc na terapie celowane. Jednym z nich
jest stymulacja czynnika transkrypcyjnego Foxp3 w celu zwigkszenia populacji
limfocytow regulatorowych, co wigze si¢ jednak z ryzykiem choréb nowotwo-

Th17
TGF-3
IL-6
RORQ
RORYy

Naiwne

limfocyty T

TGF- 3

Treg

RYCINA 4. Réznicowanie si¢ limfocytéw naiwnych T CD4+ w zaleznos$ci od obecnosci interleuki-
ny-6 (IL-6) w limfocyty prozapalne Th17 z rGwnoczesnym hamowaniem limfocytow regulatorowych
Treg (zmodyfikowane wg. Kimura A et al. IL-6: Regulator of Treg/Th17 balance. [28])

FIGURE 4. Differentiation of naive lymphocytes T CD4+ into proinflammatory Th17 with inhibition
of lymphocytes Treg depending on the interleukin-6 (IL-6) Treg [28]
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rowych, bowiem ta klasa limfocytow bierze rowniez udzial w ostabianiu odpo-
wiedzi na komorki nowotworowe [54]. Kolejng potencjalng terapia jest inhibicja
IL-6 przeciwciatem monoklonalnym [13], co skutkowatoby zmniejszona iloscia
naiwnych limfocytow T réznicujacych si¢ w klase Th17 [28]. Wykazano poprawe
po zastosowaniu tej terapii w przypadku innych choréb autoimmunologicznych
takich jak np. reumatoidalne zapalenie stawow.

Ponadto w komorkach na powierzchni tarczycy u osob z zapaleniem typu Ha-
shimoto wykazano mutacje w genach kodujacych biatko proapoptyczne Fas oraz
FasL [17], przez co ich ekspresja jest zwigkszona. Prawdopodobng tego przyczy-
ng jest nadmierna stymulacja tych komorek przez prozapalne cytokiny produko-
wane przez min. makrofagi i limfocyty Th1l. Badania wskazuja, Zze nastgpuje row-
noczesna zmniejszona ekspresja inhibitoréw apoptozy takich jak np. Bel-2 [35].
Oznacza to, iz w tej jednostce chorobowej nastepuje niszczenie komérek tarczycy
zarbwno w mechanizmie zwigkszonej aktywnos$ci oraz dysproporcji w klasach
limfocytow oraz przez nasilony proces apoptotyczny i niedostateczng jego inhibi-
cje, co ostatecznie prowadzi do niedoczynnosci tego gruczotu.

LECZENIE

Leczenie przyczynowe Hashimoto nie jest jeszcze stosowane, a farmakolo-
giczne leczenie zalecane jest u 0séb z kliniczng postacig choroby (tj. podwyzszo-
nym TSH i obnizonym T,), podawane sa dawki lewotyroksyny w zaleznosci od
stanu czynno$ciowego gruczotu. Glgbsze poznanie podtoza autoimmunologiczne-
go daje jednak nadziej¢ na znalezienie terapii celowanej, na przyktad przywraca-
jacej balans w ilosci limfocytow Th17 i Treg czy tez zmniejszenie ekspresji biatek
proapoptotycznych na powierzchni tyreocytow, jednakze sa to dopiero obiecujace
pomysty, nie metody leczenia.

CHOROBA GRAVESA-BASEDOWA

OPIS
Choroba Gravesa-Basedowa jest autoimmunologiczng chorobg tarczycy be-
daca najczestszg przyczyng nadczynnos$ci tarczycy- hipertyreozy, czyli zwick-
szonej produkcji i wydzielania hormondw gruczotu tarczowego. U jej podstaw
lezy autoagresja uktadu odporno$ciowego, ktory produkuje przeciwciata TRAb
przeciwko receptorowi TSH, prowadzac do jego pobudzenia i w konsekwencji
wzmozonej sekrecji tworzonych przez tarczyce hormonow [6].

OBJAWY
Zwigkszenie stgzenia T, i T, w chorobie Gravesa-Basedowa prowadzi do wy-
stapienia szeregu niespecyficznych objawow, takich jak pojawienie si¢ lgkow,
drazliwos$ci, wrazliwos$ci na ciepto, wzrostu potliwosci, spadku masy ciata, zme-
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czenia, przyspieszenia akcji serca, drzenia rak, zaburzen zotadkowo-jelitowych,
czy zmian w cyklu menstruacyjnym kobiet. Do bardziej swoistych objawow tego
schorzenia zaliczamy: obrzek palcow rak (akropachia), obrzek przedgoleniowy,
wytrzeszcz oczu (oftalmopatia), oraz wole [18].

BADANIA

Rozpoznanie choroby opiera si¢ na badaniu klinicznym, stwierdzeniu charak-
terystycznych objawow, a takze na przeprowadzeniu badan dodatkowych, w kto-
rych obserwujemy wysokie stezenie trijodotyroniny i tyroksyny przy obnizonym
stezeniu TSH. W przypadku niejasnosci nalezy poszerzy¢ badania o oznaczenie
miana przeciwciat TRAD, scyntygrafie tarczycy, USG z oceng przeptywdw i sto-
sunek T,/T, . Warto zaznaczy¢, ze mimo iz choroba ta moze dotkng¢ kazdego,
wystepuje ona najczesciej u kobiet nie przekraczajacych 40 roku zycia [53].

LECZENIE

Celem podjecia leczenia nadczynnosci tarczycy jest osiggnigcie stanu eutyro-
zy, czyli prawidlowej funkcji hormonalnej tarczycy u pacjenta [6]. Posrod metod
leczenia choroby Gravesa-Basedowa wymienia si¢ trzy alternatywy: leczenie far-
makologiczne tyreostatykami, leczenie promieniotworczym izotopem jodu ',
oraz operacj¢ tarczycy. Jako, ze wszystkie z proponowanych opcji leczenia trak-
towane sg rownorzednie, stosowana metoda zalezy w gtdéwnej mierze od sytuacji
klinicznej i od wyboru pacjenta [9].

W Europie w pierwszym rzucie stosowane jest gtownie leczenie tyreostaty-
kiem, gdyz pozostate z metod uznawane sg za agresywne. Istniejg jednak przy-
padki, w ktorych maja one przewage nad terapig farmakologiczng. Uzycie izotopu
BT jest wskazane w przypadku wystapienia reakcji alergicznej na stosowany tyre-
ostatyk lub gdy pierwotna terapia okazuje si¢ by¢ nieskuteczna. Operacja tarczycy
jest natomiast preferowana przy podejrzeniu raka gruczolu tarczowego lub przy
obecnosci bardzo duzego wola [53].

Do farmakologicznego leczenia choroby Gravesa-Basedowa uzywa si¢ tia-
mazolu lub w szczegdlnych przypadkach propylotiouracylu. Tiamazol powinno
si¢ stosowac przez 12- 18 miesiecy. W trakcie trwania terapii nalezy kontrolowac
poziom TRADb. Prawidtowe warto$ci TSH i TRAD oznaczaja, ze kuracja tyreosta-
tykami przebiega pomyslnie. Gdy po 18 miesigcach wartosci TRAb nadal sg pod-
wyzszone, mozliwe jest przedtuzenie leczenia do kolejnych 18 miesigcy. Nalezy
jednak w tym przypadku rozwazy¢ zmiane metody na bardziej agresywna. Po za-
konczeniu terapii, powinno si¢ w dalszym ciggu obserwowac pacjenta ze wzgle-
du na mozliwe powiktania. Do dziatan ubocznych tyreostatykow oprocz lekkiej
reakcji alergicznej zaliczamy bardziej powazne stany, takie jak: agranulocytoza,
uszkodzenie watroby, czy zapalenie naczyn. Trzeba wigc pouczy¢ pacjenta o pro-
wadzeniu samoobserwacji i zgtaszaniu wszystkich niepokojacych objawow [53].
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Leczenie promieniotworczym izotopem jodu uznawane jest za bardziej rady-
kalng metodg niz terapia farmakologiczna. "*'I niszczy komorki tarczycy trwale ob-
nizajac produkcje syntetyzowanych w niej hormonoéw. Jod podawany jest doustnie
w kapsulce, zazwyczaj jednorazowo. Poprawa u osoby leczonej powinna nastapic¢
po okoto 6 miesigcach. Jezeli nie odnotowujemy polepszenia si¢ stanu pacjenta,
woweczas konieczne jest podanie kolejnej dawki 1. Informacja, o ktorej nalezy pa-
migta¢ podczas stosowania tej metody jest mozliwe wprowadzenie pacjenta w stan
niedoczynnosci tarczycy, a takze pojawienie si¢ obrzeku wola, skutkujacego poja-
wieniem si¢ duszno$ci. Terapia ta jest uwazana za bezpieczng zarowno dla pacjenta,
jak ijego rodziny. Zaleca si¢ jednak unikania bardzo bliskiego kontaktu z dzie¢-
mi i spania w osobnym pokoju przez okres od 2 do 4 tygodni. Leczenie promie-
niotworczym izotopem jodu jest stanowczo zabronione u kobiet w cigzy lub gdy
kobieta planuje cigze do 6 miesigcy po przyjeciu kapsutki zawierajacej '3'T [6].

Operacja usunigcia tarczycy jest metoda stosowang najczesciej w przypadku
niepowodzenia poprzednich dwoch. Polega ona na wykonaniu zabiegu tyreoidek-
tomii- wycigciu czgsci lub catej tarczycy. Zabieg ten przeprowadzany jest w znie-
czuleniu ogo6lnym, a tarczyca usuwana jest przez niewielkie nacigcie w dolnej
czesei szyi. Mimo, iz nie jest to operacja obarczona wysokim ryzykiem, mozliwe
sa powiklania takie jak: krwawienie, zakazenie, czy pojawienie si¢ chrypy. Przed
zabiegiem pacjent musi by¢ bezwzglednie doprowadzony do stanu normalizacji po-
ziomu hormonow gruczotu tarczowego- w przeciwnym razie moze doj$¢ do bardzo
niebezpiecznego chirurgicznego przetomu tarczycowego, prowadzacego nawet do
$piaczki. Tyreoidektomia prawie w kazdym przypadku skutkuje pojawieniem si¢
niedoczynnosci tarczycy [9].
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Streszczenie: Na catym $§wiecie obserwuje si¢ wzrost zachorowan na nowotwory rdéznego typu.
Nierzadko ich leczenie wiaze si¢ z wieloma trudnos$ciami, stad duze nadzieje poktada si¢ w now-
oczesnych metodach diagnostycznych, ktore pozwola wykry¢ chorobg w jak najwczesniejszym
stadium. Waznym aspektem klinicznym jest takze skuteczny monitoring choroby, ktory pozwala
przewidywac jej przebieg i kontrolowaé efekty terapii. Duze nadzieje poktada si¢ w detekcji kraza-
cych komoérek nowotworowych (ang. Circulating Tumor Cells, CTC), ktére moga by¢ wykorzystane
zarowno w diagnostyce, jak i kontroli efektywnosci leczenia. Z uwagi na ich mata liczbe¢ w uktadzie
krazenia, ciagle poszukuje si¢ nowych metod izolacji i charakterystyki CTC oraz udoskonala juz
znane rozwiazania, w celu osiggniecia jak najwigkszych korzysci klinicznych. W artykule przed-
stawiono wybrane, szeroko stosowane techniki izolacji i detekcji CTC, jak réwniez omowiono ich
wykorzystanie w wybranych nowotworach, tj. czerniaku, raku prostaty, ptuc i jelita grubego.

Stowa kluczowe: krazace komorki nowotworowe, detekcja CTC, czerniak, rak prostaty, rak ptuc,
rak jelita grubego

Summary: The increase in the incidence rate of various types of cancer is noticed around the world.
Frequently, cancer treatment is associated with many difficulties, hence many hopes are related to
modern diagnostic methods, able to detect the disease at the earliest possible stage. An important
clinical aspect is also effective disease monitoring, which allows to predict its course and control
the effects of therapy. Thus, there is a great interest in Circulating Tumor Cells (CTC), which might
be used in both diagnostics and monitoring of cancer diseases. Due to their low concentration in
the circulatory system, new methods of CTC isolation and detection are constantly being sought
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and the already known solutions are being improved to achieve the greatest clinical benefits. This
article presents selected, widely used CTC isolation and characterization techniques as well as their
application in various cancers: melanoma, prostate, lung and colorectal cancer.

Keywords: circulating tumor cells, CTC detection, melanoma malignant, prostate cancer, lung can-
cer, colorectal cancer

WPROWADZENIE

W ostatnich latach, krgzace komorki nowotworowe (ang. Circulating Tumor
Cells, CTC) zyskaly popularno$¢ wsrod badaczy. Wiele publikacji naukowych
sugeruje ich wysoka przydatnos¢, jako markera w diagnostyce roznych typow no-
wotworoéw. Do najszerzej opisanych z nich nalezy: rak stercza, rak ptuc, rak jeli-
ta grubego, a relatywnie nowe doniesienia wskazujg takze na uzytecznos¢ CTC
w czerniaku ztosliwym. Oprocz diagnostyki choréb nowotworowych, wskazuje
si¢ na ich znaczenie w predykcji przebiegu choroby oraz monitoringu efektywno-
$ci nowoczesnych terapii leczniczych, takich jak immunoterapia. Pomimo niedo-
godnosci zwigzanych z malg liczba CTC we krwi, co utrudnia ich wprowadzenie
do rutynowego postepowania, powstaja coraz bardziej doskonate metody izolacji
i detekcji CTC, a FDA (ang. Food And Drug Administration) zaakceptowato jed-
ng z nich — system CellSearch® w diagnostyce raka piersi, prostaty i jelita gru-
bego. Obecnie stosowane metody sa nadal poddawane analizom poréwnawczym,
w celu odnalezienia najlepszej, pozwalajacej na efektywna detekcje i charakte-
rystyke krazacych komorek nowotworowych, a co za tym idzie poprawe sytuacji
klinicznej wielu pacjentow. W artykule przedstawiono przeglad wybranych me-
tod izolacji i detekcji CTC oraz ukazano ich praktyczne wykorzystanie w czterech
typach nowotwordw: czerniaku ztosliwym, raku prostaty, ptuc i jelita grubego.

KRAZACE KOMORKI NOWOTWOROWE

Pierwsze doniesienia na temat krazacych komorek nowotworowych zostaty
zaprezentowane w 1869 roku [61]. Sa to komorki nowotworowe, ktore trafiaja
do uktadu krazenia w wyniku oderwania od guza pierwotnego [2]. By mogto ono
nastgpi¢, komorki nowotworowe musza okresowo ulega¢ odwracalnym zmianom
fenotypowym w wyniku przej$cia nabtonkowo-mezenchymalnego (ang. Epithe-
lial-Mesenchymal Transition, EMT). Podczas EMT dochodzi do zmian w obrebie
cytoszkieletu komorki oraz utraty biatek adhezyjnych — komorki zyskuja mobil-
nos¢, co umozliwia transport z pierwotnego ogniska do innych, odlegtych i po-
datnych tkanek. W docelowym miejscu komorki osiedlajg si¢ w wyniku procesu
odwrotnego do EMT — przej$cia mezenchymalno—nablonkowego (ang. Mesenchy-



WYBRANE METODY IZOLACIJI I DETEKCJI KRAZACYCH KOMOREK... 143

mal-Epithelial Transition, MET). Mechanizm inwazji oparty na tych procesach
jest jednym z popularniejszych wyjasnien powstawania przerzutow, cho¢ niektore
dane wskazuja, ze CTC o posrednim fenotypie sa najbardziej plastyczne, a zatem
bardziej agresywne i odporne na klasycznie stosowane metody leczenia [66, 81].

Krazace komorki nowotworowe sg klasyfikowane na podstawie najczestszej
lokalizacji w organizmie. Te znajdujace si¢ w szpiku kostnym i weztach chtonnych
okreslane sa mianem DTC (ang. Disseminated Tumor Cells) lub ITC (ang. Isolated
Tumor Cells) i sg przyczyng powstawania nawrotow choroby po dlugim czasie od
resekcji [2]. Najczestsze okreslenie — krgzace komorki nowotworowe, w rzeczywisto-
$ci odnosi si¢ do komorek krazacych w naczyniach krwiono$nych lub limfatycznych,
cho¢ w literaturze funkcjonuje jako pojecie szersze, obejmujace wszystkie typy [11].
W czerniaku CTC nosza miano CMC (ang. Circulating Melanoma Cells) [67].

CTC we krwi moga wystepowaé takze w postaci agregatow, ktdre nazywa
si¢ CTM (ang. Circulating Tumor Microembrioli). Zawieraja one od kilku do kil-
kudziesigciu komorek krazacych w uktadzie naczyniowym i prezentujg bardzo
wysoka zdolno$¢ do tworzenia przerzutow. Odpowiedzialna za tworzenie agre-
gatow jest glikoproteina CD44, ktoéra jednoczesnie chroni je przed specyficznym
rodzajem apoptozy — anoikis, do ktérego dochodzi w wyniku niewystarczajacej
interakcji miedzy komorka a macierza [81, 15].

Agregaty moga odrywac si¢ bezposrednio z guza lub powstawaé w wyniku
akumulacji pojedynczych CTC. Pomimo potaczonej formy, posiadajg zdolnosé
do skutecznej separacji i diapedezy [4]. W niektorych przypadkach agregaty ko-
morek moga tworzy¢ zatorowos¢ mikrozrostowg w naczyniach, a niedotlenienie
spowodowane embolizacja i/lub uwalnianiem TGF—f przez ptytki krwi moze in-
dukowa¢ EMT komorek nowotworowych, co sprzyja atakowaniu narzadow [39].

Wiele doniesien naukowych pojawiajacych si¢ na przestrzeni lat sugeruje, ze
na podstawie obserwacji kragzacych komoérek nowotworowych mozna dokonaé
diagnozy choroby nowotworowej, predykcji jej przebiegu [61, 60, 49], a ponadto
monitoringu leczenia, co jest szczegdlnie przydatne w testowaniu nowych tera-
pii. Uwaga naukowcoéw coraz bardziej skupia si¢ na doskonaleniu metod detekcji
CTC, ze szczegdlnym uwzglednieniem tych, ktore pozwalaja rozrézni¢ zywe ko-
morki nowotworowe od martwych. Jest to istotne, poniewaz obecno$¢ tych pierw-
szych wigze si¢ ze zdolnoscig do tworzenia przerzutow, gwattownym przebiegiem
choroby oraz gorszym rokowaniem [3].

METODY IZOLACJI I DETEKCJI KRAZACYCH
KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Krazace komorki nowotworowe sg wykrywane najcze¢sciej w niewielkich
probkach krwi obwodowej [92]. Wigkszos$¢ analiz polega na ocenie liczebnosci
komorek i ich charakterystyce. Niektore z metod pozwalajg réwniez na izolacje
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CTC i przeprowadzenie oznaczen molekularnych [60]. Liczba wykrytych komo-
rek waha si¢ od 0 do ponad 10 000 na 10 ml krwi [92]. Utrudnieniem w analizie
jest wysoka heterogennos$¢ CTC, ktdra obserwowana jest nawet w komorkach po-
chodzacych z tego samego guza [64]. Ponadto, z uwagi na relatywnie niska cze-
stotliwo$¢ wystepowania krazacych komorek nowotworowych wérod duzej licz-
by komorek krwi [67], wlasciwg analizg nalezy poprzedzi¢ etapem wzbogacenia,
czyli zwigkszenia koncentracji docelowych komoérek w probee [2].

W celu oceny CTC istotnym jest oddzielenie ich od otaczajacych komorek
krwi [49]. Wsrod wielu opracowanych metod izolacji istniejag dwa podstawowe po-
dejscia: systemy zalezne od znacznikow, czyli metody izolacji oparte na wykry-
waniu specyficznych powierzchniowych markerow CTC (i/lub leukocytow) oraz
systemy niezalezne od znacznikow, ktorymi sg metody niezalezne od specyficznych
markerow, oparte na wtasciwosciach fizycznych lub biologicznych CTC [54, 2].

Antygenem powierzchniowym charakterystycznym dla leukocytow jest gli-
koproteina CD45, ktora stuzy do selekcji negatywnej w wielu technikach [13,11],
a najczesciej wykorzystywanym antygenem, charakterystycznym dla wielu typow
nowotworow jest EpCAM (ang. Epithelial Cell Adhesion Molecule) [13], specy-
ficzny marker tkanki nablonkowej. Najnowsze techniki zalezne od znacznikow
projektowane sa tak, by wykrywaé¢ CTC na podstawie innych, bardziej specyficz-
nych dla danego nowotworu antygenow.

Wigkszo$¢ proponowanych technik ogranicza si¢ do analizy niewielkich pro-
bek krwi w warunkach in vitro, cho¢ nie jest to jedyne rozwigzanie. Mozliwa
jest takze izolacja krazacych komoérek nowotworowych w warunkach in vivo, po-
przez umieszczenie w zyle przedramienia detektora pokrytego przeciwciatami np.
anty—-EpCAM. Zaleta tego rozwigzania jest znacznie wigksza objetos¢ analizowa-
nej krwi niz w przypadku pojedynczej probki, a tym samym potencjalnie wyzsza
efektywnos¢ wykrycia krgzacych komoérek nowotworowych [11].

CELLSEARCH®

Zaaprobowany przez FDA do diagnostyki i monitorowania przebiegu raka
prostaty, przerzutujacego raka piersi i raka ptuc, system CellSearch® polega na
wychwytywaniu immunomagnetycznym i oznaczaniu fluorescencyjnym komo-
rek posiadajacych ekspresje¢ poszukiwanych markeréw. Probke stanowi krew pet-
na. Na rynku dostepne sg rézne zestawy pozwalajace na identyfikacje: komorek
srodbtonka (ekspresja CD146), nabtonkowych (ekspresja EpCAM) oraz komo-
rek czerniaka (ekspresja MCAM/CD146). We wszystkich zestawach, immuno-
selekcja negatywna opiera si¢ zwykle na wykorzystaniu antygenu CD45, w celu
usuniecia z probki leukocytow. Odczynnik DAPI dotaczony do zestawu, pozwala
wybarwi¢ jadra komoérkowe [89].

Procedura obejmuje dwa gtowne etapy: przygotowanie probki oraz wlasciwg
analizg, ktora polega na zliczaniu i identyfikacji CTC. Wykorzystywane sg dwa
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rodzaje odczynnikéw: odczynnik wychwytujacy, zawierajacy czastki posiadajace
rdzen magnetyczny, pokryte przeciwcialem i odczynniki stosowane w barwieniu
immunofluorescencyjnym. Czastki z rdzeniem magnetycznym wytwarzaja pole
magnetyczne pozwalajgce na separacje komorek, a ostateczna klasyfikacja ko-
morek opiera si¢ na kompatybilnosci fenotypow lub w oparciu o metody detekcji
mRNA [89, 13].

Dostegpne zestawy kontrolne zawieraja linie komdérkowe wykazujace ekspresje
pozadanych markerow, pozwalajace na wiarygodny odczyt uzyskanych wynikow.

Niedogodnosciag metody jest niezdolnos¢ do wykrywania komorek nowotwo-
rowych, ktore nie wykazujag ekspresji antygenu EpCAM, ktorego zanik obserwo-
wany jest w efekcie procesu EMT [17].

EPISPOT

EPISPOT (ang. Epithelial ImmunoSPOT), czyli modyfikacja techniki
ELISPOT (ang. Enzyme-Linked ImmunoSPOT), opiera si¢ na detekcji bialek,
wydzielanych przez zywe krazace komorki nowotworowe. Martwe komorki,
w odroznieniu od tych pierwszych, nie sg zdolne do produkcji i sekrecji biatek,
a przede wszystkich do tworzenia przerzutow [11]. Duza liczba wykrytych zy-
wych komorek §wiadczy o gwattownym postepie choroby.

Pierwszym etapem jest wzbogacenie, ktore moze by¢ oparte na wiasciwosciach
fizycznych i biologicznych komorek. System RosetteSep™ pozwala na szybka, rela-
tywnie prostg izolacj¢ komorek. Leukocyty i inne niepozadane komorki tworzg tetra-
meryczne kompleksy z przeciwciatami (ang. Rosettes). W wyniku wirowania na gra-
diencie ggstosci, kompleksy te opadajg na dno probowki, pozostawiajac oczyszczone
krazace komorki nowotworowe, ktore mozna podda¢ dalszej analizie [11, 79].

Nastepnie, komorki przez krotki czas s3 hodowane na membranie pokrytej prze-
ciwciatami, wychwytujacej produkowane biatka. Zwigzane biatka sg nastepnie wybar-
wiane dzigki zastosowaniu drugiego, wyznakowanego fluorochromem przeciwciata.
Analiza przeprowadzana jest z zastosowaniem mikroskopii fluorescencyjnej. Kazdy
pozytywny sygnat reakcji odpowiada obecnosci pojedynczej CTC. Technika moze
by¢ wykorzystywana do detekcji wlasciwie kazdego typu nowotworu przy zastoso-
waniu przeciwcial przeciwko charakterystycznym dla niego biatkom [3].

ADNATEST®

AdnaTest® nalezy do metod immunomagnetycznej selekcji pozytywnej. Czu-
los¢ i swoistos¢ wykrywania sg zapewnione przez zastosowanie kombinacji prze-
ciwciat, ktore wiagzg si¢ z réznymi epitopami i antygenami, uwzgledniajgc zmien-
nos¢ ekspresji antygenow CTC [90].

W pierwszym etapie — zwigkszania koncentracji komorek, kulki pokryte prze-
ciwciatami skierowanymi przeciwko antygenom powierzchniowym selektywnie
je wychwytuja [57, 18]. Zazwyczaj wykorzystywane sg 3 rozne przeciwciata cha-
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rakterystyczne dla antygenu danego nowotworu, co pozwala unikngé¢ falszywie
pozytywnych wynikow [90, 18]. Wychwycone komorki sa wykrywane za pomoca
metod PCR (ang. Polymerase Chain Reaction) poprzez analiz¢ grupy transkryp-
tow specyficznych dla danego typu nowotworu [18, 57].

MAGSWEEPER

Inng, niekomercyjng metoda detekcji CTC, opartg na immunomagnetycznej
separacji jest MagSweeper [88].

Do uzyskanej probki krwi dodawane sa wyznakowane magnetycznie prze-
ciwciata anty-EpCAM (przeciwcialo monoklonalne BerEP4) w celu selektywne-
go wyznakowania komorek pochodzenia nablonkowego. Nastgpnie wyznakowa-
ne komorki sa wychwytywane z mieszaniny komorek krwi dzigki zastosowaniu
wirujacych pretow magnetycznych. Technologia MagSweeper umozliwia izola-
cje rzadkich krazacych komorek nowotworowych z krwi obwodowej pacjenta,
bez koniecznosci jej lizy [88, 6, 78, 80]. Przeprowadzane sg 2 cykle, z ktorych
kazdy sktada si¢ z 3 etapow: wychwytywania, ptukania i uwalniania komorek.
W etapie wychwytywania prety magnetyczne ,,wylawiaja” docelowe komorki
z probki krwi. Etap ptukania sluzy eliminacji niezwigzanych komorek i otrzyma-
niu czystej populacji CTC. Ostatni etap stuzy uwolnieniu komoérek, ktore moga
by¢ nastgpnie analizowane [78]. Do czynnikéw, ktére decyduja o skutecznosci
metody naleza: specyficznos¢ zastosowanych przeciwciat, ograniczone wigzania
niespecyficzne (niezwigzane z interakcja antygen-przeciwcialo) oraz sita magne-
tyczna, odpowiednia do przyciagnigcia komorki [80]. Mozliwe jest takze zastoso-
wanie przeciwcial skierowanych przeciwko innym markerom powierzchniowym,
co daje mozliwos$ci rozszerzenia metody na nowotwory niewykazujace ekspresji
antygenu EpCAM [78].

NANOVELCRO CHIP

NanoVelcro Chip zaliczana jest do metod wykorzystujacych podtoze nanostruk-
turalne, na ktérym immobilizowane sg biotynylowane przeciwciala anty-EpCAM.
Przeptywajace przez chip krazace komorki nowotworowe sa wylapywane przez prze-
ciwciata i unieruchamiane na nosniku. W kolejnym kroku zwigzane komorki sg bar-
wione, np. na obecno$¢ cytokeratyn, a nastgpnie zliczane. Przedstawiono jak dotad
cztery generacje NanoVelcro, a kazda z nich stuzy innej analizie CTC. W pierwszej
generacji zastosowano podtoze nanostrukturalne (SiNS), nad ktérym umieszczono
microfluidyczny mikser, umozliwiajace zliczanie zwigzanych komorek [42, 52]. Dru-
ga generacja stuzy izolacji CTC. W tej technice wykorzystuje si¢ podtoze polimerowe
i laserowg analiz¢ mikroskopowa (ang. Laser Microdissection, LMD). W trzeciej ge-
neracji termoreaktywne szczotki polimerowe, poruszajace si¢ na SiNS, wychwytuja
i uwalniajg CTC, przy jednoczesnym zachowaniu zywotnosci komorek i ich integral-
nos$ci molekularnej. W celu oczyszczania CTC z dobrze zachowanymi transkryptami
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RNA, stosuje si¢ czwartg generacje NanoVelcro, w ktérej wykorzystano specyficzny
nanomaterial przewodzacy o charakterze polimeru [42].

Test NanoVelcro, zaaprobowany przez dwie instytucje, wykazuje stala sku-
teczno$¢ w wychwytywaniu CTC z probek pacjentow [52].

CELLCOLLECTOR®

CellCollector® (GILUPI GmbH) jest pierwszg na $wiecie metoda do izolacji
CTC in vivo [74, 36]. Technika ta umozliwia wytapanie CTC bezposrednio z krwi
obwodowej poprzez aplikacje detektora w zyle ramiennej pacjenta [30]. Detektor,
bedacy drutem ze stali nierdzewnej, posiada tzw. funkcjonalizowang koncowke
[84, 36]. Jest ona pokryta 2um warstwa ztota oraz hydrozelowa warstwa, do ktorej
kowalencyjnie przytagczone sg przeciwciata. Najszerzej przetestowang wersja de-
tektora jest ta, wykorzystujaca humanizowane mysie przeciwciata anty-EpCAM
(HEA125). Dzigki ich obecnosci z krwi pacjenta ,,wytawiane” sa EpCAM-po-
zytywne komorki CTC [84, 30]. Drut wprowadzany jest do zyly pacjenta na 30
minut, podczas ktorych ma on kontakt z okoto 1 litrem krwi, co znacznie zwigk-
sza szans¢ na izolacje rzadkich komorek, jakimi sg CTC w stosunku do metod ex
vivo [30, 74]. Ponadto, zaletg urzadzenia jest jego wysoka swoisto$¢ — w testach
kontrolnych, przeprowadzonych na krwi zdrowych ochotnikow nie stwierdzono
sygnatow falszywie pozytywnych [30, 74].

Metoda niesie ze sobg male niedogodnosci w postaci dyskomfortu porow-
nywalnego do tego, odczuwanego podczas pobierania krwi oraz ryzyka omdlen,
niedoci$nienia czy zasinien [25]. Nie odnotowano jednak powaznych skutkow
ubocznych stosowania detektora [74], a w 2012 roku zostat on zatwierdzony
przez Conformite Europeenne (CE) [36]. Test ten dzigki temu, ze jest bezpieczny,
dos$¢ tatwy i szybki w uzyciu, potencjalnie mogtby by¢ stosowany w placowkach
medycznych do szybkiego diagnozowania pacjentéw, nawet we wczesnych sta-
diach choroby [21, 30].

METODY OPARTE NA ANALIZIE PCR

Metody PCR (ang. Polymerase Chain Reaction), rtdwniez prowadzone w cza-
sie rzeczywistym (ang. Real-Time PCR), sa popularnymi metodami oceny ekspre-
sji gendw w roznych komorkach i tkankach [5]. Krazace komorki nowotworowe,
poruszajac si¢ w uktadzie krwionos$nym, uwalniajg do niego materiat genetyczny,
egzosomy oraz biatka. Niektére z metod koncentrujg si¢ na detekcji CTC na pod-
stawie obecnosci jego ctDNA (ang. Circulating Tumor DNA) lub RNA. Moga one
stanowi¢ samodzielne metody detekcji CTC lub taczone sg z innymi technikami.

RT-PCR (ang. Reverse-Transcription PCR) jest jedna z powszechniejszych
metod wykrywania mRNA biatek nowotworowych. Zaletg tej metody jest wyso-
ka wykrywalno$¢ CTC mimo zmiennego profilu ekspresji charakterystycznych
antygenow [38, 48].
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RT-gPCR (ang. Reverse transcription-quantitative PCR) jest czulg metoda
oceny ilosciowej mRNA, pozwalajaca na wykrycie rzadkich transkryptow i ma-
tych wariacji w ekspresji genow, co jest szczegdlnie istotne w analizie CTC. Oce-
na ilosciowa moze by¢ absolutna lub relatywna — absolutna pozwala uzyska¢ pre-
cyzyjna liczbe kopii mRNA, ale wymaga skonstruowania krzywej kalibracyjne;j
przy uzyciu standardow o znanym stezeniu. Natomiast w drugim przypadku okre-
sla si¢ i1lo$¢ materiatu genetycznego w probee eksperymentalnej, jako jej krotnosé
w stosunku do kalibratora [40].

Nowszymi metodami detekcji s3 ddPCR (ang. Droplet-Based Digital PCR)
1 NGS (ang. Optimized Next Generation Sequencing). Wykazuja one wysoka czu-
los¢, specyficznos¢ i precyzje wykrywania rzadkich sekwencji, a takze pozwalaja
uwzgledni¢ heterogennos$¢ i zmienno$¢ nowotworu. Ponadto, inwazyjnos¢ tych
metod jest minimalna, co czyni je przydatnymi w regularnym monitoringu cho-
rych [63]. Szczegolnie przydatna jest tu technika NGS, sktadajaca si¢ z 4 etapow:
ekstrakcji DNA [94, 34], przygotowania DNA [94, 37], etapu wzbogacenia i wla-
sciwego sekwencjonowania [94].

PRAKTYCZNE ZASTOSOWANIE METOD IZOLACJI
IDETEKCJI CTC W ROZNYCH TYPACH NOWOTWOROW

CZERNIAK

Czerniak skory (ang. Cutaneous Melanoma Malignant) wywodzi si¢ z niepra-
widtowych melanocytéw. Choc statystycznie wystepuje rzadko — stanowi okoto
1% wsrod innych nowotwordw skory, z uwagi na szybki rozwdj i zwigzane z tym
utrudnione leczenie, wspotczynnik $miertelnosci w przypadku tej choroby jest
wysoki. Sklania to do poszukiwania nowych metod diagnostycznych, pozwalaja-
cych rowniez na monitoring przebiegu choroby [1].

Wedtug klasyfikacji czerniaka proponowanej przez Swiatowa Organizacje
Zdrowia, wyroznia si¢ jego 4 podstawowe podtypy: czerniak szerzacy si¢ po-
wierzchownie (ang. Superficial Spreading Melanoma, SSM), czerniak wywodza-
cy si¢ ze ztosliwej plamy soczewicowatej (tac. Lentigo Maligna Melanoma,
LMM), czerniak guzkowy (ang. Nodular Melanoma, NM) oraz czerniak akralny
(ang. Acrolentiginous Melanoma, ALM) [9, 47].

Poszczegodlne podtypy roznig si¢ migdzy soba lokalizacja, cechami histolo-
gicznymi, grubo$cig zmian oraz wiekiem pacjentow [47]. Zachorowaniu sprzyja
w wigkszos$ci przypadkéw nadmierna ekspozycja na promieniowanie UV i zwig-
zane z nig poparzenia stoneczne oraz uwarunkowania genetyczne, przejawiajace
si¢ w wystepowaniu duzej liczby znamion czy charakterystycznych cech wygla-
du okreslanych, jako fototyp pierwszy w skali Fitzpatricka (jasny kolor skory,
oczu, wlosow) [68]. Najczestsze mutacje w czerniaku zwigzane sg z genami NF
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NRAS, KIT oraz BRAF. Te ostatnie dominuja typie non-CSD (ang. Non-Cumula-
tive Skin Damage), ktory nie jest zwigzany z uszkodzeniem postonecznym [76].

Klasyczna diagnostyka czerniaka opiera si¢ na wycigciu podejrzanej zmiany
skornej 1 poddaniu tkanki ocenie histopatologicznej. Wykrycie nieprawidtowych
komorek sugeruje powtdrny zabieg chirurgiczny z poszerzeniem marginesu pier-
wotnego wycigcia [56] i biopsje wezta wartowniczego, w celu opanowania proce-
su przerzutowania. Proponowanym leczeniem w przypadku wystgpienia przerzu-
tow jest terapia systemowa [86]. Wykorzystanie radioterapii w leczeniu czerniaka
zostato zakwestionowane z uwagi na fakt, ze jego komorki wykazuja w stosunku
do niej opornos¢ [28]. Istnieje hipoteza, ze radioterapia wzmaga efekty immuno-
terapii, ktora jest nowym i obiecujagcym podejSciem w walce z czerniakiem [23].

Alternatywa dla klasycznej diagnostyki czerniaka jest detekcja CMC. Ich
izolacja i charakterystyka oparta jest gtéwnie na wykazaniu obecnos$ci antyge-
noéw powierzchniowych, tj. MCAM (ang. Melanoma Cell Adhesion Molecule ,
MCAM/MUCI18/CD146), MART-1 (ang. Melanoma Antigen Recognized by T
cells 1/Melan-A) [53], opisywany, jako sprzyjajacy progresji czerniaka [67, 95,
46], a ponadto przydatny w oznaczeniach immunocytochemicznych [43] oraz
MAGE-A3 (ang. Melanoma Antigen A3), obiecujacy, jako cel immunoterapii
w czerniaku [70].

Obecnos¢ MART-1, MAGE-A3 jak rowniez antygenow PAX3 (ang. Paired
Box 3) 1 GM2/GD2 (ang. Ganglioside GM2/ Ganglioside GD2) zostata skorelo-
wana ze stopniem zaawansowania choroby i skroconym przezyciem [29]. W celu
wykrycia ekspresji genu MAGE-A3 zastosowa¢ mozna RT-qPCR, ktéry wykazuje
swoistos¢ i czuto$¢ w zakresie analitycznym [33]. CMC wykrywa¢ mozna tg me-
toda rowniez na podstawie obecno$ci mRNA tyrozynazy, ktora ulega ekspresji na
melanocytach i komodrkach czerniaka [72].

Z kolei metoda ddPCR pozwala wykry¢ charakterystyczne dla choroby muta-
cje BRAF (BRAFV600E), NRAS oraz TERT i moze by¢ wykorzystana w monito-
rowaniu efektow leczenia po zastosowaniu immunoterapii i ewentualnych nawro-
téw choroby [20, 73].

Antygen EpCAM nie ma praktycznego zastosowania w izolacji i detekcji
CMC ze wzgledu na brak jego ekspresji na komorkach pochodzenia melanocytar-
nego [67, 93]. Wigkszos¢ metod, jako docelowy wykorzystuje antygen MCAM,
np. CellSearch® CMC kit, lub bazuje na wtasciwos$ciach fizycznych i/lub biolo-
gicznych tych komorek.

Metoda konkurencyjng do CellSearch® pod wzgledem efektywnosci jest
S100-EPISPOT. W analizie EPISPOT kluczowe jest wykrycie produkowanych
przez CMC bialek z rodziny s100, szczegolnie: s100A1, s100A13 oraz s100B
[91]. CellSearch® nie pozwala rozr6zni¢ komoérek zywych od martwych, stad
EPISPOT moze okazac si¢ lepsza metoda do oceny prawdopodobienstwa wysta-
pienia przerzutow. Analiza porownawcza obu metod wykazata, ze CellSearch®
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charakteryzowal si¢ wigkszg warto$cig prognostyczna (istotny zwiazek z catko-
witym przezyciem), jednak S100-EPISPOT okazat si¢ znacznie czulszg technika,
wykazujac wyzszy odsetek pacjentow, z co najmniej dwiema CMC [16].

RAK PROSTATY

W 2018 roku odnotowano 1,28 miliona nowych przypadkéw zachorowan na
raka prostaty i okoto 360 tysiecy zgondw nim wywotanych [22]. Postep medy-
cyny przyczynit sie do udoskonalenia metod rezonansu magnetycznego, obrazo-
wania funkcjonalnego i poprawy stratyfikacji ryzyka [50]. Pomimo to, nowotwor
ten nadal stanowi powazny problem medyczny, z uwagi na trudnosci z wlasci-
wym doborem terapii, odpowiedniej dla tagodnej badz ztosliwej formy [87, 32].
Komorki nowotworowe przedostaja si¢ drogg weztow chtonnych najczesciej do
watroby 1 ptuc. Czeste sg rowniez przerzuty kostne, ktore objawiajg si¢ silnym
bolem kosci, hiperkalcemia i czgstymi ztamaniami [87]. Wystapienie przerzutow
wigze si¢ z wysokim ryzykiem zgonu.

Scisty monitoring choroby i leczenie miejscowe s3 rozwigzaniem preferowa-
nym u pacjentéw, u ktorych stezenie biatka PSA (ang. Prostate Specific Antigen)
nie przekracza 10 ng/ml, a co za tym idzie nowotwor ma wolniejszy przebieg. W le-
czeniu miejscowym stosuje si¢ radioterapi¢ i zabiegi chirurgiczne, jednak czesto
wiaza si¢ one z obnizajacymi jakos$¢ zycia objawami, tj. zaburzeniami seksualnymi,
czy nietrzymaniem moczu [7, 50]. W przypadku wystapienia przerzutow, leczeniem
z wyboru jest chemioterapia. Ponadto w chorobie stosuje si¢ leczenie przeciwan-
drogenowe (ang. Androgen Deprivation Therapy, ADT) [50, 82].

Rutynowe badania przesiewowe w kierunku raka prostaty maja na celu wcze-
sne wykrycie choroby i okreslenie jej stadium. Do tej pory za najbardziej uzy-
teczne uwaza si¢ okreslenie stezenia bialtka PSA w surowicy pacjentow [59, 7],
przyczyniajace si¢ do znacznego obnizenia $miertelnos¢ z powodu tego nowo-
tworu [59]. Niestety, pomimo powszechnego zastosowania, marker ten nie jest
specyficzny dla raka prostaty, a jego obecno$¢ wykazano rowniez w przypadku
zmian o charakterze tagodnym, co moze prowadzi¢ do zbednych biopsji narzadu.
Stad, potrzeba znalezienia bardziej specyficznego markera w rutynowej diagno-
styce raka prostaty [24]. Za takie biomarkery uwaza si¢ obecnie krazace komorki
nowotworowe, ich material genetyczny, czy egzosomy, wraz z zawartymi w nich
biatkami i RNA, okreslane wspolnym mianem ptynnej biops;ji.

Metody wykrywania CTC moga przyczyni¢ si¢ do poprawy diagnostyki no-
wotworu prostaty i monitoringu efektow leczenia, a ponadto uzupetni¢ powszech-
nie stosowane testy diagnostyczne. Nadrzgdnym celem tych dziatan jest skutecz-
na identyfikacja pacjentow z rakiem wysokiego ryzyka [10].

Jedng ze stosowanych w tym celu technik jest AdnaTest®. W przypadku raka
prostaty bazuje ona na detekcji antygenow KLK3 (ang. Kallikrein Related Pep-
tidase 3), KLK2 (ang. Kallikrein Related Peptidase 2), PSMA (ang. Prostate-
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-Specific Membrane Antygen), HOXB13 (ang. Homeobox Protein 13), GRHL2
(ang. Grainyhead Like Transcription Factor 2), FOXA1 (ang. Forkhead Box Al),
a takze obecnosci krotkich form receptora androgenowego (ang. Androgen Recep-
tor, AR). W analizie gendw wyzej wymienionych bialek znajduje zastosowanie
technika molekularna ddPCR.

Bazujaca na ekspresji antygenu EpCAM, technologia CellSearch®, charakte-
ryzowata si¢ porownywalng czuto$cia i nizszg skutecznoscig w zestawieniu z opi-
sywanymi AdnaTest® i ddPCR [18]. Ponadto, technika AdnaTest®, zaleznie od za-
stosowanego wariantu, wykazata obecnos¢ CTC u pacjentéw w rdznych stadiach
raka stercza, rowniez tych z przerzutami, obecno$¢ nowotworowych komorek ma-
cierzystych, a nawet komorek ulegajagcych EMT. Bezdyskusyjng zaleta omawia-
nej technologii okazata si¢ szeroka gama stosowanych markerow, tj. PSA, PSMA,
AR, C-MET (ang. Tyrosine-Protein Kinase Met), C-KIT (ang. Tyrosine-Protein
Kinase Kit) oraz syntetazy tymidylanowej (ang. Thymidylate Synthetase, TYMS),
pozwalajacych na stratyfikacje pacjentow wedtug stadium zaawansowania nowo-
tworu [71].

Z kolei MagSweeper wykazuje podobng efektywnos¢ wychwytu CTC do me-
tody CellSearch®, jednak w przeciwienstwie do niej, pozwala na izolacje czystej
subpopulacji zywych krazacych komérek nowotworowych, z dobrze zachowa-
nym transkryptomem. Pozwala to na dalsze przeprowadzenie analiz molekular-
nych, dostarczajacych cennych informacji klinicznych [14].

Uzyteczny klinicznie okazat si¢ rowniez system NanoVelcro. Jak dotad za-
stosowano go do monitorowania przebiegu terapii systemowej w raku prostaty.
Analizy dotyczyty korelacji liczby CTC ze stanem klinicznym pacjentow przed
i po 4-10 tygodniach terapii [52].

Technologia EPISPOT, wykrywajaca wylacznie produkty zywych komorek,
w przypadku raka prostaty jest ukierunkowana na biatko PSA oraz FGF2 (ang.
Fibroblast Growth Factor). Badania, w ktorych zastosowano ten test, u pacjen-
tow ze zlokalizowanym nowotworem prostaty, wykazywaly wykrywalnos¢ CTC
w zakresie 58,7%-71% [45, 75].

Z kolei CellCollector®, dajacy mozliwo$¢ analizy wiekszych objetosci krwi
poprzez bezposrednie wychwytywanie CTC z krwi pacjenta, cechowat si¢ wyzsza
czuto$cig i efektywno$cig w stosunku do metody CellSearch® [30].

Poroéwnanie trzech metod identyfikacji krazgcych komorek nowotworowych
— CellSearch®, EPISPOT i CellCollector®, w badaniu pacjentow z miejscowym
nowotworem prostaty pokazato, ze system CellSearch® charakteryzowat si¢ naj-
nizszym wskaznikiem wykrywalnosci CTC, wynoszacym zaledwie 14%, w sto-
sunku do CellCollector® i EPISPOT, ktorych wykrywalnos¢ stanowita odpowied-
nio 48% 142% [12]. Wytlumaczeniem tak zaskakujacego wyniku w przypadku
metody CellSearch® mogt by¢ fakt, ze u pacjentdow bez przerzutéw ilosé kraza-
cych we krwi CTC jest znacznie mniejsza [65].
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RAK PLUC

Rak ptuc w skali globalnej jest najbardziej $miertelng chorobg nowotworowa.
Mimo znacznych postepoéw w diagnostyce i leczeniu, raporty WHO podsumowu-
jace skale zachorowan 1 zgonow na nowotwory wykazaly, ze nowe przypadki raka
phuc zdiagnozowano u 2 milionéw przedstawicieli obu pici. W tym samym roku
z powodu tej choroby zmarto ponad 1,5 miliona pacjentow [22].

Wyrdznia sie cztery typy histologiczne raka ptuc: gruczolakoraki, raki pta-
skonablonkowe, niedrobnokomérkowe oraz drobnokomoérkowe [85, 55]. Cho¢
w wigkszo$ci przypadkow rak pluc jest wywolywany paleniem tytoniu, sita tej
zalezno$¢ jest determinowana typem histologicznym raka. Raki drobnokomorko-
we 1 ptaskonablonkowe uwaza si¢ za wywotane wyltacznie paleniem, zas gruczo-
lakoraki nie sa w tak duzym stopniu z nim powiazane [55].

Pigcioletnie przezycie pacjenta ze zlokalizowanym rakiem ptuc jest 13 razy
wyzsze od pacjentow z rakiem ptuc z odlegltymi przerzutami [77, 96, 27]. Nieste-
ty przy obecnych metodach diagnostycznych, takich jak tomografia komputerowa
(CT) lub pozytronowa tomografia emisyjna (PET) okoto 40% pacjentéw z rakiem
pluc w momencie diagnozy prezentuje obecno$¢ przerzutow. Dlatego tez, istot-
nym jest opracowywanie specyficznych metod diagnostycznych do wczesnego
wykrycia i leczenia pacjentow.

Jako zloty standard w diagnostyce raka pluca uznaje si¢ badanie histopatolo-
giczne. Jest ono jednak metodg inwazyjna, nie zawsze jednoznaczng, ktora obar-
czona jest ryzykiem odmy optucnowej lub krwotoku. Najczgsciej wybieranymi
markerami nowotworowymi w diagnozowaniu raka ptuc sg: CEA (ang. Carcino
Embryonie Antigen), CYFRA 21-1 (ang. Cytokeratin Fragment Antigen 21-1),
SCCA (ang. Squamous Cell Carcinoma Antigen), NSE (ang. Neuron Specific Eno-
lase) 1 CA 242 (ang. Carbohydrate Antigen 242). Niestety ich czulo$¢ i swoistos¢
nie sg w pelni satysfakcjonujace [41].

Wigkszos¢ metod detekeji CTC, wykorzystywanych w diagnostyce raka phuc
opiera si¢ na ekspresji antygenu powierzchniowego EpCAM. Inne, stosowane
markery to HER2 (ang. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), MUCI1
(ang. Mucin 1) oraz cytokeratyny 8, 181 19 [51, 8, 62].

Dobrze rokujgca metodg detekcji CTC w raku ptuc jest AdnaTest®. Uwaza
si¢, ze test ten charakteryzuje si¢ wickszg czuto$cig wykrywania CTC w niedrob-
nokomoérkowym raku ptuc w stosunku do referencyjnej metody CellSearch®. Za
pomocg AdnaTest® CTC wykazano u 29% badanych, podczas gdy CellSearch®
umozliwit ich wykrycie tylko u 15% pacjentow. Korzystne wydaje sie by¢ pola-
czenie obu metod — wykrywalno$¢ CTC wzrosta wowcezas do 40% [35].

Inna, stosunkowo nowa technika detekcji CTC u pacjentow z rakiem ptuc jest
metoda CellCollector®. Mozna ja uzna¢ za wysoce skuteczng, gdyz CellCollec-
tor® umozliwit detekcje CTC (>1 CTC) u 58% badanych pacjentéw, podczas gdy
detekcja CTC za pomocg “zlotego standardu” CellSearch® okazata si¢ pozytywna
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u 27% pacjentow [30]. W innym badaniu CellCollector® zostal zastosowany do
detekcji CTC u pacjentow we wezesnym stadium niedrobnokomoérkowego raka
ptuc, gdzie CTC wykryto az u 94,1% pacjentow [26].

Metody detekcji CTC niezalezne od konkretnego markera, wykorzystuja
okreslone fizyczne lub biologiczne wlasciwosci tych komorek do ich izolacji.
Obejmujg one separacj¢ na podstawie gestosci, wielkosci (Screencell®), okreslo-
nych wlasciwosci elektrycznych (dielektroforeza) oraz zdolnosci inwazyjnej CTC
(VitaAssay™) [54].

RAK JELITA GRUBEGO

Wedtug raportu WHO, w 2018 roku na swiecie nowotwor jelita grubego zostat
wykryty u ponad miliona pacjentow i spowodowat §mier¢ 500 tysigcy osob [22].

Rozwoj raka jelita grubego jest procesem dlugotrwatym. W procesie transfor-
macji nabtonka, prowadzacym do powstania raka jelita grubego, dochodzi do co
najmniej 5 zmian na poziomie molekularnym, gtéwnie na drodze dwoch szlakow.
W 85% rakow jelita grubego dochodzi do niestabilnos$ci chromosomalnej (CIN),
za$ 15% przypadkow jest spowodowane zdarzeniami powodujacymi niestabil-
nos$¢ mikrosatelitarng (MSI), znang roéwniez, jako btad replikacji (RER) [44].

Do czynnikéw zwigkszajacych ryzyko zachorowania na raka jelita grubego
nalezy palenie tytoniu, spozywanie czerwonego i/lub przetworzonego miesa, al-
koholu, niewielkie spozycie warzyw i owocow, otytos$¢ czy cukrzyca typu II [19].

Rutynowa kolonoskopia jest stosowana w diagnostyce wczesnych stadiow
nowotworu, jednak jej inwazyjno$¢ zniecheca pacjentow do regularnych badan.
Wsrod osob, u ktérych zdiagnozowano raka jelita grubego, okoto 20% bedzie
przechodzi¢ chorobe z przerzutami. Regionalne wezty chtonne, watroba, pluca
i otrzewna to w przypadku raka jelita grubego najczgstsze miejsca przerzutow.
Perforacja i/lub niedroznos¢ jelit wigze si¢ ze ztym rokowaniem, bez wzglgdu na
stadium nowotworu [83].

Stosujac rozne metody detekcji CTC u pacjentow z rakiem jelita grubego (np.
CellSearch®) stwierdzono nizsze stezenie CTC w poréwnaniu z rakiem prostaty
czy piersi. Moze to by¢ spowodowane wigzaniem EpCAM-pozytywnych CTC
w watrobie, obserwowane w raku jelita grubego [69]. Niedogodnosci te spowodo-
waly koniecznos$¢ zastosowania innych rozwiazan u pacjentéw z tym typem raka.
Dobre rezultaty przyniosto polgczenie dwoch metod — CellSearch® i AdnaTest®,
w celu zwigkszenia skutecznosci detekcji CTC [69, 58, 31]. Polaczenie to spo-
wodowato wzrost wskaznika wykrywania z 30% do 50% (wskaznik dla testow
wykonanych osobno wynosit 30% dla AdnaTest® i 33% dla CellSearch®) [31].

Do detekcji CTC u pacjentéow z rakiem jelita grubego zastosowano réwniez
CellCollector®. Badania porownawcze objety CellCollector® i metode referencyj-
ng CellSearch®. Wyniki pokazaty, ze za pomoca pierwszej z nich wykryto 135
komorek, za$ przy uzyciu CellSearch® 161. Podkreslono jednak, ze za pomoca
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CellCollector® wykryto >1 CTC u 41,3% pacjentéw, a za pomocg CellSearch
u 31,3%. Wyniki sugeruja zatem, ze detekcja CTC u pacjentdw z rakiem jelita
grubego za pomoca CellCollector® nie charakteryzuje si¢ lepsza wydajnoscia
w poréwnaniu do technologii CellSearch® [21].

PODSUMOWANIE

Wczesne wykrycie choroby nowotworowej u pacjentow daje wicksze mozliwo-
$ci leczenia i zwigksza szanse na przezycie. Tradycyjne metody diagnostyczne nie
zawsze pozwalaja na wykrycie choroby w jej poczatkowym stadium, a cze$¢ z nich
nie nalezy do bezpiecznych czy komfortowych dla pacjenta. Dobrym wyborem wy-
daje si¢ by¢ detekcja i charakterystyka krazacych komoérek nowotworowych, jako
markerow choroby oraz w celu oceny przebiegu jej leczenia. Istnieje wiele metod
izolacji i detekcji CTC, ktére moga opieraé si¢ zarowno na obecnos$ci specyficznych
markerow na powierzchni komorek jak iich fizycznych wtasciwosciach. Warto
podkresli¢, ze metody detekeji CTC cechujg si¢ zréznicowang skutecznoscig w r6z-
nych typach rakoéw. Niemniej jednak, wykazano, ze ich taczenie znaczaco poprawia
wydajno$¢ detekcji. Pewnym jest, ze metody te beda ulegac¢ ciggtemu ulepszaniu,
juz teraz stanowiac dobre narzedzie diagnostyczne w wielu typach nowotwordw.
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Streszczenie: MeCP2 to biatko powszechnie wystepujace w roznych tkankach ludzkiego organiz-
mu, ktérego najwyzszy poziom odnotowuje si¢ w mozgu. Ze wzgledu na jego zdolnos¢ do wigza-
nia si¢ zarowno z metylowanym DNA jak i do kompleksow modyfikujacych chromatyne, MeCP2
moze zarowno odczytywaé wzory modyfikacji epigenetycznych jak i bra¢ udzial w powstawaniu
nowych. Najwyzsza ekspresje osiaga w dojrzatych neuronach i pozostaje wysoka przez cate zycie,
co podkresla jego wazng funkcj¢ w dorostym mozgu. Konsekwencjg niedoborow tego biatka sg nie-
prawidtowosci w rozwoju aksondéw i dendrytow, a takze neurotoksycznos¢. Mutacje MECP2 moga
manifestowaé si¢ w postaci wystgpowania wielu zaburzen (w wigkszosci choroby o podtozu neu-
robiologicznym), jak np. zesp6t Retta, czy cigzka encefalopatia noworodkowa. Poza tym, MeCP2
moze odgrywaé wazna rolg w rozwoju uzaleznien oraz zaburzen depresyjnych, a takze nowotworow.

Stowa kluczowe: MeCP2, regulacja epigenetyczna, czynnik transkrypcyjny, choroby neurologiczne,
rozwdj mozgu

Summary: MeCP2 protein is distributed in various tissues of the human body, with the highest
level recorded in the brain. MeCP2 can act as a transcription factor capable of either activating or
repressing transcription. It can bind to both methylated DNA and chromatin-modifying complexes.
MECP?2 expression increase during development and remain high throughout life which under-
lines its important function in the adult brain. It is know, that MeCP2 is responsible for the proper
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maturation of neuron cells, synaptogenesis and general development of the nervous system. The
consequence of its deficiencies are abnormalities in the development of axons and dendrites, as
well as neurotoxicity. Mutations in the MECP2 gene can result in many disorders. Most of them are
neurobiological diseases, such as Rett syndrome or neonatal encephalopathy. In addition, MeCP2
may play an important role in the pathomechanisms of addiction and depressive disorders as well
as cancer.

Keywords: MeCP2, epigenetic regulation, transcription factor, neurobiological disease, brain
development

WPROWADZENIE

W ciagu ostatnich lat zainteresowanie epigenetyka znacznie wzrosto, a termin
ten coraz czg$ciej pojawia si¢ nie tylko w kontekscie badan molekularnych, ale
rowniez 1 tych z zakresu fizjologii, czy nawet ekologii. Zostal on zaproponowany
w 1942 r. przez Waddingtona i definiuje dziedzing nauki zajmujaca si¢ badaniem
zmian zachodzacych w ekspresji/funkcji genow, ktore nie wynikaja bezposrednio
ze zmian sekwencji nukleotydéw (mutacji) w DNA [14]. Pod wpltywem dziatania
roznych czynnikow zewnetrznych (np. stres, dieta, styl zycia) dochodzi do licz-
nych modyfikacji DNA oraz biatek histonowych prowadzacych do zmian w struk-
turze chromatyny. Konsekwencja tego jest zmiana dostgpnosci promotorow ge-
néw dla czynnikow transkrypcyjnych i biatek enzymatycznych, co prowadzi do
modyfikacji procesow transkrypcji DNA na RNA, a tym samym zmian ekspresji
okreslonych genow. Co ciekawe zmiany epigenomu moga by¢ dziedziczone mig-
dzypokoleniowo i coraz czegsciej faczone sg z patogeneza wielu chorob, w tym
nowotwordéw i zaburzen o podtozu neurobiologicznym [47].

Do najwazniejszych mechanizmdéw epigenetycznych zaliczamy: metylacjg/
demetylacje DNA, biochemiczne modyfikacje (w tym acetylacja/deacetylacja,
fosforylacja/defosforylacja, metylacja/demetylacja, sumoilacja) biatek chromaty-
ny, oraz oddziatywanie malych niekodujacych (mikro) RNA Wsrod najczesciej
badanych, szczegolnie w konteks$cie patomechanizmow chorob, sa zmiany profilu
metylacji DNA oraz acetylacji i metylacji biatek histonowych [9, 10].

Proces metylacji DNA katalizowany jest przez enzymy z rodziny DNA mety-
lotransferaz (ang. DNA methyltransferases, DNMTs), ktore sa odpowiedzialne za
przyfaczanie grupy metylowej (-CH,) do pigtego wegla cytozyny (powstaje S-me-
tylocytozyna, SmC) w miejscach okreslanych jako wyspy CpG (regiony w geno-
mie o podwyzszonej zawartosci dinukleotydow CpG). Procesem przeciwnym do
metylacji jest reakcja demetylacji katalizowana przez DNA demetylazy takie jak:
glikozydaza tyminy (ang. Thymine-DNA glycosylase, TDG), deaminaza cytozyny
(ang. cytosine deaminase, AID) czy biatka TET (ang. Ten-eleven Translocation)
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[54]. Jak wskazujg liczne badania, metylacja DNA odgrywa istotng role w roz-
woju i przebiegu chorob nowotworowych (np. nowotwory piersi, ptuc, prostaty,
okreznicy czy biataczki) [9], chorob psychicznych (np. schizofrenia) [40], neuro-
degenaracyjnych [18, 43] oraz w procesach starzenia si¢ ludzkiego organizmu [26].

Kolejng wazng grupe zmian epigenetycznych stanowia modyfikacje histonow.
Histony to grupa biatek zasadowych tworzgcych rdzenie, na ktére nawinigta jest
ni¢ DNA, formujac struktur¢ chromatyny. Wyréznia si¢ 5 typéw histondéw: HI,
H2A, H2B, H3 i H4. Trzy pierwsze sa szczego6lnie bogate w aminokwas lizy-
ng, za$ dwa kolejne, najbardziej konserwatywne, w argining. Konce biatek (tzw.
ogony histonowe) ulegaja licznym modyfikacjom potranslacyjnych polegajacych
najczesciej na przytaczaniu niewielkich grup metylowych, badz acetylowych [6].
Reakcje acetylacji/deacetylacji mozliwe sa dzicki zaangazowaniu enzyméw, od-
powiednio acetylotransferaz histondw (ang. histone acetyltransferase, HAT) i de-
acetylaz histonow (ang. histone deacetylase, HDAC 1-11 podzielone na trzy kla-
sy) [38]. Metylacja biatek histonowych jest z reguty procesem bardziej ztozonym,
polegajacym na dotaczaniu jednej, dwu lub trzech grup metylowych (odpowied-
nio: mono-, di- lub trimetylacja) do aminokwasu lizyny przy aktywnos$ci metylo-
transferaz histonéw. Zasadniczo konsekwencjg acetylacji histonow jest aktywa-
cja ekspresji genow, za$ deacetylacja wigze si¢ z jej zahamowaniem. Metylacja
histonow, w zaleznos$ci od ilo$ci przytaczonych grup metylowych i miejsca ich
przylaczenia, moze wywiera¢ efekt aktywujacy lub hamujacy [6].

Uwaza si¢, ze modyfikacje epigenetyczne biatek wptywaja na strukture chro-
matyny w dwojaki sposéb. Po pierwsze zmieniajg (nasilaja lub ostabiajg) oddzia-
lywanie histon-histon badz histon-DNA, przez co w istotny sposdb modulujg sto-
pien kondensacji chromatyny. Rozluznienie chromatyny utatwia przytaczenie si¢
polimerazy RNA oraz czynnikéw transkrypcyjnych do promotora genow i akty-
wacje procesu transkrypcji. Przeciwnie jej kompresja prowadzi do zahamowania
ekspresji genow. Drugi mechanizm dziatania modyfikacji zwigzany jest z ich ak-
tywujacym lub hamujacym wplywem na wigzanie biatek regulujgcych strukture
chromatyny. Biatka te odczytuja znaczenie danego wzoru modyfikacji i powodu-
ja dalsze modyfikacje chromatyny — samodzielnie lub poprzez rekrutacje innych
czynnikow [18]. Przyktadem moze by¢ czynnik MeCP2 (ang. Methyl-CpG bin-
ding protein 2), ktory jest wielofunkcyjnym biatkiem zaangazowanym w regula-
cje licznych proceséw zachodzacych w jadrze komoérkowym. Ze wzgledu na fakt,
ze MeCP2 moze aktywnie wigza¢ SmC w DNA, poczatkowo przypisano mu rolg
represyjng. Niedawno wykazano, ze bialko moze rowniez oddziatywac z 5-hy-
droksymetylowanymi cytozynami (5hmC) w regionach wydtuzania aktywnych
transkrypcyjnie gendéw oraz uczestniczy w rekrutacji zarowno korepresorow jak
i koaktywatorow transkrypcji. W zwiagzku z tym MeCP2 postrzegany jest obecnie
jako (pozytywny lub negatywny) regulator transkrypcji genow [41].
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ZNACZENIE MeCP2 W ROZWOJU
I FUNKCJONOWANIU MOZGU

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA MeCP2

Biatko MeCP2 wystepuje powszechnie w réznych tkankach ludzkiego orga-
nizmu, jednakze nie z taka samg intensywnos$cig. W ptucach, $ledzionie, a przede
wszystkim w mdzgu (gtownie w neuronach, w mniejszym stopniu w komodrkach
glejowych) obserwuje si¢ jego najwyzsza ekspresje. Z drugiej strony w watrobie,
sercu, nerkach, czy jelicie cienkim notuje si¢ nizsze niz $rednia, poziomy biatka
MeCP2 [23, 11, 44]. We wczesnych stadiach rozwoju zarodkowego u myszy po-
ziom MeCP2 jest niski, wzrasta natomiast w pozniejszych jego etapach. Najwyz-
sza ekspresje osigga w dojrzatych neuronach i pozostaje wysoki przez cate doro-
ste zycie, co podkres$la jego wazng funkcje w dorostym mozgu. U ludzi widoczny
wzrost ekspresji MeCP2 nastepuje od potowy cigzy i stopniowo zwigksza si¢ az
do 10 roku zycia. Wiadomo, ze ten czynnik transkrypcyjny odgrywa kluczowa
rolg w dojrzewaniu i réznicowaniu neuronow, synaptogenezie i rozwoju uktadu
nerwowego [23]. Brak lub obnizenie aktywnosci MeCP2 skutkuje nieprawidto-
wym rozwojem dendrytow i aksondéw (w konsekwencji zaburzeniami w rozwoju
mozgowia) oraz nasileniem procesow neurotoksycznosci wynikajacych z nad-
miernego uwalniania kwasu glutaminowego [31].

MeCP2 to prawdopodobnie jedno z najlepiej oraz najdoktadniej opisanych
biatek jadrowych nalezacych do rodziny MBD (zawieraja specyficzne domeny
wigzace grupy metylowe; ang. methyl-CpG-binding domain, MBD). W ludzkim
organizmie kodowane jest przez sktadajacy sie z okoto 76 tysiecy par zasad (kpz)
gen MECP2, ktory zlokalizowany jest przy koncu dtugiego ramienia chromosomu
X w regionie q28. Zbudowany jest z czterech eksonow (kodujace czesci genodw)
oraz trzech intronéw (niekodujace czesci gendw) (Ryc. 1A). Gen MECP?2 jest
regulowany negatywnie przez wigzanie nichistonowych biatek chromosomalnych
HMGN (ang. High Mobility Group Nucleosome) oraz pozytywnie przez czyn-
nik wzmacniajacy 2C miocytow (ang. Myocyte-specific Enhancer Factor 2C,
MEF2C). Istotng role w regulacji ekspresji genu odgrywaja rowniez mikroRNA,
takie jak miR-132, rmiR-7b, miR-483-5p, miR-155/miR-802 oraz miR-181 [3].

U myszy iludzi alternatywne sktadanie genu mecp2/MECP2 prowadzi do
wytworzenia dwoch izoform biatkowych (MeCP2E1 — 498 aminokwasow i Me-
CP2E2 — 468 aminokwasow) [2, 49]. Obydwie izoformy rdznia si¢ przede wszyst-
kim okresem poéttrwania (E1 — 4 godziny, E2 — 100 godzin). [zoforma E1 to gtow-
na forma MeCP2 i ta, ktora jest silniej ekspresjonowana (ok. 90% catkowitego
MeCP2) w mozgu [3], stad bedzie ona przedmiotem dalszych rozwazan.

Biatko MeCP2, ktorego tagczna masa wynosi ok. 53 kDa, utworzone jest przez
5 utozonych kolejno charakterystycznych czgsci: domena N-koncowa (ang. N-ter-
minal domain, NTD), domena odpowiadajaca za wigzanie metylowanego DNA
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RYCINA 1. A. Lokalizacja genu MeCP2 na chromosomie X, oraz jego organizacja z zaznaczeniem
miejsc rozpoczecia transkrypcji izoformy E1 oraz E2 biatka MeCP2 (czerwone strzatki), B. Schema-
tyczna organizacja budowy biatka MeCP2 z uwzglednieniem jego 5 domen oraz pogladowym ozna-
czeniem miejsc potranslacyjnej fosforylacji (czerwone kreski wraz z numerami oznaczajacymi numer
modyfikowanego aminokwasu). Opracowano na podstawie [3]

FIGURE 1. A. Localization of the MeCP2 gene on the X chromosome, and its organization with
marking of transcription start points for the E1 and E2 isoforms (red arrows), B. Schematic orga-
nization of the MeCP2 protein structure, including its 5 domains and an illustrative designation of
post-translational phosphorylation sites (red lines with numbers denoting the number of the modified
aminoacids). Based on [3]

(ang Methyl-CpG-binding domain, MBD), domena posrednia (ID) stabilizujaca
MBD, domena odpowiadajaca za represje transkrypcji DNA (ang. transcriptional
repression domain, TRD) oraz domena C-koncowa (ang. carboxy terminal doma-
in, CTD) [35] (Ryc. 1B). Spos$rod wymienionych, dwie domeny — MBD oraz TRD
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zwiazane s z represja transkrypcji, ktora odbywa si¢ poprzez interakcje z mety-
lowanym DNA, pozostate za$ biorg udziat w innych oddziatywaniach MeCP2 [2].

Analiza budowy przestrzenng biatka pozwala stwierdzi¢, ze sklada si¢ ono
w: 4% z a-helis, 21% z B-harmonijek, a w 13% z B-zakr¢tow. Co bardzo intere-
sujace, az 60% biatka MeCP2 nie tworzy zadnych struktur, ktére mozna by ja-
sno przyporzadkowac do ktorej$ konkretnej grupy [1]. Stwierdzono réwniez, ze
jedynie domena MBD wykazuje obecnos$¢ zdefiniowanych, wyraznych struktur
[lI-rzgdowych. Pozostate fragmenty MeCP2 sa natomiast jednym z najlepszych
przykladow wewnetrznie nieuporzadkowanego biatka [2].

AKTYWACJA MeCP2

Jak wiekszos$¢ biatek petnigcych istotne funkcje w organizmie zywym, tak
1 biatko MeCP2 podlega Scistej regulacji, ktérej zadaniem jest dostosowanie jego
aktywnosci do obecnych potrzeb ustroju. Aktywacja oraz inaktywacja biatek
zachodzi na drodze licznych modyfikacji potranslacyjnych, ktore czgsto tworza
wielopoziomowe sprzg¢zone tancuchy wspdlnych korelacji i dzigki temu umozli-
wiajg zachowanie rownowagi ustroju [5].

W neuronach niepobudzonych MeCP2 reguluje ekspresje gendéw poprzez
wigzanie si¢ z dinukleotydami CpG w promotorach réznych genéw, gdzie jest
roOwniez zwigzany z innymi represorami takimi jak: deacetylaza histonow (np.
HDACI1, HDAC?2) i metylotransferaza histonéw oraz ko-represor Sin3a (znacze-
nie domeny TRD) (Ryc. 2). W rezultacie dochodzi do kondensacji chromatyny
i zablokowania dostgpu dla maszynerii transkrypcyjnej. Aktywacja neuronu in-
dukuje zmiany w czasteczce MeCP2, co prowadzi do jej uwolnienia z regionu
promotora i dysocjacji kompleksu korepresora. Dochodzi do hiperacetylacji chro-
matyny, ktéra umozliwia transkrypcje wlasciwych genow [15].

Mechanizm regulacji aktywnosci biatka MeCP2 opiera si¢ zasadniczo na 6
procesach chemicznych, do ktorych zalicza si¢: fosforylacje, acetylacje, acylacje,
metylacje, ubikwintynacje oraz sumoilacj¢. Obecnie wiedza na temat mozliwych
modyfikacji potranslacyjnych biatka MeCP2 jest bardzo obszerna, stad w tym ar-
tykule autorzy skupia si¢ wylacznie na zjawisku fosforylacji, ktore jest kluczowe
dla prawidtowej regulacji epigenetycznej w mozgu.

Gltowne miejsca fosforylacji MeCP2 znajdujg si¢ na aminokwasie seryna
w pozycjach: 13, 80, 116, 149, 164, 216, 229, 274, 421 a takze 424 tancucha poli-
peptydowego i dotyczg r6znych domen (Ryc. 1B), przy czym z, punktu widzenia
prawidtowego rozwoju oraz funkcjonowania mézgu najwazniejsze wydaje si¢ do-
danie grupy fosforanowej w pozycjach S80 oraz S421 [13].

W neuronach niepobudzonych MeCP2 jest $ci§le zwigzany z trzecim promo-
torem genu kodujacego czynnik transkrypcyjny pochodzenia mozgowego (ang.
brain-derived nurotrophic factor, BDNF), czyli biatko kluczowe dla prawidtowe-
go rozwoju i funkcjonowania mézgu, w tym procesu synatogenezy. Aktywacja
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. Metylowane wyspy CpG

RNA

koaktywatory

RYCINA 2. MeCP2 jako pozytywny lub negatywny regulator transkrypcji genow.

W represji transkrypcyjnej (u gory) MeCP2 wiaze metylowane wyspy CpG, rekrutuje deacetylazy hi-
stonowe i korepresory (np. Sin3A) indukujac wyciszenie gendow. Podczas aktywacji (u dotu) MeCP2,
wigze niemetylowane promotory, rekrutuje CREB1 i koaktywatory. Opracowano na podstawie [15]
FIGURE 2. MeCP2 as a positive or negative gene transcription regulator.

In transcriptional repression (top), MeCP2 binds methylated CpG islands, recruits histone deacetylases
and co-repressors (e.g. Sin3A) inducing gene silencing. During transcriptional activation (bottom),
MeCP2 binds unmethylated promoters, recruits CREB1 and co-activators. Based on [15]

neurondw wigze si¢ z depolaryzacja btony komorkowej i naptywem jonéw wap-
nia do komorki, co skutkuje fosforylacja MeCP2 S421 w mechanizmie zaleznym
od kinazy zaleznej od jonow wapnia i kalmoduliny II/IV (ang. Ca2+/calmodulin-
-dependent protein kinase 1I/1V, CaMKII/IV). Kolejno dochodzi do uwolnienia
MeCP2 z promotora genu BDNF, dzigki czemu mozliwa jest transkrypcja i syn-
teza tego biatka. Wskazuje sie, ze fosforylacja w pozycji S421 jest kluczowa dla
prawidtowego rozwoju i funkcji synapsy. Dodatkowo odgrywa istotng rol¢ w re-
gulowaniu procesow uczenia si¢ i pamigci oraz procesu zwanego skalowaniem sy-
naptycznym, czyli sytuacji w ktorej synapsy w osrodkowym uktadzie nerwowym
same reguluja swojg aktywnos$¢ i stan pobudzenia proporcjonalnie do stymula-
cji, ktorg otrzymujg od sagsiadujacych neurondéw dzieki istnieniu petli uyjemnych



168 K. SZMYT 1 WSP.

sprzezen zwrotnych [12]. Wyniki badan przeprowadzonych na myszach wskazu-
ja, ze mutacja biatka MeCP2 w miejscu S421 uniemozliwiajaca jego fosforylacje
moze negatywnie wptywac na przetwarzanie nowych do§wiadczen [13].

Pod wptywem depolaryzacji neuronu dochodzi réwniez do defosforylacji
MeCP2 w pozycji S80, co umozliwia dysocjacj¢ biatka od chromatyny. Z kolei
jego ponowna fosforylacja przez kinaze¢ biatkowa 2 oddziatujacg z homeodomeng
(ang. Homeodomain-interacting protein kinase 2, HIPK2) przyczynia si¢ do in-
dukcji apoptozy. Z przeprowadzonych badan z wykorzystaniem myszy genetycz-
nie modyfikowanych wynika, Ze powstanie mutacji w pozycji 80 moze prowadzic¢
do zaburzen lokomotoryki [13, 50].

Procz zaprezentowanej przeciwstawnej regulacji MeCP2 przez aktywnosé
neurondw, ktora sugeruje, ze fosforylacja S421 odgrywa wigksza role w aktyw-
nych neuronach, za§ S80 ma wicksze znaczenie w neuronach spoczynkowych,
niedawno zidentyfikowano kolejng modyfikacje, tym razem dotyczacg treoniny
w pozycji 308. Pod wplywem depolaryzacji neuronow dochodzi do fosforyla-
cji w domenie TRD MeCP2, czego konsekwencja jest blokada interakcji biatka
z kompleksem ko-represorowym receptora jadrowego (ang. nuclear receptor co-
-repressor, NCoR), co skutkuje aktywacjg transkrypcji m.in. genu kodujacego
czynnik transkrypcyjny Npas4 (ang. Neuronal PAS Domain Protein, czynnik kto-
ry promuje rozwoj synaps hamujacych na neuronach pobudzajacych) i zwigzana
z tym aktywacje transkrypcji BDNF [3]. Istotnym elementem kontroli poziomu
i aktywnosci biatka MeCP2 jest oddziatywanie transkryptu genu z mikroRNA
(zwtaszcza miR132/212) oraz wzajemna relacja pomigdzy MeCP2 a czynnikiem
transkrypcyjnym CREB (ang. cAMP response element-binding protein) [4]. Bio-
synteza obydwu biatek jest bowiem wzajemnie zalezna. Mysie biatko MeCP2 in-
dukuje aktywnos¢ genu creb, natomiast nadmiar biatka CREB hamuje biosyntez¢
MeCP2 [8].

ZNACZENIE MeCP2 W PATOMECHANIZMIE CHOROB

MeCP2 to kluczowy czynnik zaangazowany w prawidlowy rozwdj mozgu,
w zwigzku z tym zaburzenia jego funkcji, bedace najczesciej wynikiem zmian
ekspresji (utrata ekspresji lub nadekspresja) kodujacego go genu, moga prowadzic¢
do bardzo powaznych konsekwencji, wsérod ktoérych dominuja choroby o podtozu
neurobiologicznym. Sposrod opisywanych w literaturze, zespot Retta wydaje si¢
by¢ najwazniejszym ze schorzen bezposrednio zwigzanym z mutacjami wyste-
pujacymi w genie MECPZ2. Do innych mozemy zaliczy¢ np. ciezka encefalopatie
noworodkowg, zaburzenia ze spektrum autyzmu (ang. autism spectrum disorder,
ASD) oraz upos$ledzenia umystowe sprzezone z chromosomem X (ang. X-/inked
mental retardation, XLMR) [32, 33, 52]. Procz tego, MeCP2 moze odgrywac waz-
ng role w rozwoju uzaleznien oraz zaburzen depresyjnych [3].
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Zespol Retta (ang. Rett syndrome, Rett’s disorder, RTT)

Zespot zaburzen neurorozwojowych, ktorego nazwa pochodzi od nazwiska
austriackiego pediatry Andreasa Retta, ktory po raz pierwszy opisat je w 1965
r., a nastgpnie uczestniczyt w pracach nad opracowaniem kryteriow diagnostycz-
nych schorzenia [24].

RTT charakteryzuje si¢ stosunkowo normalnym rozwojem przez pierwsze 6
do 18 miesiecy zycia, po czym nastepuje stopniowa utrata wyuczonych umiejet-
nosci, ktora prowadzi do ci¢zkiej niepetnosprawnos$¢ intelektualnej oraz utraty
mowy. Osoby z RTT cierpig z powodu ataksji, czyli zaburzen koordynacji rucho-
wej, nickontrolowanych ruchow rak, probleméw z oddychaniem, lekow i niepo-
kojow (czesty ptacz), czy napaddéw padaczkowych [22].

Przez dhugi okres czasu nie znane byly przyczyny rozwoju RTT. Wiadomo
byto jednak, ze pojawia si¢ gldwnie u dziewczynek (czestotliwos¢ ok. 1:10.000
zywych urodzen), co pozwalalo przypuszczac, iz jego wystepowanie moze miec
zwigzek z chromosomem X. W 1999 r. opisano pierwsza mutacje genu zwigza-
nego z zespotem Retta, ktora dotyczyta MECP2. Jak si¢ okazuje zmiany w se-
kwencji DNA tego genu sg z reguly niewielkie i moga dotyczy¢ réznych miejsc.
Zachodza one najczesciej de novo (rodzinne wystepowanie RTT bardzo rzadkie)
1 wystepuja u ponad 95% pacjentow z typowa i u ok. 40% osob z atypowa posta-
cig Zespotu Retta [51]. Co warto podkresli¢, prace majace na celu wyjasnienie
roli MeCP2 w patofizjologii RTT przyczynity si¢ do znacznego rozwoju wiedzy
na temat struktury i natury tego biatka. Aktualnie znanych jest blisko 300 mutacji
w genie kodujagcym biatko MeCP2, ktore mogg mie¢ zwigzek z wystgpowaniem
RTT. W tym, ponad 60% stanowig mutacje punktowe polegajace na zamianie nu-
kleotydu C na T w obrebie 8 dinukleotydow CpG, szczegdlnie zlokalizowanych
w trzecim i czwartym eksonie genu [48]. Procz tego stwierdza si¢ delecje (utrata
czesci genu), rzadziej insercje (wstawienie dodatkowych nukleotydow) lub du-
plikacje (zwielokrotnienie sekwencji nukleotydow) [22]. U pacjentow z nietypo-
wym przebiegiem RTT zidentyfikowano rowniez mutacje innych genow, w tym
cyklinozaleznej kinazy 5 (CDKLS), Netryny G1, czy FOXG1 [17, 20].

Znaczenia mutacji genu MECP2 oraz powstajacego na jego matrycy biatka
upatruje si¢ przede wszystkim w kontek$cie zaburzonej ekspresji genow, w kto-
rych transkrypcje jest zaangazowane. Do chwili obecnej opisano kilka genow re-
gulowanych przez MeCP2, jednakze szczegdlnego znaczenia nadaje si¢ regulacji
ekspresji A2BP1 (ang. ataxin 2-binding protein 1), GAMT (ang. guanidinoacetate
N-methyltransferase) i przede wszystkim BDNF'. Nieprawidlowe funkcjonowanie
dwoch pierwszych gendéw determinuje wystgpowanie powaznych zaburzen inte-
lektualnych, rozwoju mowy, czy padaczki, co wydaje si¢ bezposrednio wigzac
z RTT [22]. Szczegblna role przypisuje si¢ mozliwosci regulacji ekspresji BDNF,
czyli kluczowego czynnika neurotroficznego wystepujacego w mozgu odpowie-
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dzialnego przede wszystkim za prawidlowe ksztaltowanie si¢ potaczen nerwowych
[30]. U pacjentek z zespolem Retta obserwuje si¢ rowniez zmniejszong ekspresje
genu GABR3 kodujacego podjednostke B3 receptora GABA  (receptor gtowne-
go neuroprzekaznika hamujacego w mozgu — kw. y-aminomastowego, GABA).
Z drugiej strony obserwuje si¢ nadmierne uwalnianie glutaminianu przez komorki
mikrogleju, prawdopodobnie na skutek nasilonej aktywacji transporteréw amino-
kwasow pobudzajacych EAAT 112 (ang. Na*-dependent glutamate transporters
1, 2) oraz wzrost poziomu receptora AMPA (receptor jonotropowy dla gtowne-
go aminokwasu pobudzajacego w mozgu — kw. glutaminowego) [45]. Wszystko
to w konsekwencji moze prowadzi¢ do zaburzenia rownowagi pomigdzy GABA
i kw. glutaminowym prowadzacej do nadmiernego pobudzenia w mézgu. W efek-
cie dochodzi do obserwowanego w przebiegu RTT, nasilenia proceséw oksyda-
cyjnych w komorce (produkcja wolnych rodnikow tlenowych) prowadzacych do
oksydacyjnych uszkodzen lipidow i bialek. Co istotne, aktywacja powyzszych
proceséw moze skutkowaé rowniez obnizong syntezg BDNF w mozgu [34].

Pomimo intensywnych badan, etiologia zespolu Retta wciaz jest zbyt stabo
poznana, co znajduje odbicie w braku skutecznych terapii. Obecnie stosowane
leczenie objawowe nacelowane jest na tagodzenie skutkdw, a nie zlikwidowanie
przyczyny choroby. Najatrakcyjniejsza strategia terapeutyczng wydaje si¢ by¢
przywrocenie prawidtowej ekspresji MECP2 poprzez wstawienie dodatkowych
kopii genu, jednak podejmowane proby koncza si¢ z reguty niepowodzeniem.
Wynika to z faktu, ze tak jak niedobory biatka MeCP2 niosg ze sobg powazne
konsekwencje, podobnie jego nadmiar (obserwowany np. w zespole duplikacji
MeCP2, ang. MECP2 duplication syndrome) powoduje zaburzenia charaktery-
zujace si¢ dysfunkcja neurologiczng, niepetnosprawnoscia intelektualng i niekto-
rymi cechami podobnymi do RTT. U myszy nadekspresja MECP2 powoduje hi-
poaktywno$¢ i drgawki [51].

Uzaleinienia

Uzaleznienie jest zaburzeniem psychicznym, ktore charakteryzuje si¢ kompul-
sywnym (nawracajacym) szukaniem i przyjmowaniem narkotyku lub innej sub-
stancji uzalezniajacej, pomimo powaznych konsekwencji, jakie niesie za sobg ich
przyjmowanie [25]. Dluga ekspozycja na substancje uzalezniajace zmienia wzor
ekspresji gendw w mozgu, co uwaza si¢ za podstawe wystepowania w/w objawow
psychopatologicznych. Wykazano, ze indukowane narkotykami dlugotrwate neu-
roadaptacje powstale w mozgu sa czgsciowo zalezne od mechanizmdéw epigene-
tycznych, w tym aktywnosci MeCP2. Na przyktad przedluzone, nieograniczone,
samopodawanie kokainy zwigksza ekspresje MeCP2 w wielu obszarach moézgu,
podczas gdy indukowane lentiwirusem obnizenie ekspresji MeCP2 w prazkowiu
(struktura moézgowa) skutkowato ograniczeniem spozycia kokainy, co sugeruje
udziat tego biatka w nickontrolowanym przyjmowaniu narkotykow [7, 29]. Indu-
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kowana kokaing ekspresja MeCP2 moze wptywac na powstajace po ekspozycji na
narkotyk adaptacje komorkowe za pomoca réznych mechanizméow. Wielokrotne
podania kokainy prowadzg do hipermetylacji promotora genu CDKL5 (ang. cyc-
lin dependent kinase like 5), przez co obserwuje si¢ zwigkszone wigzanie MeCP2
i ostabienie ekspresji genu skutkujgce zmianami plastycznymi w jadrze potleza-
cym w mozgu [16]. Z drugiej strony kokaina powoduje represj¢ transkrypcji po-
przez aktywacje miR-212 i miR-132 [13]. Co istotne, jednorazowe podania koka-
iny oraz amfetaminy powodowaly wzrost fosforylacji MeCP2 S421 w prazkowiu
[16]. Wnikliwa analiza wykazata, ze MeCP2 jest fosforylowany wytacznie w ma-
tej populacji szybko rosngcych interneuronow GABA-ergicznych. Zaobserwowa-
no réwniez wzajemng korelacj¢ miedzy poziomami ekspresji MeCP2 w sytuacji
spozywania kokainy, a zmianami acetylacji biatek histonowych [6, 42]. Przy po-
wtarzajacej si¢ ekspozycji na kokaine zauwazono zmniejszajacy si¢ poziom ace-
tylacji histonéw w neuronach GABA-ergicznych. Procz tego obserwowano inne
zmiany w poszczegdlnych histonach, ktore byly uwarunkowane okresem poda-
wania (podania jednorazowe lub dtugotrwate) kokainy. Na przyktad, po 10-dnio-
wym, 2-godzinnym podawaniu kokainy poziom MeCP2 zwigkszyt si¢, co pozy-
tywnie korelowato z poziomem BDNF w hipokampie i prazkowiu [37].

Zaburzenia nastroju

W spoteczenstwach wysokorozwinigtych zaburzenia nastroju stanowig wio-
dacg przyczyna niesprawnosci i niezdolnosci do pracy. Do najwazniejszych zali-
czamy depresje, ktora obecnie jest najczgsciej diagnozowanym zaburzeniem psy-
chicznym [21]. Pomimo kilkudziesi¢ciu lat badan majacych na celu wyjasnienie
patomechanizmu depresji, nasza wiedza na ten temat jest w dalszym ciggu niewy-
starczajaca, co przektada si¢ na brak laboratoryjnych markerow diagnostycznych
oraz niska skutecznos¢ dostepnych form farmakoterapii. Nowe kierunki badan
nad zaburzeniami depresyjnymi wskazuja, ze istotna rolg w etiopatogenezie de-
presji moga odgrywac¢ mechanizmy epigenetyczne (wlacznie z MeCP2), induko-
wane przez dzialanie réznych czynnikéw srodowiskowych (np. stres) [10].

W kontroli zachowania i emocji kluczowa rolg odgrywa serotonina i zwia-
zana z nig transmisja serotoninergiczna w mozgu. Pacjentom z zespolem Retta
bardzo czesto towarzyszy wystepowanie zachowan agresywnych i lekowych oraz
zmiennych stanow emocjonalnych, ktérym towarzysza zmiany aktywnosci neu-
ronéw aminergicznych i obnizone poziomy serotoniny. U myszy pozbawionych
genu MeCP2 (ang. mecp2 knock-out) obserwowano obnizone poziomy zar6wno
serotoniny jak i dopaminy w mézgu [13]. W konteks$cie zaburzen depresyjnych,
dyskutuje si¢ przede wszystkim znaczenie fosforylacji MeCP2 S421.

W 2012 r. zostaty opublikowane dwie prace amerykanskiego zespotu, ktore
przypisuja kluczowa role fosforylacji czynnika MeCP2 w przeciwdepresyjnym
dziataniu citalopramu (leku z grupy selektywnych inhibitorow wychwytu zwrot-



172 K. SZMYT 1 WSP.

nego serotoniny, SSRI) oraz imipraminy (z grupy tréjpierscieniowych lekow prze-
ciwdepresyjnych, TLPD). Badania behawioralne przeprowadzone na myszach
szczepu dzikiego oraz z genetycznym knock-in (KI; zamiana seryny w pozycji
421 na alaning, ktéra uniemozliwia fosforylacj¢ p-S421-MeCP2; MeCP2S421A),
wykazaty zwigkszona wrazliwo$¢ myszy z mutacjg na dziatanie §rodowiskowych
czynnikdéw stresogennych i brak odpowiedzi na dtugotrwate podania imiprami-
ny po przewleklym stresie socjalnym. Ponadto wykazano wzrost poziomu p-S-
421-MeCP2 w mézgu po chronicznych podaniach imipraminy u myszy typu dzi-
kiego, poddanych procedurze przewleklego stresu socjalnego. Podobne zmiany
w lokalizacji ufosforylowanej formy biatka MeCP2 odnotowano rowniez w jadrze
potlezacym po podaniach citalopramu. Wyniki tych badan wskazuja, ze fosfory-
lacja MeCP2 jest niezbgdna do adaptacji behawioralnej indukowanej antydepre-
santem, poniewaz myszy z mutacja MeCP2S421A nie zareagowaty na przewlekte
leczenie przeciwdepresyjne [27, 28].

Inne schorzenia

W kontekscie zaburzen zwigzanych z regulacja MeCP2 obecnie najczesciej
badane sg zaburzenia o podtozu neurobiologicznym. Biatko to jednak ze wzgledu
na swa lokalizacj¢, moze odgrywaé réwniez istotng role w patomechanizmie in-
nych zaburzen. Wykazano miedzy innymi zwiazek pomiedzy MeCP2, a choroba-
mi nowotworowymi. W procesach nowotworowych, takich jak rak ptuc, watroby,
piersi czy jelita grubego, funkcja MeCP2 jest zwiazana z regulacja epigenetyczng
genow zwigzanych z rakiem, w szczegdlno$ci z mechanizmami obejmujacymi hi-
permetylacje promotorow tych genow [39]. W raku zotadka wykazano, ze gtebo-
kos¢ nacieku miejscowego jest zwigzana z poziomem biatka MeCP2, ktory pod-
lega Scistej regulacji przez miR-212 [53]. W przypadku raka prostaty, ktory jest
najczestszym rakiem wystepujacym u mezczyzn, MeCP2 kontroluje rdznicowa-
nie si¢ komorek oraz ich apoptoze [46]. Ponadto MeCP2 wiaze si¢ takze z innymi
nowotworami, takimi jak szpiczak, nowotwory krwi czy rak szyjki macicy [19].

PODSUMOWANIE

Biatko MeCP2 to jeden z najwazniejszych czynnikow transkrypcyjnych w or-
ganizmie czltowieka (w szczeg6lno$ci w mdzgu), ktory ze wzgledu na mozliwosé
wszechstronnego oddziatywania na epigenom komorki, okreslane jest mianem kry-
tycznego regulatora epigenetycznego. Procz mozliwo$ci wigzania si¢ z metylowanym
DNA w jadrze komorkowym, posiada rowniez zdolno$¢ rekrutowania innych czynni-
kéw transkrypeyjnych, biatek represorowych czy aktywatorow transkrypcji. Ponadto
moze rowniez oddziatywacé z innymi czynnikami modyfikujacymi biatka chromatyny
(np. HDAC). W zwiagzku z tym, MeCP2 jako jedno z nielicznych biatek w komorce,
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moze uczestniczy¢ zarowno w odczycie jak powstawaniu nowych wzoréw epigene-
tycznych. Aktualnie wiedza na temat MeCP2 jest stosunkowo duza, a do lepszego po-
znania zarowno jego struktury jak i funkcji, niewatpliwie przyczynita si¢ identyfikacja
mutacji w genie MECP?2 jako gtownej przyczyny zespotu Retta. Biatko MeCP2 odpo-
wiada za prawidlowy wzrost oraz funkcjonowanie mozgu, szczegdlnie poprzez udziat
w aktywacji syntezy czynnika BDNF w neuronach. Zarowno ekspresja MECP2 jak
1 aktywnos¢ powstatego na jego matrycy biatka, podlega wielowymiarowej regulacji
w komorce. Do najwazniejszych mechanizméw, ktore moga przyczyniac sie do akty-
wacji/dezaktywacji biatka nalezy zaliczy¢ katalizowane przez r6zne kinazy biatkowe
procesy fosforylacji/defosforylacji indukowane w momencie pobudzenia komorki.
Badania ostatnich lat wskazuja, ze nieprawidtowosci w ekspresji genu lub aktyw-
nosci biatka MeCP2 mogg przyczynia¢ si¢ do rozwoju licznych choréb o podtozu
neurobiologicznych, w tym wspomnianego juz zespotu Retta. Ponadto MeCP2 moze
petni¢ znaczaca role w rozwoju uzaleznien od substancji psychoaktywnych, zaburzen
depresyjnych, czy innych schorzen neurorozwojowych. Ponadto stwierdzono réwniez
zwigzek pomigdzy MeCP2 a niektorymi typami nowotworow u ludzi. Co wazne, nad-
mierna ekspresja MECP2 jest rownie niebezpieczna jak i jego niedobor, co znacznie
ogranicza mozliwos$¢ stosowania terapii genowych polegajacych na wiaczeniu dodat-
kowych kopii do kodujacego genu.

Niewatpliwie MeCP2 jest istotnym i krytycznym czynnikiem dla prawidlowego
rozwoju 1 funkcjonowania moézgu, stad doktadniejsze poznanie jego natury moze
w przysztosci przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania mechanizméw wielu chorob,
by¢ moze w przysztosci wyznaczy¢ réwniez nowe kierunki poszukiwania skutecz-
nych terapii r6znych zaburzen, szczegdlnie tych zwigzanych z uktadem nerwowym.
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METYLOTRANSFERAZY ARGININY
I ICH WPLYW NA EPIGENOM

PROTEIN ARGININE METHYLTRANSFERASES
AND THEIR INFLUENCE ON EPIGENOME

Joanna JANISIAK, Patrycja KOPYTKO, Maciej TARNOWSKI

Streszczenie: Metylotransferazy argininy (PRMT) sa rodzing enzymoéw epigenetycznych katali-
zujacych przeniesienie grupy metylowej z S-adenozylometioniny na resztg¢ argininy w ogonach
histonowych lub biatkach nichistonowych. Wsrdd rodziny PRMT wyréznia si¢ 9 enzymoéw na-
zwanych zgodnie z numeracja PRMT1 — PRMT9. Ze wzgledu na przebieg katalizowanej reakc-
ji metylotransferazy argininy zostalty podzielone na 3 klasy: I, II oraz IIl. Pierwszy etap reakcji
we wszystkich klasach przebiega w ten sam sposob i polega na wytworzeniu monometyloargininy.
Kolejny etap metylacji przebiega odrgbnie dla kazdej klasy enzymow: PRMT I katalizuje powstanie
asymetrycznie dimetylowanej argininy, PRMT II prowadzi do wytworzenia symetrycznie dimety-
lowanej argininy, natomiast PRMT III umozliwia jedynie powstanie monometyloargininy. Zjawisko
metylacji na resztach argininy ogonéw histonowych prowadzi do zmiany architektury chromaty-
ny, kontrolujac w ten sposob jej aktywno$¢ transkrypcyjna. Metylotransferazy argininy reguluja
wiele procesdOw komorkowych, w tym: wzrost, proliferacje i roznicowanie komorek; transkrypc-
je; naprawe uszkodzen DNA; przetwarzanie RNA, transdukcje sygnatu; modulujg funkcjonowanie
uktadu odpornosciowego oraz umozliwiaja utrzymanie homeostazy glukozy. Niestety dysregulacja
poziomu metylotransferaz argininy moze prowadzi¢ do powstania nieprawidlowych wzorcow mety-
lacji. Konsekwencja tego zjawiska jest nieprawidtowe funkcjonowanie waznych szlakow sygnal-
izacyjnych w komorce, prowadzace do rozwoju chordb przewlektych. W niniejszej pracy udowod-
niliSmy, iz nieprawidlowy poziom metylotransferaz argininy sprzyja wystapieniu: cukrzycy, chordéb
uktadu sercowo-naczyniowego, astmy oskrzelowej oraz licznych nowotwordow ztos§liwych.

Stowa kluczowe: metylotransferazy argininy, metylacja, arginina, choroby przewlekte

Summary: Protein arginine methyltransferases (PRMTs) are a family of epigenetic enzymes that
catalyze the transfer of a methyl group from S-adenosylmethionine to an arginine residue in histone
tails or nonhistone proteins. Among the PRMT family there are nine enzymes named according to
the numbering PRMT1 — PRMT9. Due to the course of the catalyzed reaction, arginine methyltrans-
ferases have been divided into three classes: I, II and III. The first stage of the reaction in all classes
proceeds in the same way and consists in the production of monomethylarginine. In the second stage
of the reaction is the methylation stage and is separate for each enzyme class: PRMT I catalyzes the
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formation of asymmetrically dimethylated arginine, PRMT II leads to the production of symmetrically
dimethylated arginine, while PRMT III only allows the formation of monomethylarginine. The meth-
ylation reaction on histone tail arginine residues leads to a change in the chromatin architecture, thus
controlling its transcriptional activity. Arginine methyltransferases control many cellular processes,
including: cell growth, proliferation and differentiation; transcription; repair of DNA damage; RNA
processing, signal transduction; modulate the functioning of the immune system and enable the main-
tenance of glucose homeostasis. Unfortunately, dysregulation of arginine methyltransferases may lead
to abnormal methylation patterns. The consequence of this reaction is the malfunctioning of important
signaling pathways in the cell, leading to the development of chronic diseases. In this study we have
proved that abnormal levels of arginine methyltransferases are conducive to the occurrence of: diabe-
tes, cardiovascular diseases, bronchial asthma and numerous malignant tumors.

Keywords: Protein arginine methyltransferases, methylation, arginine, chronic diseases

WPROWADZENIE

U eukariontéw DNA znajduje si¢ w jadrze komorki, gdzie ulega asocjacji
z biatkami, tworzgc chromatyng. Powstaty kompleks nukleoproteinowy kontrolu-
je wszystkie procesy jadrowe z udziatem DNA (transkrypcja, replikacja i napra-
wa DNA) [41]. Podstawowa jednostka strukturalng chromatyny jest nukleosom,
ktory utworzony jest z oktameru histonow rdzeniowych (H2A, H2B, H3 i H4),
wokot ktorego owiniete jest 147 bp DNA. Poszczegolne nukleosomy sa potaczo-
ne za pomocg DNA tacznikowego [3]. Poczatkowo sadzono, iz biatka histonowe
petnig jedynie funkcje strukturalna, niezbedng do upakowania chromatyny. Obec-
nie wiadomo, ze N-koncowe ogony histono6w sg nieustrukturyzowane i wystaja na
zewnatrz rdzenia nukleosomu, dzieki czemu moga ulega¢ licznym modyfikacjom
potranslacyjnym (ang. translational modification PTM) [41]. Do najlepiej po-
znanych PTM zalicza si¢: metylacje, acetylacj¢ oraz fosforylacje [5S0]. Powstate
w ten sposOb zmiany epigenetyczne w obregbie histonow koordynuja powinowac-
two do biatek zwigzanych z chromatyna, dzigki czemu modulujg jej architekture
i reguluja aktywnos¢ transkrypcyjna (Ryc. 1) [5]. Gdy sznur nukleosomow ulega
rozluznieniu, materiat genetyczny jest tatwo dostepny dla czynnikéw transkryp-
cyjnych i nastepuje wzmozona ekspresja genow. Natomiast $ciste upakowanie
chromatyny uniemozliwia proces transkrypcji [28, 56].

Metylacja biatek histonowych uwazana jest za najtrwalszg modyfikacje epige-
netyczng zwigzang zarowno z aktywacjg transkrypcji jak i jej represja [70]. Przyla-
czenie grupy metylowej do reszty aminokwasowej biatka histonowego wywoluje
zmiany w architekturze chromatyny, prowadzac do jej relaksacji lub kondensacji
[78]. Gtownym miejscem metylacji w ogonach histonéw sa podstawowe amino-
kwasy tancuchow bocznych reszt lizyny (K) iargininy (Arg, R) [7]. Lancuchy
boczne lizyny mogag by¢ mono-, di-, lub trimetylowane, natomiast tancuch boczny
argininy moze by¢ mono- lub dimetylowany (symetrycznie lub asymetrycznie) [6].
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RYCINA 1. Schemat modyfikacji epigenetycznych. Zmiany epigenetyczne obejmuja: metylacje
wysp CpG w nici DNA oraz potranslacyjne modyfikacje reszt aminokwasowych ogonéw histono-
wych (arginina (R), lizyna (K), seryna (S), tyrozyna (T)), ktore podlegaja: metlacji (M), acetylacji
(A) oraz fosforylacji (F)

FIGURE 1. Epigenetic changes include: methylation of CpG islands in the DNA strand and post-trans-
lational modifications of the amino acid residues of histone tails (arginine (R), lysine (K), serine (S),
tyrosine (T)), which are subjected to: methylation (M), acetylation (A ) and phosphorylation (F)

Uniwersalnym i najwazniejszym donorem grupy metylowej (-CH3) w procesie
metylacji w organizmie czlowieka jest S-adenozylometionina (SAM, AdoMet)
[32]. Przytaczenie —CH3 do reszt aminokwasoéw znajdujacych si¢ na ogonach hi-
stonow katalizowane jest przez metylotransferazy histonowe (ang. histone me-
thyltransferase, HMT). Istnieja 2 gltowne typy HMT: specyficzne dla lizyny: (ang.
histone lysine methyltransferase, HKMT) i dla argininy: (ang. protein argining me-
thyltransferase, PRMT), ktore katalizuja przeniesienie -CH3 z AdoMet na odpo-
wiedni aminokwas [32, 65]. W niniejszej pracy skupiono si¢ na scharakteryzowaniu
rodziny metylotransferaz argininy oraz zaburzeniu poziomu PRMT w patogenezie
wybranych chordb przewlektych.

METYLACJA ARGININY

Arginina jest aminokwasem o charakterze silnie zasadowym, posiadajagcym
najdtuzszy tancuch boczny wsrod naturalnie wystepujacych aminokwasow. Lan-
cuch boczny argininy jest dodatnio natadowany, dlatego czg¢sto wytwarza wia-
zania wodorowe i wchodzi w interakcje z kwasami nukleinowymi [25, 64]. Arg
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zawiera grupe guanidynowa, ktora zapewnia wytworzenie 5 wigzanh wodoro-
wych. W fizjologicznym pH grupa guanidynowa ma charakter protonowy, jednak
w obecnosci metylotransferaz argininy moze ulega¢ metylacji na jednym lub obu
koncowych resztach azotu [43, 74]. W przeciwienstwie do innych PTM, kowalen-
cyjne przytaczenie —CH3 nie zmienia ogdlnego tadunku argininy, gdyz tadunek
ten jest pochlaniany przez rezonans w grupie guanidynowej [74]. Kazdorazowe
przytaczenie grupy metylowej do argininy skutkuje uwolnieniem 1 donoru wodo-
ru, wplywajac na zmiang konformacji aminokwasu, czyniac go bardziej hydro-
fobowym [44]. Metylacja Arg jest reakcja wysokoenergetyczna, a przylaczenie
grupy —CH3 wymaga zuzycia 12 czasteczek ATP [25].

Metylacja argininy jest wazng modyfikacja epigenetyczna, odgrywajaca klu-
czowg role w regulacji transkrypcji i strukturalnej przebudowie chromatyny [23,
54]. Uznano, iz przylaczenie —CH3 do R jest najbardziej rozpowszechnionym
typem metylacji bialek jadrowych i cytoplazmatycznych w komoérkach ssakow
i obejmuje od 0,7 do 1% calkowitych reszt argininy. Reakcja metylacji argininy
katalizowana jest przez rodzing enzymow metylotransferaz argininy i polega na
przeniesieniu grupy metylowej z AdoMet do substratu argininowego, uzyskujac
reszte metyloargininy i S-adenozylohomocysteing (SAH) [30]. Znane sg 3 rodza-
je metyloarginin: monometyloarginina (Rmel), asymetryczna dimetyloarginina
(Rme2a) i symetryczna dimetyloarginina (Rme2s) [86]. Metylacja specyficznych
miejsc R w histonach wplywa na interakcje chromatyny. Zmiana ta odgrywa klu-
czowa role w regulacji ekspresji genéw, bowiem metylacja histonow w pozycji
H4R3me2a, H3R2me2s, H3R17me2a, H3R26me2a odpowiada za aktywacje
transkrypcji, natomiast H3R2me2s, H3R8me2a, H3R8me?2s, H4R3me2s rowno-
znaczna jest z jej represja. Ponadto PRMT posiadaja wiele substratow, ktore sa
biatkami niehistonowymi. Biatka te zaangazowane sa w liczne procesy komorko-
we, w tym: réznicowanie, cykl komoérkowy, apoptoze, endocytoze oraz transport
RNA [13, 54].

METYLOTRANSFERAZY ARGININY

W organizmie cztowieka znanych jest 9 roznych metylotransferaz argininy, ko-
dowanych przez geny PRMTI-PRMTY. Wigkszo$¢ enzymow ulega ekspresji we
wszystkich tkankach, wyjatek stanowi PRMTS8, ktorego ekspresja ograniczona jest
wylacznie do o$rodkowego uktadu nerwowego [55]. Metylotransferazy argininy
wyrazaja zroznicowang lokalizacje subkomorkowa, moga by¢ obecne w jadrze ko-
morkowym, w cytoplazmie lub réwnoczesnie w obu przedziatach komorki [10].
Ze wzgledu na koncowy produkt reakcji przylaczenia grupy metylowej do reszty
R, metylotransferazy argininy zostaty podzielone na 3 klasy: PRMT I, PRMT II
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RYCINA 2. Reakcja metylacji argininy przez PRMT klasy 1, 11, 111
FIGURE 2. Arginine methylation by type I, II, IIl PRMTs

i PRMT III (Ryc. 2). Pierwszy etap reakcji we wszystkich klasach przebiega w ten
sam sposob ipolega na wytworzeniu monometyloargininy (ang. monomethylar-
ginine, MMA) [18]. Kolejny etap metylacji przebiega odr¢bnie dla kazdej klasy
enzyméw: PRMT I katalizuje powstanie asymetrycznie dimetylowanej argininy
(ang. asymmetric dimethylarginine, ADMA), PRMT II prowadzi do wytworzenia
symetrycznie dimetylowanej argininy (ang. symmetric dimethylarginine, SDMA),
natomiast PRMT III umozliwia jedynie powstaniec MMA [12]. PRMT wptywaja
na zréznicowany zakres proceséw komorkowych, w tym na: wzrost, proliferacje
i réznicowanie komorek; transkrypcje; naprawe uszkodzen DNA; przetwarzanie
RNA, transdukcje sygnatu; moduluja funkcjonowanie uktadu odpornosciowego
oraz umozliwiajg utrzymanie homeostazy glukozy [45, 50, 53, 82].
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METYLOTRANSFERAZY ARGININY KLASY I

Wsrdd cztonkow metylotransferaz argininy klasy 1sa PRMT: 1, 2, 3, 4, 6,
8. Enzymy te katalizujg przeniesienie —CH3 do tego samego atomu azotu grupy
guanidynowej argininy, produktem reakcji jest asymetryczna dimetyloarginina
(0-NO N°-dimetyloarginina) [75].

PRMT]1 jest gléwng metylotransferazg argininy u ssakow. Szacuje si¢, ze
PRMTI odpowiada za okoto 80% wszystkich znakow metylacji argininy w ge-
nomie czlowieka [52, 28, 41]. Enzym preferencyjnie metyluje histon 4 przy argi-
ninie 3, generujac wytworzenie H4R3me2a. Powstaly znak epigenetyczny zwia-
zany jest z aktywacjg transkrypcji i jest niezbedny do pozniejszej acetylacji H3
i H4. Co ciekawe pierwsze 5 reszt aminokwasowych H2A i H4 jest identyczne,
dlatego przypuszcza si¢, iz wiekszo$¢ modyfikacji w H4R3 sprawdza si¢ rowniez
w przypadku H2AR3 [74]. Ponadto PRMT1 katalizuje asymetryczna dimetyla-
cje argininy w biatkach: wigzacych RNA; uczestniczacych w regulacji cyklu ko-
morkowego, onkogenach i biatkach supresorowych [33]. Gen kodujacy PRMT1
moze wytwarza¢ co najmniej 7 réznych izoform, poprzez alternatywne sktada-
nie pre-mRNA. Kazda z powstatych izoform ma unikalng N-koncowg sekwen-
cje inieco inng mase czasteczkowa. Dodatkowo izoformy PRMTI1 roznig sig
aktywno$cig enzymatyczng, specyficzno$cia substratowa i lokalizacja tkankowa
[3, 13]. Najwigksza ekspresje wykazuje PRMT1vl1 i prawdopodobnie to ta izo-
forma opisywana jest w literaturze jako PRMT1 [5]. Metylotransferaza argininy
1 wykrywana jest zarowno w jadrze komorkowym jak i w cytoplazmie i posiada
substraty w obydwu przedzialach komorkowych [10]. Enzym wymagany jest do
prawidlowej embriogenezy, progresji cyklu komdrkowego, zywotnosci komorek
oraz transdukcji sygnatu [41]. Myszy pozbawione ekspresji genu PRMTI umie-
rajg jako zarodki. Brak PRMTI1 prowadzi do niestabilno$ci genomowe;j i zatrzy-
mania podzialdéw komoérkowych [30, 38]. Enzym reguluje naprawe uszkodzen
w podwojnej nici DNA poprzez metylacj¢: MREII, BRCAI, TP53 [64]. PRMT1
posredniczy w metylacji motywu RGG/RG w biatku zwigzanym z ubikwitynacja
(UBAP2L). Modyfikacja ta jest niezbedna do wlasciwego przylaczenia kineto-
choru do mikrotubuli w celu postepu mitozy [56]. Ponadto PRMT1 utrzymuje
zdolnos¢ do samoodnowy krwiotworczych komorek progenitorowych, aktywuje
limfocyty B oraz uczestniczy w regeneracji migsni szkieletowych [20, 27, 39, 41].

Metylotransferaza argininy 2 (PRMT2) wykazuje w 50% sekwencj¢ homolo-
giczng do domeny katalitycznej wystepujacej w PRMTI1 [61, 88]. Enzym katali-
zuje asymetryczng dimetylacje histonéw: H3R8 i H4 [54, 74]. PRMT2 na swoim
N-konicu zawiera domene SH3, ktora rozpoznaje motywy biatkowe bogate w pro-
ling 1 pozwala na wigzanie si¢ z N-koncowa domeng PRMTS, w celu kierowania
tym enzymem do substratu biatkowego [30, 43, 57]. Aktywnos$¢ PRMT2 moze ha-
mowac transkrypcj¢ poprzez zmniejszenie wigzania NF-KB do DNA, powodujac
akumulacj¢ jadrowa IKB-a i zwigkszajac podatno$¢ na apoptoze [30]. Ponadto
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metylotransferaza argininy 2 reguluje ekspresje receptora androgenowego (AR)
i estrogenowego (ER) oraz wplywa na interakcje z biatkiem Rb [34, 51, 68].

Metylotransferaza argininy 3 znajduje si¢ wylacznie w cytoplazmie, wigc
enzym bezposrednio nie wptywa na epigenom [25]. PRMT3 na swoim N-kon-
cu posiada domene palca cynkowego, ktora umozliwia rozpoznawanie substratu
[13, 49]. Enzym katalizuje metylacje¢ biatka rybosomalnego 40s oraz uczestniczy
w prawidlowym dojrzewaniu biatka rybosomalnego 80s [8, 74].

Metylotransferaza argininy 4 znana jest rowniez pod nazwa CARMI1 (ang. co-
activator-associated arginine methyltransferase 1). CARM1 zostat zidentyfiko-
wany jako pierwszy cztonek rodziny PRMT posiadajacy wtasciwosci regulujace
transkrypcje, dzigki czemu jest najlepiej scharakteryzowanym PRMT pod katem
roli aktywatora transkrypcji [5, 9]. Enzym katalizuje metylacje¢ histonu 3 w po-
zycji R17 1 R26 [85]. Znak epigenetyczny H3R17me2a obejmuje region promo-
torowy: TFF1, E2F1, OCT4, SOX2 [4]. Z kolei metylacja H3R26me2a zachodzi
w gérnym regionie promotora genu kodujacego cykling E1, odgrywajacej istotna
role w momencie poprzedzajacym wejscie komorek w faze S cyklu komoérkowego
[43]. Istotne jest, ze PRMT4 sam ulega modyfikacjom potranslacyjnym. Enzym
moze by¢ fosforylowany oraz ulega autometylacji w pozycji R551 w eksonie 15,
w efekcie czego zahamowana zostaje jego dimeryzacja i wigzanie SAM [5, 13,
34]. PRMT4 dzigki funkcji koaktywatora transkrypcji reguluje wiele kluczowych
procesOw biologicznych, takich jak: sktadanie RNA, naprawa DNA, progresja
cyklu komoérkowego oraz autofagia [38, 64]. Wykazano, ze metylotransferaza ar-
gininy 4 uczestniczy w procesie miogenezy oraz adipogenezy. Dodatkowo enzym
aktywuje receptory jadrowe dla: androgenu, estrogenu i tyroksyny [9, 13].

Metylotransferaza argininy 6 jest jedynym enzymem klasy I PRMT, kto-
ry eksprymowany jest wytacznie w jadrze komorkowym. PRMT6 uczestniczy
w metylacji H3R2 oraz R3 w histonanach H4 i H2A [13]. W zalezno$ci od miej-
sca metylacji powstata modyfikacja biochemiczna moze powodowac aktywacje
lub represje transkrypcji. Przytaczenie grupy metylowej do H4R3 i H2AR3 skut-
kuje aktywacjg transkrypcji, natomiast metylacja w pozycji H3R2 antagonizuje
aktywujacy znak H3K4me3, hamujac transkrypcje [25, 64, 74]. Substratami nie-
histonowymi dla PRMT6 sa: HOXA2, TSP-12, HMGIA, HMG1B oraz biatka su-
presorowe: p21 i p53 [46]. Gldwnym zadaniem enzymu jest regulacja procesow
jadrowych, takich jak ekspresja gendéw i naprawa nici DNA oraz kontrola watro-
bowej glukoneogenezy [4, 45, 85].

PRMTS8 w warunkach fizjologicznych ma ograniczong dystrybucje¢ do osrod-
kowego uktadu nerwowego [8, 37]. Enzym wykazuje bardzo duze podobienstwo
do PRMT]1, a sekwencje nukleotydowe obydwu metylotransferaz pokrywaja si¢
ze soba w okoto 80% [37, 52]. PRMTS posiada 2 miejsca autometylacji, a przyta-
czenie grupy metylowej do enzymu skutkuje obnizeniem jego powinowactwa do
AdoMet [21]. Dodatkowo PRMTS na swoim N-koncu posiada miejsce mirystyla-
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cji, ktore wiagze enzym z btong plazmatyczng [8]. Usuni¢cie N-koncowej domeny
promuje aktywno$¢ enzymatyczng PRMTS i powoduje asymetryczna dimetylacje
histonéw H2A i H4 oraz zasadowego biatka mieliny [54]. W obrebie N-konco-
wego regionu PRMTS znajdujg si¢ dwie sekwencje bogate w proling. Moga one
wigza¢ wiele domen SH3, w tym domeng znajdujaca si¢ w PRMT2 [64]. Nowo
odkryty wariant transkryptu metylotransferazy argininy 8 (wariant 2) pozbawio-
ny jest charakterystycznego dla PRMTS8 o petnej dtugosci N-koncowego motywu
zdolnego do mirystylacji, dzieki czemu enzym lokalizuje si¢ w jadrze komorki.
Lokalizacja jadrowa wskazuje na aktywno$¢ epigenetyczng enzymu [37]. Myszy
z wyciszong ekspresja genu PRMTS8 wykazuja zmniejszong sit¢ migsniowg w wy-
niku przedwczesnej destabilizacji potgczen nerwowo-migsniowych [73].

METYLOTRANSFERAZY ARGININY KLASY II

Cztonkami PRMT klasy II sa: PRMTS5 i PRMTY. Gtownym zadaniem PRMT
IT jest przenoszenie grupy metylowej do niezmodyfikowanego atomu azotu grupy
guanidynowej monometyloarginy, tworzac biatka o symetrycznych resztach di-
metylowanych (o-N° N °-dimetyloarginina). Enzymy tej klasy sa stabiej scharak-
teryzowane, w wickszosci przypadkow dziatajg jako represory transkrypcji [12].

PRMTS jest enzymem powszechnie wystepujacym we wszystkich tkankach
eukariontéw. Szczegdlnie wysoki poziom ekspresji genu PRMT5 wykrywany
jest w sercu, miesniach szkieletowych oraz w jadrach [4]. Enzym katalizuje po-
wstanie wigkszosci symetrycznie dimetylowanych arginin, a gtdwnymi celami
PRMTS sa: H2AR3, H3R2, H3R8 i H4R3 [2, 69]. Aktywno$¢ metylotransferazy
argininy 5 zwigzana jest z represja transkrypcji spowodowang zmiang struktury
chromatyny [44, 83]. Musani i wsp. dowiedli, ze PRMTS5 moze metylowac po-
nad 1000 biatek w organizmie czlowieka, zawierajacych motyw RGG/RG, wyni-
ki te oparto na sekwencji przewidywanych miejsc domniemanej metylacji [60].
Glownymi substratami niehistonowymi enzymu sa: TP53, ASK1, PDCD4, CRNS5,
EGFR, RAF, E2F-1, FEN-1, AR, PDGFRo., ST7 oraz RB [49, 52]. Trzeciorzgdowa
struktura PRMTS5 tworzy posta¢ dwudomenowa, posiadajgcg na swoim N-koncu
tzw. ,,beczutke” izomerazy triozofosforanowej (TIM) [54]. Enzym czgsto wyste-
puje w kompleksie z biatkiem MEP50, co zwicksza jego aktywnos$¢ katalityczna
[13, 44]. PRMTS jest niezbedny do utrzymania puli komorek krwiotworczych,
a brak aktywnosci genu kodujacego PRMTS u dorostych myszy powoduje uwi-
doczniong niedokrwisto$¢ z powodu pancytopenii. Enzym uczestniczy réwniez
w licznych procesach komérkowych, m.in. w: montazu aparatu Golgiego, bioge-
nezie rybosomow oraz regulacji regeneracji tkanki migsniowej [13].

Metylotransferaza argininy 9 wykrywana jest w: nerkach, skorze, uktadzie
krwiotworczym oraz w osrodkowym uktadzie nerwowym. Enzym katalizuje sy-
metryczne przeniesienie 2 grup metylowych do histonow H2A i H4 [29]. PRMT9
posiada 2 miejsca wigzace AdoMet, a na swoim N-koncu ma 3 motywy powto-
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TABELA 1. Wykaz substratow poszczegdlnych PRMT i ich funkcja w organizmie cztowieka
TABLE 1. List of substrates of individual PRMTs and their function in the human body

PRMT

SUBSTRAT

FUNKCJA

PRMTI1

H4R3, BRCA1, MRE11, TP53,
UBAP2L, EGFR, CDKNI,
BCR, SPT5, PABP1, ILF3,
GADD45G, AML-ETO,
MLL-EEN,

Koaktywator transkrypcji

Transdukcja sygnatu

Naprawa DNA

Enzym wymagany do prawidtowej embriogenezy
Uczestniczy w progresji cyklu komorkowego
Utrzymanie populacji pluripotencjalnych komorek
macierzystych

Aktywacja limfocytow B

Regeneracja migsni szkieletowych

PRMT2

H3R8, H4, CNNDI1, CCNA2,
CCNBI, AR, ER, RB, SNAIL

Hamowanie transkrypcji
Aktywacja receptora: androgenowego, estrogenowego,
progesteronowego

PRMT3

pS2, hnRNPA 1, FMRP, PABP1

Utrzymanie homeostazy rybosomalnej

PRMT4

H3R17, H3R26, TFF1, E2F1,
OCT4, SOX2, CCNE1, RB,
BAF155, GAPDH, MDH |,
PELP1, CBP/p300

Naprawa DNA

Sktadanie RNA

Uczestniczy w progresji cyklu komorkowego
Autofagia

Miogeneza

Adipogeneza

Aktywacja receptora: androgenowego, estrogenowego,
tyroksynowego,

PRMTS

H2AR3, H3R2, H3RHS, H4R3,
TP53, ASK1, PDCD4, CRN,
EGFR, RAF, E2F-1, FEN-1,
ST7, PDGFRa, RB, NM23,
CNNDI, CNND2, CNNEI,
BCL2L, IAP-2

Represor transkrypcji

Sktadanie RNA

Transdukcja sygnatu

Utrzymywanie puli komorek krwiotworczych
Biogeneza rybosoméw

Montaz Aparatu Golgiego

Roéznicowanie komorek

PRMT6

H3R2, H4R3, H2AR3, HOXA2,
TP53, TSP-12, TSP1, HMGI1A,
HMGI1B, OCT4, NANOG, HIV
Tat, HMGAla,

Aktywator i supresor transkrypcji

Naprawa nici DNA

Regulacja pluripotencji komorek

Kontrola watrobowej glukoneogenzey
Regulacja aktywacji receptora estrogenowego

PRMT7

H3R2, H3R17, H3R19, CTCFL,
SMD3, ASS1, EEF2, TWIST,
SNAIL, ZEB1, ZEB2, MMP-2,
MMP-9

Utrzymanie puli migsniowych komorek satelitarnych
Metylacja meskiej linii germinalnej

PRMTS

H2A, H4, SOX2, NANOG,
OCT4

Funkcje specyficzne dla mozgu

PRMTO

H2A, H4, SNAIL, SAP145

Regulacja alternatywnego sktadania RNA
Modulacja dojrzewania matych rybonukleoprotein
jadrowych




186 J. JANISIAK, P. KOPYTKO, M. TARNOWSKI

rzen tetratrikopeptydowych (ang. fetratricopeptide repeat, TPR), umozliwiajacych
interakcje biatko-biatko [54]. Powtorzenia TPR sa niezbedne do aktywnosci enzy-
matycznej, poniewaz PRMT9 pozbawione jakiegokolwiek z 3 powtdrzen tetratiko-
peptydowych jest nieaktywne [74]. Enzym uczestniczy w regulacji alternatywnego
splicingu oraz moduluje dojrzewanie matych rybonukleoprotein jadrowych [29].

METYLOTRANSFERAZY ARGININY KLASY III

PRMT7 jest jedynym przedstawicielem metylotransferaz argininy klasy III.
Poczatkowo uwazano, iz enzym w zalezno$ci od substratu moze prowadzi¢ do
powstania mono- lub dimetyloargininy. Obecnie wiadomo, iz teza ta jest btedna,
a niewlasciwa interpretacja wynikow spowodowana byta niedoktadnym oczysz-
czeniem enzymu z PRMTS5 [80]. PRMT7 posiada 2 miejsca wigzania AdoMet,
znajdujace si¢ na N- i C-koncu. Badania krystalograficzne wykazaty, ze SAM
laczy si¢ jedynie z N-koncowa domena, natomiast drugi modut wigzacy AdoMet
przez PRMT7 jest zajety przez jon cynku i pelni funkcje¢ pseudodimeru [29]. Me-
tylotransferaza argininy 7 katalizuje monometylacje¢ histonow: H3R2, H3R17
oraz H3R19 [43]. Substratami nichistonowymi enzymu sa: CTCFL, SMD3, ASS1
1 EEF2 [30]. PRMT7 uwazany jest za marker komorek pluripotencjalnych [43].
Enzym umozliwia utrzymanie puli migsniowych komorek satelitarnych, a jego
brak powoduje op6zniong aktywacje roznicowania miogennego i utrate wlasci-
wosci komorek macierzystych, powodujac niezdolno$¢ zaangazowania si¢ do na-
prawy tkanek i defekty regeneracyjne migséni [74].

AKTYWNOSC KATALITYCZNA PRMT

Kazdy z cztonkoéw rodziny metylotransferaz argininy wykazuje preferencje
w stosunku do metylowanego motywu substratu. PRMT: 1, 2, 3, 8, 9 katalizu-
ja przylaczenie grupy metylowej w regionach bogatych w glicyne i arginine,
tzw. motywach GAR (ang. glycine/arginine-rich motif) [8]. CARMI uczestni-
czy w metylacji substratow o motywach bogatych w proling, glicyne i metioning
(PGM, ang. proline/glycine/methionine motif), PRMTS metyluje motywy GAR
i PGM, natomiast PRMT7 rozpoznaje substraty sktadajgce si¢ z pary reszt argi-
niny oddzielonych innym aminokwasem RxR [67, 78]. Przypuszcza si¢, ze obec-
nos¢ glicyny w metylowanych motywach zwigksza elastycznos¢ konformacyjna
argininy i utatwia dost¢p argininy do miejsca aktywnego PRMT [13].

Metylotransferazy argininy posiadaja 2 miejsca wigzace: kieszen wigzaca
substrat oraz miejsce wigzania kofaktora. Kieszen substratu argininy posiada 2
powszechnie konserwatywne reszty kwasu glutaminowego (Glu258 i Glu267),
dzigki czemu powierzchnia katalityczna jest ujemnie natadowana, zatem jest
w stanie dobrze zlapa¢ tadunek dodatni grupy guanidynowej docelowej reszty
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argininy [79, 82]. Kieszen wigzgca substrat i miejsce wigzania kofaktora sg pota-
czone przez waski kanat hydrofobowy, wystarczajaco duzy, aby koncowa amina
substratu znalazta si¢ w odleglosci wigzania kofaktora. Koncowa amina substratu
ulega nukleofilowej substytucji za pomoca SAM, nastepuje przeniesienie grupy
metylowej do reszty docelowej, przeksztatcajac SAM w SAH, ktory jest uwal-
niany przez enzym. W niektorych przypadkach w zaleznosci od klasy enzymu
proces ten moze by¢ powtdrzony, aby doda¢ kolejne reszty metylowe do argini-
ny [79, 86]. W przypadku jedynego cztonka metylotransferaz argininy klasy I1I
— PRMT7, badania krystalograficzne réoznych ontologéw enzymu wykazaty, ze
kieszen wigzaca substrat jest za waska i uniemozliwia formowanie produktu di-
metylowanego z powodu niekorzystnych efektow sferycznych [30, 80].

ZABURZENIA POZIOMU METYLOTRANSFERAZ ARGININY
W PATOGENEZIE CHOROB PRZEWLEKLYCH

Metylotransferazy argininy zaliczane sg do grupy enzymow epigenetycznych,
aich aktywno$¢ wistotny sposob ksztattuje architektur¢ chromatyny. PRMT
dziatajac jako aktywatory lub represory transkrypcji moga prowadzi¢ do zabu-
rzenia podstawowych procesow zachodzgcych w komorkach oraz modulowac ich
odpowiedz na sygnaly pochodzace ze srodowiska zewnatrz- i wewnatrzkomorko-
wego [89, 90]. Przypuszcza sie, iz zwigkszony lub obnizony poziom PRMT moze
powodowac¢ rozwdj chorob przewlektych, przede wszystkim: cukrzycy, chorob
uktadu krazenia, chorob kosci i stawow, astmy oskrzelowej oraz choréb nowo-
tworowych [76].

ZABURZENIA POZIOMU PRMT
PROWADZACE DO ROZWOJU CUKRZYCY

Pod nazwa cukrzyca kryje si¢ szereg chorob metabolicznych, ktérych wspdlna
cecha jest utrzymujacy si¢ stan hiperglikemii, wynikajacy z nieprawidtowego wy-
dzielania i/lub dziatania insuliny [48]. Jedng z gtéwnych przyczyn odpowiedzial-
nych za rozwdj choroby jest niezdrowy styl zycia, obejmujacy diete bogata w we-
glowodany oraz brak ruchu [71]. Coraz wigcej dowodow wskazuje, iz cukrzyca
moze mie¢ rowniez podtoze dziedziczne, a jednym z czynnikow epigenetycznych
sprzyjajacych rozwojowi choroby moze by¢ dysregulacja poziomu metylotrans-
feraz argininy [36].

Gtownym aktywatorem transkrypcji gendw uczestniczacych w glukoneoge-
nezie watrobowej jest FoxO1 [11, 15]. Wykazano, ze jego nadekspresja w hepa-
tocytach zwigksza glukoneogenze, natomiast jej obnizenie badz catkowite wyci-
szenie zmniejsza wytwarzanie glukozy w watrobie [58]. Coraz wigcej dowodow
wskazuje, ze enzym PRMT1 uczestniczy w regulacji glukoneogenezy watrobowe;j
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zaleznej od FoxO1 [19]. Metylotransferaza argininy 1 promuje w hepatocytach
asymetryczng dimetylacje FoxO1 w argininach 248 i 250, obnizajac w ten sposéb
zdolnos¢ insuliny do zmniejszonego wytwarzania glukozy. Zatem podwyzszony
poziom enzymu PRMT1 promuje zwigkszong glukoneogenezg¢ i moze przyczynic
si¢ do rozwoju cukrzycy [40].

Iwasaki i wsp. dowiedli, ze insulina indukuje przemieszczenie PRMT1 do frak-
cji blonowej komorki. Dzigki zmianie lokalizacji subkomorkowej enzym uczestni-
czy w aktywacji IR-IRS-1. Zjawisko to sprzyja wychwytowi glukozy i upakowaniu
jej w migsniach szkieletowych. Analiza ekspresji PRMTI wykazata obnizony po-
ziom genu w tkankach watroby i trzustki u szczurow ze stwierdzong cukrzyca typu
2, wskazujac, ze zbyt niski poziom PRMT1 moze uposledza¢ wychwyt glukozy do
komorek i prowadzi¢ do przedtuzajacego si¢ stanu hiperglikemii [42].

Kolejnym enzymem, ktéry moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju choréb metabo-
licznych jest PRMT6. Metylotransferaza argininy 6 uczestniczy w asymetrycznej
dimetylacji histonu 4 w argininie 3, wzmagajac aktywno$¢ receptorow jadrowych
[13]. PRMT6 moze regulowaé glukoneogenze watrobowa poprzez aktywacje za-
leznego od CRTC2 szlaku transkrypcyjnego w watrobie [35]. Enzym katalizuje
dimetylacje wielu reszt argininy na N-koncu CRTC2, wzmacniajagc w ten sposob
interakcje pomiedzy CRTC2 i CREB w rejonie promotorowym gendéw glukoneo-
gennych. Poréwnanie poziomu PRMT6 w watrobie myszy zdrowych i chorych
na cukrzyce typu 2 wykazato zwigkszong ilos¢ PRMT6 w hepatocytach myszy
z insulinoopornos$cia. Co ciekawe wyciszenie aktywnosci genu PRMT6 u chorych
myszy przywraca normoglikemig¢ [40].

DYSREGULACJA METYLOTRANSFERAZ
ARGININY W PATOGENEZIE CHOROB
UKELADU SERCOWO-NACZYNIOWEGO
Choroby uktadu sercowo-naczyniowego stanowig najczgstsza przyczyne zgo-
néw w Polsce. Wigkszos¢ zdarzen Smiertelnych spowodowana jest udarem badz za-
walem mig$nia sercowego. Gtowna przyczyna wystepowania incydentow sercowo-
-naczyniowych sa: nadcisnienie tetnicze, otytos¢, dyslipidemia, palenie wyrobow
tytoniowych oraz cukrzyca. Istniejg jednak doniesienia, ze w rozwoj chorob ukladu
krazenia mogg by¢ posrednio zaangazowane metylotransferazy argininy [87].

Tlenek azotu, ktory uczestniczy w regulacji systemu sercowo-naczyniowego,
jest syntetyzowany przez endogenng synteze nadtlenku azotu (ang. Nitric oxi-
de synthases, NOS) wydzielang przez komorki §rédblonka. Monometyloargini-
na oraz asymetryczna dimetyloarginina, ktore sa produktami aktywnos$ci PRMT,
posiadaja wtasciwos$ci hamujgce NOS. Inhibicja syntezy tlenku azotu poprzez
uposledzenie szlaku NO/NOS prowadzi do dysfunkcji §rédblonka naczyniowego
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[83]. Tlenek azotu jest niezbgdny do utrzymania homeostazy endotelium. Uczest-
niczy miedzy innymi w modyfikacji lipoproteiony o matej gestosci, funkcji pty-
tek krwi 1 leukocytow oraz w proliferacji komorek migéni gladkich. Chen i wsp.
dokonali analizy genetycznej majacej na celu pordwnanie profilu ekspresji ge-
néw regulujacych szlak NO/NOS wsrdd pacjentéw ze zdiagnozowang chorobg
uktadu sercowo-naczyniowego oraz w grupie kontrolnej. Analizie poddano geny
PRMTI — PRMT3 oraz DDAH (produkt genu jest odpowiedzialny za proteolizg
i degradacj¢ asymetrycznej dimetyloargininy). Otrzymane wyniki wykazaly, iz
pacjenci z chorobg wieficowa majg znacznie obnizong ekspresj¢ genu DDAH oraz
zwigkszong ekspresje genow PRMT1 — PRMT3 [14]. Co potwierdza, iz nadmierna
ekspresja metylotransferaz argininy moze wywiera¢ niekorzystny wptyw na uktad
sercowo-naczyniowy i sprzyjac¢ rozwojowi miazdzycy i nadcisnienia t¢tniczego.

ROLA PRMT W ROZWOJU ASTMY OSKRZELOWEJ

Astma oskrzelowa zaliczana jest do najczesciej wystepujacych chorob prze-
wlektych wsrod pacjentow pediatrycznych. Dolegliwosé ta jest przewleklym
zapaleniem drog oddechowych, charakteryzujacym si¢ odwracalnym skurczem
oskrzeli, $wistami, kaszlem, uciskiem w klatce piersiowej oraz dusznos$cig. Pa-
tomechanizm astmy oskrzelowej zalezy od czynnikow §rodowiskowych oraz od
predyspozycji genetycznych, uczestniczacych w wywotaniu reakcji immuno-
logicznej i niekontrolowanej produkcji immunoglobuliny E. Rozwojowi astmy
oskrzelowej moze sprzyja¢ zwigkszone stgzenie PRMT1 [17].

Tkankowa przebudowa subepitelialnych komoérek mezenchymalnych jest gtownag
przyczyna zwtoknien i stanéw zapalnych, prowadzacych do rozwoju astmy oskrzelo-
wej. Dane literaturowe wykazuja zwiazek pomiedzy dysfunkcja mitochondriéw w fi-
broblastach drog oddechowych a wystapieniem astmy. Sun i wsp. dokonali analizy
porownawczej poziomu PRMT1 w komorkach fibroblastow pochodzacych od pacjen-
tow ze zdiagnozowang astmg oskrzelowa oraz od grupy kontrolnej. Wyniki do§wiad-
czenia jednoznacznie wskazujg, iz w grupie badanej poziom PRMT1 byt znacznie
podwyzszony. Nadekspresja genu PRMT1 prowadzi do zaburzenia funkcjonowania
mitochondriéw poprzez sygnalizacje TGF-B—SMAD2/3—C/EBPp—PRMT1—P-
GC-1a. Obnizenie aktywnosci PRMT1 swoistym inhibitorem AMI-1 prowadzi do
zmniejszenia dysmorficznych mitochondriow w tkance plucnej, swiadczac o tym, iz
PRMT moze okaza¢ si¢ skutecznym celem terapeutycznym astmy oskrzelowej [76].

Nadekspresja PRMT1 moze przyczyni¢ si¢ rowniez do indukcji stanu zapal-
nego w tkance ptucnej poprzez stymulacj¢ eotaksyny-1 i CCR3 oraz zwigkszaé
wytwarzanie interleukiny 4 (Il-4). Obnizenie ekspresji genu PRMTI w szczurzym
modelu astmy oskrzelowej prowadzi do zmniejszenia poziomu I1-4, a takze do
zniesienia infiltracji eozynofilii do ptuc, tagodzac objawy zapalenia pluc oraz
przeciwdziatajac rozwojowi astmy oskrzelowej [77].
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DYSREGULACJA PRMT PROWADZACA
DO ROZWOJU CHOROB NOWOTWOROWYCH

Nowotwory stanowig zroéznicowang grupe chorob, w ktorych komorki pod
wptywem licznych mutacji i transformacji nowotworowych zatracily zdolnos¢
roznicowania si¢ w dojrzate komorki, tworzace tkanki [16]. Coraz wiecej dowo-
doéw wskazuje, ze w patogeneze chorob nowotworowych zaangazowane sg zmia-
ny epigenetyczne, ktore powoduja dysregulacje kluczowych genéw odpowie-
dzialnych za utrzymanie homeostazy komorkowej [47]. Jedng z obserwowanych
modyfikacji epigenetycznych w procesie nowotworzenia jest zaburzenie mety-
lacji argininy spowodowane nieprawidtowa aktywnoscia odpowiednich metylo-
transferaz (PRMT) [89, 90].

Apoptoza odgrywa kluczowa rolg w utrzymaniu homeostazy organizmu, po-
przez indukowanie programowanej $mierci nieprawidtowych komorek. W wa-
runkach fizjologicznych istnieje rownowaga pomigdzy proliferacja a apoptoza
komorek, dzigki obecnosci biatek pro- i antyapoptycznych. Jednym z biatek zapo-
biegajacych apoptozie jest CFLARL, ktorego poziom jest podwyzszony w przy-
padku wielu nowotwordéw [42]. Wykazano, iz gen CFLARL ulega metylacji przy
argininie 122, a za proces przylaczenia grupy metylowej odpowiada rodzina mety-
lotransferaz argininowych. Li i wsp. dokonali analizy poziomu PRMT1 i PRMTS5
w komorkach ludzkiego nowotworu ptuc. Wyniki wykazaty, iz nadekspresja genu
PRMTS5 powoduje zwickszenie poziomu CFLARL poprzez zmniejszenie ubi-
kwitynacji biatka. Dodatkowo PRMTS moze hamowa¢ oddziatywania pomiedzy
CFLARL i ITCH, wplywajac na ligaze ubikwitynowg E3. Z kolei nadekspresja
genu PRMTI powoduje zwigckszenie ubikwitynacji i degradacji CFLARL, wzma-
gajac oddziatywania pomigdzy CFLARL i ITCH [59].

PRMT?2 dzigki aktywacji receptoréw jadrowych moze indukowaé¢ rozwdj no-
wotworow hormonozaleznych [65]. Zwigkszona ilo$¢ metylotransferazy argininy 2
poprzez aktywacje receptora: estrogenowego i progesteronowego promuje wzrost
1 progresje¢ nowotworu, zwigkszajac tempo proliferacji komorek rakowych, zabu-
rzajac ich cykl podzialowy oraz sprzyjajac nadmiernej migracji i adhezji [89, 90].

Zwigkszone stezenie metylotransferazy 6 zostato potwierdzone w przypadku
nowotworu pgcherza, ptuc oraz w raku gruczotu sutkowego. PRMT6 uczestniczy
w metylacji genéw supresorowych: p21 i pl16. Przylaczenie grupy metylowej do
argininy 156 w p21 wspomaga fosforylacj¢ treoniny w pozycji 145, prowadzac do
zniesienia funkcji przeciwnowotworowych i zwigkszenia oporno$ci na czynniki
cytotoksyczne. Ponadto metylacja pl6 katalizowana PRMT6 zaktoca czynno$¢
CDKA4, uniemozliwiajac blokad¢ cyklu komoérkowego [49].

Podwyzszony poziom PRMT?7 sprzyja progresji choroby nowotworowej [31].
Wysokie st¢zenie enzymu zwigzane jest z nadmierng aktywnoscig genow zaanga-
zowanych we wzrost inwazyjnosci komorek rakowych: MMP-2, MMP-9, ZEB2,
TWIST, SNAIL [81].
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PRMTY dziata jako onkogen w przypadku raka watrobowokomoérkowego
(ang. hepatocellular carcinoma, HCC). Ekspresja metylotransferazy argininy 9
ulega znacznemu podwyzszeniu w tkankach HCC w poréwnaniu do tkanek nie-
rakowych. Dowiedziono, iz pacjenci ze zwigkszonym poziomem metylotransfe-
razy argininy 9 maja krotszy czas przezycia i wyzszy odsetek nawrotow choro-
by. Jiang i wsp. dowiedli, iz PRMT9 wzmaga migracje¢ i inwazje komorek oraz
sprzyja transformacji epitelialno-mezynchemalnej (ang. epithelial-mesenchymal
transition, EMT) poprzez regulacje szlaku PI3K / Akt / GSK-3 / Snail [45].

PODSUMOWANIE

Metylotransferazy argininy sa rodzing enzymow epigenetycznych, odpowie-
dzialnych za metylacj¢ reszt argininy w ogonach histonowych lub biatkach niehi-
stonowych. Katalityczne przeniesienie grupy metylowej z S-adenozylometioniny
na aminowa reszte¢ argininy biatek histonowych prowadzi do zmiany konformacji
chromatyny, kontrolujac w ten sposob jej aktywno$¢ transkrypcyjng. Reakcja ta
jest powszechna i dotyczy okoto 1% reszt argininy w catym genomie cztowieka.

Proces metylacji argininy jest niezbedny do zachowania homeostazy orga-
nizmu. Metylotransferazy argininy uczestniczg w regulacji wielu kluczowych
zjawisk takich jak: proliferacja, roznicowanie i dojrzewanie komoérek. Ponadto
enzymy kontrolujg transdukcje sygnatu, sktadanie mRNA oraz proces naprawy
nici DNA, warunkujac prawidlowe funkcjonowanie organizmu.

Niestety coraz wigcej dowodow wskazuje, iz nieprawidtowy poziom metylo-
transferaz argininy moze sprzyja¢ wystapieniu chorob przewlektych takich jak:
cukrzyca, choroby uktadu sercowo-naczyniowego, astmy oskrzelowej oraz nowo-
tworow ztosliwych. Podwyzszony lub obnizony pozom PRMT powoduje nieprawi-
dtowa metylacje argininy, prowadzac do dysregulacji kluczowych gené6w odpowie-
dzialnych za utrzymanie prawidlowej gospodarki weglowodanowej, dezaktywacje
genow supresorowych oraz moze przyczynic si¢ do powstania stanow zapalnych.

Rola metylotrasferaz argininy w rozwoju poszczegolnych chorob przewlektych
powinna zosta¢ doglebnie zbadana, co by¢ moze umozliwitoby w przysztosci opra-
cowanie nowych terapii celowanych opartych na modulowaniu poziomu PRMT.
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WYKLADNIKI STANU ZDROWIA JAMY USTNEJ
PACJENTOW CHORUJACYCH NA
MUKOWISCYDOZE Z UWZGLEDNIENIEM
ANALIZY CZYNNIKOW ETIOLOGICZNYCH
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RISK FACTORSIN CYSTIC FIBROSIS PATIENTS
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Streszczenie: Choroby uktadowe niejednokrotnie sa przyczyna zmian w jamie ustnej. Dotychc-
zasowe badania dotyczace stanu zdrowotnego jamy ustnej pacjentow chorujacych na mukowis-
cydoze nie okres$lajag w sposob jednoznaczny problemdéw stomatologicznych tej grupy pacjentow.
Dane z pismiennictwa mowia o podobnej lub wyzszej frekwencji defektow szkliwa u pacjentow
chorujacych na mukowiscydoz¢ w porownaniu z grupa kontrolng, oraz o podobnej lub nizszej
intensywnosci prochnicy w dzieci i mlodziezy, ale o wyzszej u 0osob dorostych. Wtasnosci $liny
moga stanowi¢ u tych pacjentéw wiodacy czynnik w powstawaniu oraz progresji prochnicy zebow.
Natomiast wérdd etiologicznych uwarunkowan chordb jamy ustnej sprawcza rola czynnika bak-
teryjnego wydaje si¢ mniej znaczaca, co prawdopodobnie jest skutkiem czgstej i dlugoterminowe;j
farmakoterapii infekcyjnej. W przedstawionej pracy dokonano analizy wynikéw badan naukowych
dotyczacych stanu zdrowotnego jamy ustnej pacjentdéw z mukowiscydoza. Wydaje si¢, ze rozwoj
skutecznych metod terapii wobec dtuzszego czasu przezycia tych pacjentdéw wskazuje na koniec-
znos$¢ opracowania standardéow opieki stomatologicznej nie tylko dla dzieci, ale rowniez dla osob
w wieku dorostym, gtdéwnie celem zmniejszenia zagrozenia w konteks$cie autoinfekcji.

Stowa kluczowe: mukowiscydoza, jama ustna, defekty szkliwa, prochnica zgbow, plytka bakteryjna

Summary: Systemic diseases may have their manifestation in the oral cavity. Previous studies con-
cerning the oral health status of cystic fibrosis patients do not explicitly determine the dental risks
in these group of patients. The data shows in cystic fibrosis patients compared to healthy controls an
equal or higher frequency of enamel defects, similar or lesser caries intensity in children and adoles-
cents, and higher caries intensity in cystic fibrosis adults. In this group of patients, saliva properties
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might be a crucial etiological factor in the development and progression of dental caries. Among
the dental caries risk factors, the bacterial agent seems to be less significant, which can probably be
explained by the frequent and long-term infectious pharmacotherapy. The paper analyses scientific
evidence relating to oral health status in cystic fibrosis patients. The development of diagnostics and
effective therapies indicates the need to develop standards of dental care not only for cystic fibrosis
children but also for cystic fibrosis adults, mainly to reduce the risk of autoinfection.

Keywords: cystic fibrosis, oral cavity , enamel defects, dental caries, bacterial plaque

WSTEP

Mukowiscydoza (ang. cystic fibrosis, CF) jest to wielouktadowa choroba uwa-
runkowana genetycznie spowodowana defektem genu zlokalizowanego na dtugim
ramieniu chromosomu 7 w pozycji q31. Gen ten koduje transblonowe biatko CFTR
(ang. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator — btonowy regulator
przewodnictwa), ktore tworzy, aktywowany przez cAMP (cykliczny fosforan ade-
nozyny), kanat chlorkowy, umozliwiajacy bierny transport jonéw chlorkowych
zgodnie z ich gradientem [12, 13]. Ponadto reguluje dyfuzj¢ jonow HCO,, Na,
K* iCa?"*, atakze wody z i do wnetrza komorki. Biatko CFTR znajduje si¢ po
apikalnej stronie komoérek nablonkowych btony komoérkowej: drog oddechowych,
przewodow trzustkowych, przewodu pokarmowego, drég zoétciowych, gruczotéow
potowych, uktadu rozrodczego, gruczotow slinowych, a takze innych komorek
pochodzenia nabtonkowego, min. komorek szkliwotworczych (ameloblastow) [5,
7,9, 12, 13, 29]. Nastgpstwem zaburzonego transportu jest zmniejszona sekrecja
jonu CI z komérek i nadmierna absorpcja jonu Na* oraz wody do ich wnetrza, co
powoduje zmiany w sktadzie jonow na zewnatrz komoérek nabtonkowych oraz,
powstania gestego, lepkiego, i zalegajacego przewody wyprowadzajace, sluzu.
Powszechne umiejscowienie kanatu chlorkowego w ludzkim organizmie ttuma-
czy dlaczego mukowiscydoza jest choroba ogolnoustrojowa, wielouktadowa, cha-
rakteryzujacg si¢ polimorfizmem objawow klinicznych [12, 13].

Jama ustna stanowi niezwykle zréznicowane srodowisko. Jako integralna
czg$¢ organizmu podlega rowniez wptywom wynikajacym z ogolnego stanu zdro-
wia gospodarza, a choroby uktadowe moga mie¢ w niej swoje wyktadniki [1-4,
6, 11, 14-16, 20-28]. Nie zawsze sa to objawy specyficzne, jednak powinny by¢
uwzgledniane w toku diagnostyki i terapii. Wydaje si¢, ze w mukowiscydozie, za-
rowno sama choroba ogdlnoustrojowa, jej genetyczne uwarunkowanie, przebieg
i powiktania, a takze rozpoczynajaca si¢ juz we wczesnym okresie zycia, farma-
koterapia moga znaczaco wplywac na stan zdrowotny jamy ustne;j.

Rozwdj metod diagnostycznych umozliwiajacych wczesne rozpoznanie cho-
roby, a takze nowoczesna terapia, wplynety na znaczne wydtuzenie przecietnego
czasu trwania zycia tej grupy chorych, co z jednej strony stwarza obecnie mozli-
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wosci zebrania kolejnych obserwacji, ale z drugiej wskazuje na konieczno$¢ opra-
cowania standardow opieki stomatologicznej nie tylko dla dzieci, ale rowniez dla
0s0b w wieku dorostym, gtownie celem zmniejszenia zagrozenia w kontekscie
autoinfekcji. Dostgpne piSmiennictwo opisujace stan jamy ustnej pacjentow cho-
rujacych na mukowiscydozg dotyczy gtdéwnie badan chorych ponizej 18. roku zy-
cia, a tylko nieliczne odnosi si¢ do pacjentow poza wiekiem rozwojowym, glow-
nie mtodych dorostych [11, 14-16, 20, 21, 27, 28]. W efekcie dostepne dane nie
zawsze s3 w stanie okres$li¢ zagrozenie stomatologiczne i potrzeby profilaktyczne
tej grupy pacjentéw. Malo jest doniesien klinicznych uwzgledniajacych skutki
innych, poza mukowiscydoza, uwarunkowan, ktore moga wynikac¢ z niewystar-
czajacych dziatan zapobiegawczych w okresie dziecinstwa. Jedynymi dotychczas
wynikami badan stanu jamy ustnej dotyczacych wytacznie osob dorostych sg do-
niesienia Pawlaczyk-Kamienska i wsp. [22, 23, 25, 26]. Stan jamy ustnej ocenia-
no u 22 pacjentéw chorujacych na mukowiscydoze oraz, 22, sparowanych z nimi
pod wzgledem pici i wieku, osob zdrowych. W kazdej z grup kobiety stanowily
63.64% badanych, a sredni wiek pacjentow wynosit 29.14+6.63 lata.

ZABURZENIA ROZWOJOWE SZKLIWA

W publikacjach na temat uzgbienia pacjentow chorujacych na mukowiscydo-
z¢, celowe wydaje uwzglednienie czasu powstania zmian patologicznych, a wigc
okresu pre- oraz posterupcyjnego, a zatem czy sa to wrodzone zaburzenia rozwo-
jowe, czy nabyte w postaci choroby prochnicowej [24]. Analiza piSmiennictwa
dotyczacego frekwencji wystepowania rozwojowych zaburzen szkliwa uzebienia
mlecznego nie wykazala istotnej statystycznie réznicy pomig¢dzy dzie¢mi choru-
jacymi na mukowiscydoze a zdrowymi réwiesnikami. Natomiast dane odnoszg-
ce si¢ do uzgbienia statego tej grupy pacjentdw donosza o podobnej lub istotnie
wyzszej frekwencji defektow szkliwa w poréwnaniu z grupa kontrolng [14, 23,
24, 28]. Ferrazano i wsp. (2009) [14], badajac 54 dzieci chorujace na mukowi-
scydoze 1 101 dzieci zdrowych w wieku 7-12, odnotowal defekty szkliwa zebow
statych w mieszanym uzgbieniu, odpowiednio u 55.6% i 22.7% dzieci. Sposrod
wszystkich badaczy jedynie Peker i wsp. (2014) [28], nie odnotowali istotnych
statystycznie roznic migdzy badanymi grupami. Zaobserwowali zmiany u 20%
z 30 ogétu badanych pacjentow chorujacych na mukowiscydoze o srednim wieku
10.2 lata oraz u 23.3% spos$rod 30 zdrowych osob o $rednim wieku 9.9 lat. Wy-
niki badan Pawlaczyk-Kamienska i wsp. (2019) [23] przeprowadzonych wsrod
dorostej populacji pacjentow potwierdzaja doniesienia o istotnie czgstszym wy-
stepowaniu zaburzen rozwojowych szkliwa u 0s6b chorujgcych na mukowiscydo-
z¢ (55%) w poréwnaniu z osobami zdrowymi (23%). Ponadto, w grupie badanej,
odnotowano bardziej zaawansowany stopien nieprawidlowosci oraz dotyczacy
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wickszej liczby zgbow. U pacjentéw z mukowiscydoza zmiany obserwowane
byty na wszystkich grupach zebowych, a u 0s6b zdrowych wylacznie na zgbach
siecznych oraz pierwszych zebach trzonowych.

Czestsze 1 bardziej nasilone wystepowanie w uzgbieniu stalym zaburzen bu-
dowy szkliwa u pacjentéw chorujacych na mukowiscydoze dotychczas ttumaczo-
no samym przebiegiem choroby, jej powiklaniami oraz przewlekla, czesto pa-
rokrotng w ciggu roku, antybiotykoterapig w okresie odontogenezy [5, 9]. Nalezy
podkresli¢, ze biologia szkliwa jest czg$cig zintegrowanej biologii systemowej,
a niezwykle ztozony proces jego formowania (amelogeneza) podlega tym samym
anomaliom [5]. Jego przebieg moga zakloca¢ nawet relatywnie niewielkie wah-
nigcia w srodowisku otaczajacym ameloblasty, w tym wzrost temperatury, hipo-
kalcemia czy kwasne pH [9, 18, 32]. Przeprowadzane w ostatnich latach badania
laboratoryjne sygnalizujg istnienie w tej grupie chorych réwniez innego, niz do-
tychczas sadzono, zwigzanego z niedoborem lub brakiem przekaznikowego biatka
CFTR, tfa tych nieprawidtowosci. Nie w petni wyjasniony patomechanizm zabu-
rzenia procesu biomineralizacji szkliwa w tej grupie chorych wskazuje, iz wazng
role w etiologii nieprawidlowosci moze petni¢ zakldcony transport jonow przez
kanat chlorkowy [8, 10, 18, 32], zlokalizowany w szczytowej cze¢sci amelobla-
stow. Dostepne wyniki badan nie wyjasniaja doktadnie funkcji CFTR w procesie
amelogenezy, ale na obecnym etapie wiedzy uwazane jest ono za jedno z dotych-
czas zidentyfikowanych biatek stabilizujacych pH wewnatrz ameloblastu oraz
regulujacych transport jonow Ca?* przez blone komérkowa do jego wnetrza [5,
9]. Ubocznym produktem powstajacym podczas formowania krysztatow apatytu
w procesie dojrzewania szkliwa sg zakwaszajgce §rodowisko protony H*, ktore,
aby mogl by¢ kontynuowany wzrost krysztalow, powinny zostaé¢ zneutralizowa-
ne. Podstawowg rolg kanatu chlorkowego jest regulacja wymiany CI’'HCO, przez
btony komodrkowe, a przez to neutralizowanie jonéw H' oraz zapewnienie obojet-
nego odczynu pH, koniecznego dla transportu jonéw Ca** i prawidlowego prze-
biegu procesu mineralizacji [7-9, 32]. Kwasny odczyn pH niekorzystnie wpltywa
na caty proces tworzenie szkliwa: zaktoca aktywnos¢ ameloblastow, tworzenie
macierzy organicznej szkliwa, uniemozliwia przenikanie zwigzkow nieorganicz-
nych (glownie Ca’") przez co hamuje wzrost krysztatow, a przy znacznym za-
kwaszeniu srodowiska ponizej wartosci krytycznej prowadzi do utraty zwigzkow
mineralnych z juz zmineralizowanego szkliwa [8, 32]. Przypuszcza si¢, ze w wy-
niku defektu biatka CFTR, dochodzi do zaburzenia rownowagi kwasowo-zasado-
wej srodowiska rozwijajacego si¢ zawigzka z¢ba, co klinicznie moze objawiac si¢
W postaci zaburzen mineralizacji [5, 8, 32]. Nie wyklucza si¢ takze wplywu wtor-
nego, ubocznego efektu stosowanej ogélnoustrojowo antybiotykoterapii oraz za-
burzen w obregbie uktadu oddechowego, infekcji, badZ niedozywienia, bedacego
skutkiem zaburzen funkcji uktadu pokarmowego [6, 24]. Ze wzgledu na bardzo
duza wrazliwos$¢ rozwijajacego si¢ zawigzka zeba na zaburzenia systemowe, moze
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stanowi¢ on biologiczny marker ogdlnoustrojowy. Dotychczas niewiele wiadomo
na temat oddziatywania CTFR w procesie amelogenezy zebow mlecznych, cho¢
przypuszcza sig, iz zeby, ktorych odontogeneza zachodzi w okresie ptodowym
narazone sg w mniejszym stopniu na dziatanie czynnikéw uszkadzajacych [6].

PROCHNICA ZEBOW

W okresie poerupcyjnym na stan uzebienia pacjentow chorujacych na mu-
kowiscydoz¢ ma wplyw wiele czynnikow, jak m.in. ogdlny stan zdrowia oraz
stosowana farmakoterapia, nawyki higieniczne i dietetyczne pacjenta, jego sta-
tus socjoeckonomiczny, regularno$¢ kontrolnych wizyt stomatologicznych [24].
Publikowane dane wskazuja na brak istotnych réznic lub statystycznie istotnie
nizszg intensywnos¢ prochnicy u mtodocianych pacjentéw chorujacych na muko-
wiscydoz¢ w porownaniu z grupg kontrolng [3, 11, 20, 23, 24]. Wsrdd dorostych
pacjentow brak statystycznie istotnej roznicy w intensywnos$ci prochnicy pomig-
dzy grupa badana (>19r.z.; nie zostata podana liczba tych pacjentéw) a kontrolng
odnotowali wspomniani wczesniej Matrens 1 wsp. (2001) [20]. Natomiast istot-
nie statystycznie nizszg intensywno$¢ prochnicy otrzymali Aps i wsp. (2001) [3],
ktorzy przebadali po 10 0séb z grupy badanej i kontrolnej powyzej 20 r.z. Prze-
ciwne wyniki opublikowata Dabrowska i wsp. (2001) [11], badajac po 10 oséb
z kazdej z grup w wieku 13-24, gdyz odnotowali wyzszg intensywno$¢ prochnicy
u CF pacjentdw w poréwnaniu z danymi uzyskanymi w grupie kontrolnej. Dane
te nie zostaly jednak poparte metodami analizy statystycznej. Statystycznie wyz-
sza warto$¢ wskaznika intensywnos$ci prochnicy u dorostych pacjentow choruja-
cych na mukowiscydoze w poréwnaniu z warto$cig wskaznika uzyskana w grupie
kontrolnej otrzymali Pawlaczyk-Kamienska i wsp. [22, 23]. Ponadto u 0sob gru-
py badanej w poréwnaniu za pacjentami z grupy kontrolnej odnotowano istot-
nie statystycznie wyzsza $rednig liczbe zebow z aktywna prochnicg oraz $rednig
liczbe zebow usunietych z powodu prochnicy, nie odnotowano natomiast réznicy
w liczbie zgbow wyleczonych. Dodatkowo wsérod osob chorych nie stwierdzono
zadnej osoby bez prochnicy (wartos¢ wskaznika=0), natomiast odsetek badanych
bez ognisk choroby préchnicowej wsrod osob zdrowych wynosit 14%. Wyda-
je si¢ jednak, ze nie mozna poréwnywaé wynikow uzyskanych w grupie dzie-
ci z wynikami otrzymanymi u dorostych, gdyz poza rozpoznanym zjawiskiem
zdrowotnym w postaci mukowiscydozy stanowigcym przedmiot dociekan, ktore
w zalozonej tezie badania jestem czynnikiem niezmiennym, badani pacjenci r6z-
nig sie zasadniczo w wielu aspektach, mi.in.: wieku, rodzaju uzebienia (mleczne,
mieszane, state) oraz liczby zgbow stalych obecnych w jamie ustnej, a takze czasu
trwania choroby oraz czasu stosowanej farmakoterapii. Pewnym wytlumaczeniem
ztego stanu uzgbienia dorostych 0sdb chorujacych na mukowiscydoze, mogag by¢
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wyniki badan ankietowych przeprowadzonych przez Pawlaczyk-Kamienskg i wsp.
(2019) [22], ktore wykazaly, iz gtownym powodem zglaszania si¢ do stomatologa
jest bol zeba lub widoczny ubytek prochnicowy, co wskazuje, ze leczenie ma raczej
charakter interwencyjny. Nieliczni kontrolujg stan zdrowotny jamy ustnej regular-
nie. Ten fakt dowodzi brak wtasciwej opieki stomatologicznej w tej grupie chorych.

SLINA

Waznym aspektem klinicznym, majacym wptyw na stan zdrowotny nie tyl-
ko zgbow, ale caltej jamy ustnej, maja whasciwosci $liny, ktéra stanowi plynne
srodowisko jamy ustnej oraz najwazniejszy czynnik wplywajacy na zachowanie
jej homeostazy. Nawilza ona tkanki oraz chroni powierzchnie zebow i bton $lu-
zowych przed czynnikami biologicznymi, mechanicznymi i chemicznymi [2, 10,
11, 16, 17, 22]. Jest ona rowniez srodowiskiem zycia i rozwoju licznych mikro-
organizmow, a jej ilos¢ oraz optymalny sktad warunkuje przebieg procesow fizy-
kochemicznych, przyczyniajac sie do utrzymania rownowagi ekologicznej. Sli-
na jest mieszaning wydzieliny matych i duzych gruczotéw slinowych. Podobnie
jak w innych gruczotach wydzielania elementem koniecznym do prawidtowego
funkcjonowania przewodow wyprowadzajacych jest obecnos$¢ biatka btonowego
CFTR, ktore zlokalizowane szczytowej czesci komodrek walcowatych wyscielaja-
cych przewody prazkowane §linianek. Kanal chlorkowy reguluje transport jonow
Na’, K, CI"HCO, oraz wody [2, 10, 17]. W zaleznosci od klasy mutacji genu
CFTR moze dochodzi¢ do réznego stopnia uszkodzenia biatka CFTR, czego skut-
kiem jest nieprawidlowe albo catkowite zahamowanie dziatania kanatu chlorko-
wego w przewodach pragzkowanych gruczotow slinowych i zaburzenia transportu
jonow oraz wody. Konsekwencja moze by¢ zmiana wlasciwosci fizykochemicz-
nych $liny, a takze sktadu jako$ciowego i ilosciowego mikroflory zasiedlajace;j
jame ustng [2, 10, 11, 19, 22, 30, 31].

Dostepne pismiennictwo opisujace wlasciwosci §liny pacjentéw chorujacych
na mukowiscydoze dotyczy albo wytacznie dzieci i mtodziezy, albo grup obejmu-
jacych dzieci i osoby doroste [1, 2, 16, 17, 19]. Jedynie badania Pawlaczyk-Ka-
mienskiej i wsp. (2019) [22] obejmowaly wylgcznie dorostych pacjentéw. W pu-
blikacjach, analizujacych szybko$¢ wydzielania §liny niestymulowanej gtéwnie
u osob w wieku rozwojowym, nie odnotowano istotnych statystycznie roznic
pomiedzy pacjentami chorujacymi na mukowiscydozg, a osobami zdrowymi [1,
2, 16, 17, 19]. Natomiast w przeprowadzonych badaniach dorostych pacjentow
stwierdzono istotnie statystycznie nizszy spoczynkowy poziom nawilZenia jamy
ustnej chorych w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Autorzy publikacji sg zgod-
ni odnos$nie szybkos$ci/objetosci wydzielanej $liny stymulowanej i wskazuja na
istotnie nizsza jej ilo$¢ u pacjentow z mukowiscydoza w konfrontacji z wynikami
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uzyskanymi u os6b zdrowych. Nie sa natomiast jednoznaczne wyniki analizy pH
$liny. Dane z piSmiennictwa mowia o zblizonej warto$ci pH u 0s6b chorujacych
na mukowiscydoze oraz zdrowych badanych [10, 19, 28] lub o istotnie statystycz-
nie nizszej jej wartosci u pacjentow chorujacych na mukowiscydoze [16, 22, 27].
Natomiast zaden z badaczy nie wykazat istotnej statystycznie réznicy pomiedzy
badanymi grupami odno$nie pojemnosci buforowej sliny [1, 22, 28].
Przypuszcza si¢, ze u chorych na mukowiscydoze hiposaliwacja oraz zwick-
szona lepkos¢ sliny prawdopodobnie wynika z uszkodzeni biatka transblonowego
CFTR, a w efekcie z nieprawidlowego mechanizmu transportu jonéw oraz wody
przez blony komoérkowe w przewodach wyprowadzajacych gruczotdéw $lino-
wych [10, 33], cho¢ moze by¢ rowniez skutkiem ubocznym stosowanej terapii
farmakologicznej. Ponadto wadliwa regulacja wymiany CI/HCO, w przewodach
wyprowadzajacych (czego konsekwencja jest brak sekrecji jonéow HCO, do §li-
ny ostatecznej) by¢ moze jest przyczyna nizszego pH §liny pacjentéw chorych na
mukowiscydozg w poréwnaniu ze $ling os6b zdrowych. Analiza wybranych pa-
rametrow fizykochemicznych $liny pacjentow chorujacych na mukowiscydoze,
a w szczegblnosci mniejsza jej ilos¢ oraz nizsze pH, wskazuje, ze wlasnosci §liny,
przy wspotistniejacym deficycie opieki stomatologicznej, moga stanowic u tych pa-
cjentow wiodacy czynnik w powstawaniu oraz progresji prochnicy zgbow [22, 23].

STAN PRZYZEBIA

Istotnym czynnikiem sprawczym chorob jamy ustnej sg dtugo zalegajace bak-
teryjne osady nazebne. Badacze analizujacy akumulacj¢ ptytki nazgbnej w popu-
lacji ponizej 18. roku zycia nie odnotowali istotnych statystycznie réznic w ilo$ci
1 rozprzestrzenieniu migkkich ztogéw nazebnych pomiedzy osobami chorujgcymi
na mukowiscydoze, a zdrowymi rowiesnikami [3, 11, 20, 21, 24-27]. Natomiast
w przeprowadzonych badaniach posrod osob dorostych przez Pawlaczyk-Ka-
mienskg i wsp. (2019) [22] wskaznik oceniajacy rozprzestrzenienie bakteryjnej
ptytki nazgbnej (API wg Lange 1 wsp.) byl istotnie statystycznie wyzszy u pa-
cjentow chorujacych na mukowiscydoze w porownaniu z warto$cig wskaznika
uzyskang u oséb zdrowych. Takiej r6znicy nie odnotowano natomiast w stosunku
do wskaznika méwiacego o grubosci ztogéw (PLI wg Silness & Loe). Obecnosé
bakteryjnego osadu nazgbnego jest skutkiem z jednej strony nieefektywnie pro-
wadzonych zabiegdéw higienicznych jamy ustnej, ale z drugiej zwigzana moze
by¢ z niedostateczng iloScig wydzielanej $liny. Badania os6b dorostych wykazaty
ujemng korelacje pomigdzy iloscig wydzielanej §liny a odsetkiem zebow pokry-
tych bakteryjng ptytka nazebng (wartoscig wskaznika API), co sugeruje, ze ilos¢
wydzielanej §liny przez pacjentéw chorujacych na mukowiscydozg mozna uznac,
za czynnik utrudniajgcy samooczyszczanie jamy ustnej, oraz sprzyjajacy akumu-
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lacji drobnoustrojéw ptytki, ktora tworzy swoista nisze ekologiczna, tzw. biofilm
ptytki nazebnej. Nalezy pamietac, ze mikroorganizmy biofilmu plytki stanowia
czynnik etiologiczny zapalenia dziaset, a w konsekwencji chorob dzigset i przy-
zebia. Zaskakujacy jest fakt, ze u pacjentow chorujacych na mukowiscydoze,
w poréwnaniu z osobami zdrowymi, mimo wickszego rozprzestrzenienia ptytki
bakteryjnej, oraz braku réznic w jej grubosci, stwierdza si¢ istotnie statystycznie
lepszy stan dzigsel (wyrazony wskaznikiem GI wg Loe & Silness). Wszyscy ba-
dacze, oceniajacy stan tkanek dzigsta, zar6wno u dzieci, jak i 0sob dorostych, nie
odnotowali istotnych statystycznie réznic w krwawieniu dzigset pomi¢dzy cho-
rujacymi na mukowiscydoze a odpowiadajacymi im wiekowo réwiesnikami. Do-
datkowo w badaniach Pawlaczyk-Kamienskiej i wsp. (2020) [22, 25, 26] w grupie
chorych nie odnotowano wzajemnej korelacji pomiedzy ilo$cig ptytki, a stanem
dzigset. Warto nadmieni¢, ze takg zalezno$¢ stwierdzono u pacjentéw zdrowych.

Niespodziewane jest rowniez to, ze w grupie chorych, w poréwnaniu z osobami
zdrowymi, mimo statystycznie wigkszego rozprzestrzenienia bakteryjnej plytki na-
zegbnej, lub braku roznic w jej grubosci, odnotowuje si¢ istotnie statystycznie nizsza
catkowita liczbe drobnoustrojéow zalegajacych w szczelinie dzigstowej, i podobnag
liczbe analizowanych periopatogendéw [22]. Etiologia gingivitis opiera si¢ na za-
lozeniu, ze wystapienie choroby uwarunkowane jest interakcja pomiedzy mikro-
organizmami plytki nazebnej a komoérkami uktadu odporno$ciowego gospodarza.
Na inicjacj¢ oraz progresj¢ choroby ma wptyw nie tylko ilo$¢ ptytki nazgbnej, ale
jej sktad, a przede wszystkim jej patogenno$¢ mikrobiologiczna [30]. W badaniach
Pawlaczyk-Kamienskiej 1 wsp. [22, 25, 26] w obu badanych grupach odnotowano
podobng grubos¢ ptytki, podobng ilo$¢ periopatogendéw, a zaobserwowany stan za-
palny dzigset u pacjentow chorujacych na mukowiscydoza byt istotnie statystycz-
nie mniejszy w poroOwnaniu ze stanem dzigset u osob zdrowych. U oséb chorych
brak wzajemnej korelacji pomigdzy grubo$cia ptytki a stanem dzigsel potwierdza
teori¢ plytki specyficznej, wg ktdrej nie wszystkie, a tylko niektore drobnoustroje
zgrupowane w postaci niespecyficznej biomasy plytki, sg odpowiedzialne za po-
wstawanie zamian patologicznych. Trzeba uwzgledni¢, ze w tej grupie pacjentdw,
prawdopodobnie na skutek wieloletniej, czestej 1 dlugoterminowej farmakoterapii
(rowniez w postaci wziewnej), potencjat patogenny ptytki moze by¢ zmieniony (ob-
nizony) i by¢ moze istnieje u nich osobnicza i specyficzna rownowaga ekologiczna
biofilmu. Wydaje si¢ zatem, ze u pacjentow chorujacych na mukowiscydoze brak
zaleznos$ci pomigdzy iloscig ztogdéw nazebnych a stanem dziasel moze wskazywac
na stabilna, prawdopodobnie farmakologicznie uwarunkowana, ekologie biofilmu
jamy ustnej, a wérod czynnikow etiologicznych chordb dziagset i przyzebia dziatanie
czynnika bakteryjnego w tej grupie chorych wydaje si¢ by¢ modyfikowane. Przy-
puszczenie takie potwierdza brak wzajemnej zaleznosci pomiedzy catkowita liczbg
periopatogendéw a warto$cig wskaznika dzigstowego, oraz pomiedzy iloscig bakterii
poszczegdlnych kompleksow a stanem dzigsel. Korelacje takie odnotowano w gru-
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pie kontrolnej. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie kompleksy oceniane za pomoca
zastosowanego przez autorow [22, 26] testu PCR moga wystepowac réwniez u oséb
ze zdrowym przyzebiem nie dajac zadnych objawdw klinicznych. Nie mozna wy-
kluczy¢, ze w niesprzyjajacych warunkach, na skutek zaburzenia stabilnosci eko-
systemu bakteryjnego, potencjalnie szkodliwa mikroflora moze sta¢ si¢ patogenna
dla tkanek przyzebia. Jest to tym wazniejsze, ze wyniki przeprowadzonych badan
klinicznych udowodnity, iz pacjenci chorujacy na mukowiscydoze wykazujg mniej-
sza dbato$¢ o zdrowie jamy ustnej w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Znalazto
to odzwierciedlenie w wigkszej liczbie powierzchni zgbow z aktywng prochnica,
wigksza liczba zgbow usunigtych, podobng liczbg wypelionych oraz wigkszym
rozprzestrzenieniu bakteryjnej ptytki nazebnej, a takze w wynikach badan ankieto-
wych, ktore wskazuja, ze leczenie ma raczej charakter interwencyjny, i tylko nie-
liczni kontroluja stan zdrowotny jamy ustnej regularnie. Dane te wskazujg na brak
wlasciwej opieki stomatologicznej przy dodatkowo niskiej ze strony samych pa-
cjentow dbalosci o zdrowie i higieng jamy ustnej [22, 25, 26].

PODSUMOWANIE

W s$wietle przedstawionych faktow wydaje sig, ze objecie chorych na muko-
wiscydoze statg opiekg stomatologiczng oraz stworzenie dla nich specjalnego pro-
tokotu profilaktycznego, bytoby istotnym czynnikiem umozliwiajagcymi zachowa-
nie zdrowia jamy ustnej. Prawidlowo prowadzona profilaktyka oraz koniecznos$¢
dostosowania si¢ chorych do zalecen prozdrowotnych oraz dziatania ukierunko-
wane na zwalczanie ztogéw bakteryjnych, poprawe wtasnosci sliny oraz aplikacje
preparatow zwigkszajacych odporno$¢ szkliwa na czynniki chorobowe, wydaje
si¢ by¢ szansg na zachowanie uzebienia przez cate zycie i eliminacj¢ innych po-
tencjalnych patologicznych zmian w jamie ustnej. Dedykowany pacjentom cho-
rujacym na mukowiscydoze stomatologiczny protokot profilaktyczny, majacy
odzwierciedla¢ potrzeby profilaktyczno-lecznicze zaréwno dzieci, jak i mtodych
dorostych, bytby $ciezka postepowania dla kazdego lekarza i ograniczytby zacho-
rowania na choroby zgbow zar6wno w okresie uzebienia mlecznego, jak i statego.
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Summary: Pituitary transplantation is an effective treatment for hypopituitarism but lack of pituitary
cells with secretory function has slowed down its progress. The present study explores changes to
hormone production and morphology of murine pituitary cells in pseudo-microgravity culture. It aims
to improve current concepts of culture methods for pituitary cells that may provide new options for
pituitary transplantation in the future. The RCCS-4H simulated microgravity 3D method was used for
primary pituitary cell culture. Primary pituitary cells were isolated and cultivated in both 2D and 3D
cell culture. Cell morphology was observed by visual light and immunofluorescence microscopy. Hor-
mone production was measured by ELISA. Pituitary cells that were cultured in the 3D pseudo-micro-
gravity system maintained their natural morphology and function. Growth rate and hormone secretion
of 3D-cultured pituitary cells were higher from day 5 to day 17 as compared to that of 2D cell culture.
These results indicate that pseudo-microgravity culture facilitates murine pituitary cells to maintain
a natural morphology, better survival time, and physiological hormone production. This method there-
fore might be suitable for the cultivation of analogous human pituitary cells that may serve as excellent
donor cells for cell transplantation therapy in patients with hypopituitarism.

Keywords: Pituitary Cells, 3D Cell Culture, Simulated Microgravity, Rotary Cell Culture System
(RCCS), Rotating Wall Vessel Bioreactor (RWVB)
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INTRODUCTION

The pituitary gland, located on the ventral side of the hypothalamus, is the
most important endocrine gland in the human body. The anterior pituitary gland is
the major producer of systemic hormones such as adrenocorticotrophic hormone
(ACTH) and growth hormone (GH) that play a crucial role in growth and homeosta-
sis [7, 13]. Due to the increasing incidence of brain trauma, sella tumors [10] and
the wide application of pituitary surgery and radiotherapy, the incidence of pituitary
dysfunction is increasing. Pituitary dysfunction affects the secretion of various hor-
mones in the body, resulting in endocrine disorders which can markedly reduce the
patients’ quality of life. At present, pituitary transplantation is an effective treatment
for hypopituitarism [7, 10, 13]. However, the lack of sufficient pituitary cells with
secretory function has slowed down the progress of pituitary transplantation.

In the study at hand, we used a cell culture under simulated microgravity in
order to cultivate primary pituitary cells and to continuously observe their mor-
phology, hormone secretion and growth in vitro. Cells naturally grow in a three-
-dimensional (3D) environment. The spatial arrangement of cells within this
environment affects not only the microenvironment but also cell-cell interaction.
These signals in turn affect differentiation, morphology and a range of cellular
functions. Consequently, when drug candidates are tested using cell-based assays,
the culture condition should mimic the in vivo environment. Traditional two-di-
mensional (2D) culture methods cannot accurately represent the in vivo cell gro-
wth environment, as it limits the interactions between cells. The most natural,
tissue-mimicking method of cell growth for drug discovery applications is there-
fore 3D [2]. Here, we performed a 3D culture of pituitary cells under simulated
microgravity provided by a rotary cell culture system (RCCS) in order to better
simulate the growth environment of normal cells in the body.

METHODS AND MATERIALS

EXPERIMENTAL MATERIALS

Forty 4-7 weeks old female C57/BL6 mice obtained from the Guangdong
Medical Lab Animal Center were used in this study. Ten mice were randomly
selected for pituitary cell culture. The initial experiment was repeated 3 more
times. The RCCS bio-reactor (model: RCCS-4H) was obtained from Synthecon
Inc. (USA). The effect of gravity on cultured cells was reduced by the rotary
motion of the bio-reactor which produces simulated microgravity. The bio-reactor
contains a culture vessel and a 4-rotor host machine with 2 motors. Each motor
controls 2 culture dishes, which can be placed in a carbon dioxide incubator. The
culture vessel is screwed on the rotator, which rotates the chamber slowly around
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the horizontal axis [3]. The rotational speed can be adjusted to achieve optimal
culture conditions and prevent cells from adhering to the wall of chamber.

PITUITARY CELL CULTURE

Ten mice were sacrificed by cervical dislocation and sprayed with ethanol.
Their heads were soaked in 75% ethanol for disinfection. The whole pituitary
gland was removed via craniotomy in a biosafety cabinet, and then placed in
a culture dish with DMEM/F12 medium. Penicillin-streptomycin supplemented
DMEM/F12 medium was used to rinse the pituitary gland 3 times. It was then cut
into small pieces (< 1 mm?®), which were filtered with screen mesh followed by
FBS-free culture medium washing. Type Il collagenase was added to disperse the
tissue for 45 minutes. The same amount of culture medium containing serum was
added to terminate the digestion. Then centrifugation was performed for 5 min
at 1500 rpm to remove supernatants. Centrifugation was repeated twice, and the
supernatants removed each time were collected in a culture dish for observation.

This study used the RCCS-4H simulated microgravity 3D method [9] to cultu-
re primary pituitary cells. The medium, cells, and tissues were placed in the culture
trays or columns, and all air bubbles were removed. The culture trays or columns
were installed on the host machine attached to a rotary motor. The internal tissues,
cells, or cell masses were in suspension due to the dual influence of a rotational
tangential force and gravity. Since there was only small shearing power and no air
bubbles in the culture container [1, 12] the cells remained in suspension.

Four milliliters of culture medium containing serum and antibiotics were ad-
ded for dispersion, followed by culturing in an incubator containing 5% CO, at
37°C. Observation was not performed during the first 48 hours in order to allow
cells to recover from stress during tissue preparation. Four milliliters of the pi-
tuitary cell suspension was resuspended evenly and divided into 2 groups accor-
ding to the culture conditions. Eight milliliters of complete medium was added to
1 ml of the pituitary cell suspensions, which were then placed in a 75 cm? culture
flask for culture. Thirty milliliters of complete medium was added to 3 ml of the
pituitary cell suspension, which was then placed in a 3D container for culture. The
air in the culture container was eliminated in the biosafety cabinet. The 3D rotary
container was placed in a constant temperature incubator containing 5% CO, and
95% air at 37°C. The initial speed was high so that the cells in the container could
be completely mixed, then the speed was lowered as appropriate.

ELISA DETERMINATION OF HORMONES
Beginning the 3rd day, samples were collected every other day, and inverted
fluorescence microscope was used to observe the cellular morphology. After ob-
taining samples, the supernatants were collected and preserved at -20°C. ELISA
was used to determine the concentration of follicle-stimulating hormone (FSH).
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IMMUNOFLUORESCENCE ASSAY

Pituitary cells were seeded on cover slices and fixing in 4% paraformaldehyde
for 1 hour after 13, 17, 22 days. TBS-T solution containing 0.1% Tritonx100 was
used to wash the smears 3 times. After blocking with blocking solution, an ap-
propriate dilution of primary antibody, mouse monoclonal antibody (Santa Cruz,
USA) and rabbit polyclonal antibody (Abcam, USA) was added and the slides
were incubated overnight at 4°C. Goat anti-rabbit IgG (H+L) and goat anti-mouse
IgG (H+L) (Beijing Zhongshan Jinqiao Biological Technology Co., Ltd., China)
were then added (1/500 dilution) and the slides were incubated for 1 hour. Finally,
the nuclei were stained, and after washing 3 times an inverted fluorescence micro-
scope was used to observe the slides.

RESULTS

MORPHOLOGICAL OBSERVATION

The 2D cultured cells are shown in figure 1. With extension of culture time, the
number of cells decreased, and there were a small number of fibroblasts adhering
to the wall. On the 13th day of culture, the cells completely adhered and deviant
morphologies could be observed under microscopy. Some cells were elongated,
some were spindle shaped and others were round. After subculture by digestion,
the cells grew well and completed adhered to the wall.

The 3D cultured cells are shown in figure 2. The cells grew individually, and
a small number of undigested cell masses could be observed on the first three
days of culture. Under microscopy, the dispersed cells were small with strong
refraction. On the 5th day, the number of cells had increased and there were some
cells aggregating. On the 9th day, the number of cells had increased further and
so had the cell masses. On the 13th day, these cell masses had become large (Fig.
3), there were a few single cells, and the cell masses looked nearly round or oval.
Samples of cell masses were obtained for measurement, and the maximum dia-
meter was 1000 pm. On the 17th day, isolated cells almost disappeared and the
cell masses developed an oval or irregularly shape. The maximum diameter of the
cell masses was 2800 pm. On the 21th day, the cell masses appeared damaged and
stopped growing. The basic morphology of the cells was destroyed.

Onday 1, 3,5,7,9, 13, 17, and 21, cells in the 3D culture were selected for
observation. On each examination day, 5 large cell masses under the same field of
microscopic view were randomly selected to measure their diameters. The mean
values were used to draw a growth curve graph (Fig. 3).

Supernatants were collected to determine FSH secretion (Fig. 4). Until the 5th
day of culture, FSH secretion in 2D culture was higher than that in 3D culture.
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day day3

FIGURE 1. Morphological observation of 2D cultured cells

day days day?

day13 day17 day21

FIGURE 2. Morphological observation of 3D cultured cells
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FIGURE 4. Comparison of FSH secretion of the 2D and 3D cultured pituitary cells. * P < 0.05; ***
P <0.001

This is most probably the case because the solutions were not changed on the first
5 days in the 2D culture. The cellular morphology and function did not change,
and the cells continued to grow under the stimulation of culture mediums. Peak
FSH secretion was reached on the 9th day, indicating that the 2D cultured pituitary
cells maintained a good morphology for the first 9 days. In the 3D culture, after
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cell masses visible to the naked-eye appeared on the 10th day, the culture me-
diums were replaced by half every 4 days to facilitate cell mass growth and pro-
liferation. In the 3D culture, FSH secretion reached a maximum on the 17th day.

DETERMINATION OF CELLULAR HORMONE SECRETION
FSH secretion of the 2D and 3D cultured pituitary cells was determined by
ELISA (Fig. 4). FSH reached a maximum concentration on the 9th and 17th day,
respectively. There were statistical significant differences between the two groups
on day 11, 13, 17, and 21.

IMMUNOFLUORESCENCE ASSAY OF PITUITARY CELLS

The results of the immunofluorescence assay on day 13, 17, and 21 of the 2D
and 3D cultures are shown in figure 5, 6, and 7, respectively. The fluorescence in-
tensity of ACTH and GH is shown in Figure 8 and 9, respectively. With extension
of culture time, the protein expression of ACTH and GH in the pituitary cells de-
creased significantly. The levels of ACTH and GH in the 2D cultured pituitary cells
reached a maximum on day 13. The pituitary cell masses in the 3D culture grew
well between day 13 and 17. Thereafter, the growth of the cell masses slowed down.

DAFI ACTH GH

FIGURE 5. Immunofluorescence assay of 2D and 3D cultured pituitary cells on day 13
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FIGURE 6. Immunofluorescence assay of 2D and 3D cultured pituitary cells on day 17
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FIGURE 7. Immunofluorescence assay of 2D and 3D cultured pituitary cells on day 21
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With the extension of culture time, the expression of ACTH and GH in the 2D
and 3D cultured pituitary cells were both decreased (Fig. 5-7). However, hormone
secretion in the 3D culture was higher than that in the 2D culture on every day
of measurement. The bar graphs of fluorescence intensity (Fig. 8, 9) showed that
the 2D cultured cells had stopped secreting hormones on the 17th day in contrast
to the 3D cultured cell masses. After the 2D cultured cells completely adhered to
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the wall, the pituitary cells differentiated into various different cells. However,
there were still some ACTH secreting pituitary cells left. On the 17th day in the
3D culture, the cell masses still secreted hormones, but grew slowly. On the 21st
day, the cell masses ruptured and stopped growing. The secretion of all hormones
further decreased accordingly.

DISCUSSION

The morphological observation of simulated microgravity cultured pituitary
cells indicated that the pituitary cells could survive for some time, but without the
addition of nerve growth factor or stimulation from the hypothalamus, the cells
would stop growing and their morphology and function could only be maintained
for a certain time. This is in accordance with the so called “neurotrophic hypothe-
sis”, which posits that the survival of neurons depends on the continuous retrogra-
de supply of trophic factors from target organs [5, 6]. As both neural activity and
neurotrophic factors have been experimentally demonstrated to be neuroprotective
for the magnocellular neurons (MCNs) in response to axonal injury [8], the “neu-
rotrophic hypothesis” can be regarded as correct with a high level of evidence. As
far as the exact factors involved in this regulatory process are concerned, Vutskits
et al. 1998 [11] were able to demonstrate in vitro that the programmed neuronal
cell death is attributable to the loss of ciliary neurotrophic factor (CNTF) from the
neurohypophysis. Additionally, an increase in intracellular cAMP is sufficient to
promote and maintain neuronal survival by recruiting the neurotrophin receptor
TrkB to the plasma membrane by translocation from intracellular stores [4]. None
of these neuroprotective processes is typically active in a classical 2D cell culture.

In the presented microgravity 3D culture, the cells inoculated in the container
remained in suspension under conditions with small shearing power, no air bub-
bles in the culture container and efficient oxygenation [1, 12]. As the presented
results demonstrate, simulated microgravity 3D culture has certain advantages
over traditional 2D cell culture. The culture time of the pituitary cells in vitro was
prolonged. Cellular morphology could also be easily observed. This finding indi-
cates that the cellular morphology in the 3D culture was maintained well for the
first 17 days; an appropriate time for pituitary transplantation.

The comparisons of hormone secretion and protein expression showed that si-
mulated microgravity cultured pituitary cells had better morphology and secreted
a greater amount of hormones. In simulated microgravity, cultured pituitary cells
grew well on the 7th and 13th day. This finding could help identify an optimal
time for pituitary transplantation and benefit the development of further new cell
culture methods. Since pituitary cells contain a variety of sub-types, this study
may also provide a clinical reference for inducing pluripotent stem cells into pi-
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tuitary cells. In addition, this study may be a reference for further quantitative and
qualitative studies of the secretion of various hormones in pituitary cells, which
may be helpful for pituitary transplantation.

CONCLUSION

The present study suggests that primary pituitary cells can survive and produ-
ce hormones in vitro in 3D culture for a period of time. This hormone production
is both higher and last longer than in conventional 2D culture. This technique
therefore offers advantages for pituitary cell transplantation.
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5. zasadniczy tekst (Times New Roman 12 pkt., odstgp 1,5 wiersza) nalezy podzieli¢ na tytutowane i numerowane rozdziaty
oraz podrozdzialy (nalezy przyja¢ nastgpujacy sposob numeracji rozdziatéw i podrozdziatow: 1, 1.1, 1.1.1, 1.1.2 itd.)

6.  ostateczna wersja tekstu powinna by¢ zapisane w formacie doc. lub docx.

tabele wraz z opisami nalezy umieszcza¢ na koncu artykutu; jednostki miar musza by¢ zgodne z uktadem SI;

8. ryciny i schematy nalezy zapamigtywa¢ w formacie tiff. lub jpg. w jako$ci minimum 300 dpi; w przypadku publikowania
mikrofotografii nalezy zamieszczaé¢ na nich podziatke (scale bar); warto$¢ podziatki nalezy poda¢ w opisie mikrofotografii;
jezeli zataczniki sa zapozyczone z innych zrodel, a zamieszcza si¢ je w niezmienionej formie, nalezy poda¢ skad zostaty
zaczerpnigte 1 dotaczy¢ zgodg autora i wydawnictwa na ich reprodukceje;

9. objasnienia i podpisy rycin, zdj¢¢ i w tabelach powinny by¢ podane w j. polskim i angielskim

10.  sposob przygotowania literatury: skroty nazw czasopism podawac¢ nalezy wedtug Index Medicus; cytowanie literatury w tek-
$cie — z zastosowaniem nawiasu kwadratowego (np. [5]); spis literatury nalezy zestawi¢ alfabetycznie wedtug nastgpujacego
wzoru:

[1] BEN-CHETRIT E, CHAN EK, SULLIVAN KF, TAN EM. A 52-kD protein is a novel component of the SS-A/Ro antige-

nic particle. J Exp Med 1988; 167: 1560-1571.

[2] BEUTLER B. Toll-like receptors and their place in immunology. Nature 2004; 430: 498-518.

[3] ELSTON CW. Grading of invasive carcinoma of the breast. In Page DL and Anderson TJ eds. Diagnostic histopathology

of the breast. Edinburgh: Churchill Livingstone, 1987;300-311.

Odplatnos¢ (kwoty brutto)

1. opfata za wydrukowanie artykutu nieprzekraczajacego 15 stron druku — 1500 zt

2. strona druku (powyzej 15) — dodatkowo 50 zt za jedng strong

Skierowanie pracy do PBK celem rozwazenia mozliwosci jej publikacji jest tozsame z akceptacja przez autorow pracy regulaminu

przyjmowania, oceny i publikowania artykutow naukowych w tym czasopismie.

Poprawiona po recenzji wersj¢ pracy nalezy zwroci¢ do redakeji maksymalnie w ciagu 30 dni. Redakcja zrezygnuje z publikacji

maszynopisu, ktorego autorzy do 30 dni od chwili otrzymania recenzji nie odpowiedza na list redaktora.

Autor zobowigzany jest do wykonywania korekty autorskiej i zwrocenia jej w ciagu 48 godzin do redakeji. Koszty spowodowane

wigkszymi zmianami tekstu, wprowadzanymi w korekcie autorskiej poza poprawkami blgdow drukarskich, ponosi autor. Redakcja

zastrzega sobie prawo dokonywania skrotow i zmian w manuskrypcie.

b

N

Po zaksiggowaniu kwoty zwigzanej z publikacjg artykutu w Postepach Biologii Komorki na koncie fundacji wszyscy autorzy otrzy-
muja 1 egzemplarz zeszytu PBK z opublikowana praca oraz plik PDF zawierajacy opracowany przez redakcj¢ manuskrypt (wydru-
kowane zeszyty oraz plik PDF sa wysylane odpowiednio na adres pocztowy oraz e-mail autora zajmujacego si¢ korespondencja).
Autorzy moga rowniez zamowic¢ wigksza liczb¢ wydrukowanych reprintdw swojej pracy, a ich koszt bedzie podany do wiadomosci
autorow na stosownym druku zamowienia.
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