Biotechnologia

wybrane zagadnienia

Biotechnology

selected issues

Sl

)
o “h

|
|
|

{il
A\
{

Redakcja

Kamil Maciag
Kinga Kropiwiec
Mirostaw Szala

Politechnika Lubelska
Lublin 2014



Biotechnologia

wybrane zagadnienia

Biotechnology

selected issues

1



Politechnika Lubelska
Wydziat Mechaniczny




Biotechnologia

wybrane zagadnienia

Biotechnology

selected issues

1

redakcja

Kamil Maciag
Kinga Kropiwiec
Mirostaw Szala

Politechnika Lubelska
Lublin 2014



Recenzenci:

prof. dr hab. n. med. Stanistaw Czuczwar

prof. dr hab. n. med. Janusz Kocki

prof. dr hab. Jerzy Rogalski

dr hab. n. med. Joanna Chorostowska-Wynimko, prof. nadzw. IGICHP
dr hab. n. med. Monika Podhorecka

dr hab. n. med. Piotr Kopinski

dr hab. n. med. Jacek Kurzepa

dr hab. inz. Rudolf Stota

Wszystkie opublikowane artykuty zostaty pozytywnie zrecenzowane
Wydano za zgodg Rektora Politechniki Lubelskiej
© Copyright by Politechnika Lubelska 2014

ISBN 978-83-7947-045-7

Wydaweca: Politechnika Lubelska
ul. Nadbystrzycka 38D, 20-618 Lublin
Realizacja: Biblioteka Politechniki Lubelskiej
Osrodek ds. Wydawnictw i Biblioteki Cyfrowej
ul. Nadbystrzycka 36A, 20-618 Lublin
tel. (81) 538-46-59, email: wydawca@pollub.pl
www.biblioteka.pollub.pl
Druk: TOP Agencja Reklamowa Agnieszka tuczak
www.agencjatop.pl

Elektroniczna wersja ksigzki dostepna w Bibliotece Cyfrowej PL www. be. pollub. pl
Naktad: 50 egz.



mailto:wydawca@pollub.pl
http://www.biblioteka.pollub.pl/
http://www.bc.pollub.pl/

SPIS TRESCI

METODA 1ZOLACJI | ROZDZIALU CALOSCIOWEJ FRAKCJI BIALEK Z ZIAREN PYLKU
TINANTIA ANOMALA (TORR.) C.B. CLARKE, PAEONIA OFFICINALIS L. ORAZ LILIUM
LANCIFOLIUM L.uviiiiiiiiiiiiiic e 7

JOANNA GEBURA, JOANNA DYBEK, KRYSTYNA WINIARCZYK

NAPOJE ENERGETYCZNE — CZY NAPRAWDE DODAJA SKRZYDEL? ..........c.ccccvunnnnn. 19

MARCIN URBANCZUK, MAGDALENA AMAROWICZ, KATARZYNA SCHAB,
PAULINA MULAWKA, DOMINIKA MULAWKA, PAULINA SOBSTYL, JAN SOBSTYL,
PAULINA CHWIL, KAROL TERLECKI, LIDIA KOTUEA

NIEWIRUSOWY TRANSFER GENOW — PRZEGLAD METOD ............cccvvvvvvvvvevnenrennnnnns 27
ARKADIUSZ GOEDE, JOANNA GOLINSKA, TOMASZ WANDTKE, JOANNA WIELIKDZIEN

SAMOBOJCZA TERAPIA GENOWA W PROBACH LECZENIA NOWOTWOROW —
PRZEGLAD STRATEGIL......ccciiiiiiiiieieieieiei ettt 43

MACIEJ GAWRONSKI, TOMASZ WANDTKE, JOANNA WIELIKDZIEN, PIOTR KOPINSKI

SUBSTYTUTY SKORY ORAZ INZYNIERIA TKANKOWA W REGENERACJI

10113 3 S0 N ) S0 ) 2N 57
SYLWIA KATARZYNA KROL, DOROTA CHOROSZYNSKA, ARKADIUSZ MACHETA
MAGDALENA OsSIAK, NATALIA P4J4K

SUBSTANCJE ROSLINNE POWODUJACE WZROST WYDATKU

ENERGETYCZNEGO STOSOWANE W SUPLEMENTACH DIETY

WSPOMAGAJACYCH REDUKCJIE MASY CIALA.........ccvtiiiiieeiiiiiiiiini e e eeeseniiinneaeeeaens 67
JOLANTA KARWAT, ALICJA NIEDOJADEO, PAULINA GIL-KULIK, LIDIA KOTUEA,

ANNA GRAD, KAROLINA GIL, KATARZYNA K42AKUCKA, ELZBIETA MAJEWSKA,

MARTYNA MARKOWSKA, KATARZYNA KULISZ, DOMINIKA ZMUREK, EWA KOLODZIES

TROJWYMIAROWE HODOWLE KOMORKOWE — BRAKUJACE OGNIWO MIEDZY
MODELAMI IN VITRO FINVIVO? ..ttt 77

SYLWIA KATARZYNA KROL, DOROTA CHOROSZYNSKA, ANNA WAWRUSZAK’,
KAROLINA OK£4

WPLYW DENDRYMERU PAMAM 3 GENERACJI NA KOMORKI WYBRANYCH
SZCZEPOW DROZDZY SACCHAROMYCES CEREVISIAE ...covvviiiiiiieiiiiieeeeiie e 95

KATARZYNA BARCHIEWICZ, KAROLINA JONCZYK

ZAWARTOSC KWASU KYNURENINOWEGO W PREPARATACH ZIOLOWYCH
POPRAWIAJACYCH PAMIEC ......ccciiiiiiiiiiie ittt 107

MONIKA TURSKA, ADAM IWANIUK, JAKUB PELAK, MICHAZ P. TURSKI






Joanna Gebura', Joanna Dybek?, Krystyna Winiarczyk®

METODA IZOLACJI | ROZDZIALU CALOSCIOWEJ
FRAKCJI BIALEK Z ZIAREN PYLKU TINANTIA ANOMALA
(ToRrR.) C.B. CLARKE, PAEONIA OFFICINALIS L. ORAZ

LILIUM LANCIFOLIUM L.

1. Wprowadzenie

Rosliny okrytonasienne (Angiospermae) obejmujg ponad 260 000 gatunkow
nalezacych do 453 rodzin. Ich cecha charakterystyczna jest wytwarzanie
kwiatow, w ktorych znajdujg si¢ organy generatywne (stupek oraz preciki).
Ponadto u ro$lin okrytonasiennych zachodzi podwdjne zaptodnienie, w wyniku
ktorego powstaje zygota oraz zwykle triploidalne bielmo. Zarodek wraz z catym
zalgzkiem przeksztatca si¢ w nasienie, ktore jest zamknigte w owocni powstalej
z zalgzni shupka [1]. Angiospermae przechodza cykl rozwojowy ztozony
z dwoch pokolen organizméw. Dominujgcym jest tutaj diploidalny sporofit,
ktory wyrasta na samodzielng rosling. Natomiast haploidalne gametofity
powstaja ze specjalnych komorek sporofitu i sg catkowicie od niego
uzaleznione. U wigkszosci roslin kwiatowych gametofitem zenskim jest
7-komoérkowy woreczek zalagzkowy, a megskim 3-komoérkowe ziarno pyltku.
Rozmnazanie generatywne zapewnia zmienno$¢ gatunkowa 1 umozliwia
przystosowanie ro$lin do zmieniajacych si¢ warunkéw $rodowiska roslin
Niezbgdnym etapem tego procesu jest zapylenie, ktére rozpoczyna faze
progamiczng. Obejmuje ona okres od osadzenia pytku na znamieniu poprzez
wzrost tagiewki pytkowej w szyjce stupka i zalgzni az do momentu dotarcia
tagiewki do woreczka zalazkowego. To whasnie w trakcie tej fazy gametofity
dojrzewaja a w etapie koncowym potacza si¢, dajac poczatek nowej roslinie.
Procesy sterujace wlasciwym przebiegiem fazy progamicznej nie sg do konca
poznane [2]. Wiadomo, ze istnieje szereg przystosowan zwigzanych
z przyjeciem lub odrzuceniem niezgodnego pytku. Istnieja przypuszczenia, ze
sygnaly chemiczne wysylane przez meski 1 zenski gametofit oraz tkanki
transmisyjne stupka sg gtéwng przyczyna wzajemnego rozpoznawania si¢ ziaren
pytku oraz woreczkoéw zalazkowych [3, 4].

W budowie anatomicznej gametofitow megskich mozna wyrdznic¢ protoplast
z organellami (komorka generatywna 1 wegetatywna) otoczony $ciang
sporodermalng. Sporoderma sktada si¢ zazwyczaj z dwu warstw powstajacych

! joanna.gebura@tlen.pl, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydziat Biologii i Biotechnologii
2 Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Zaktad Anatomii i Cytologii
Roslin


mailto:joanna.gebura@tlen.pl

JOANNA GEBURA, JOANNA DYBEK, KRYSTYNA WINIARCZYK

stopniowo w miar¢ rozwoju ziarna pytku. Pod koniec mejozy pojawia si¢ egzyna
(warstwa zewngtrzna) niejednokrotnic o skomplikowanej, kilkuwarstwowej
budowie (negzyna, segzyna i jej elementy), ktora z czasem zostaje wysycona
sporopolening. Dzigki temu $ciany ziaren pytku sg twarde, trwate oraz odporne
na czynniki zewnetrzne. Sporoplenina jest najbardziej stabilng i odporng na
rozktad substancja, jaka wystepuje w §wiecie roslin. Jej sktad chemiczny jest
stabo poznany. Analizy wykazaly, Zze tworza ja glownie biopolimery
dhugotancuchowych kwasoéw tluszczowych, fenylopropanoidéw, fenoli oraz
sladowych ilosci karotenoidow. Morfologiczna struktura egzyny (charakter-
rystyczny uktad porow i bruzd) wykazuje specyficzno$¢ gatunkowa dzigki
determinacji jej budowy przez genom sporofitu. Egzyna sklada si¢ glownie
z polisacharydéow 1 mukopolisacharydow z dodatkiem thuszczéw 1 biatek.
Warstwa wewngetrzna sporodermy zaktada si¢ pod koniec procesu mikro-
sporogenezy i jest nig zazwyczaj cienka, celulozowo-pektynowa intyna [5].
Doktadng budowe $ciany ziaren pytku przedstawia rysunek 1.
Wypustki:

prtowate zZiarmiste spiczaste bulawkowate

Porus:
P Wicczko

" Przedsionck

Warstwa
ohnywona

Warstwa
X é kolumellowa
Segzyna Warstwa
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Rys. 1. Struktura $ciany ziaren pytku z elementami charakterystycznymi dla rzezby egzyny:
wypustkami (projections) oraz porami otoczonymi pier§cieniem (annulus) i przykrytymi
wieczkiem (operculum). Do ich wnetrza prowadzi przedsionek (vestibule) [5].

W zaglebieniach urzezbionej egzyny, jak i na jej powierzchni odktadajg sie
zwiazki niskoczasteczkowe (np. karoteny, flawonoidy), zwiazki lipidowe,
weglowodany i bialka (wykazujace rowniez aktywno$¢ enzymatyczna) [6, 7, 8].
Substancje te moga formowac roznorodne wypustki na przyklad w postaci
butawek (clavate), ziaren (verculate), pretow (baculate) lub ostro zakonczonych
struktur (echinate). Zwiazki wystepujace na powierzchni egzyny pochodza
gtéwnie z tkanki odzywiajacej dojrzewajace mikrospory, czyli tapetum i tworza
ptaszcz pytkowy (pollen coat). Jesli wérdd nich przewazajg zwigzki lipidowe to
nazywa si¢ go ,,pollenkitem”, a w przypadku gdy wigkszo$¢ stanowia biatka
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i weglowodany ,.tryphine”. Specyficzny sktad ptaszcza pytkowego odpowiada
za rozpoznawanie ziaren pytku przez znamig¢ stupka, a jego sktadniki biatkowe
wywoluja samoniezgodnos$¢ sporofitowa [9, 10, 11, 12]. Bialka wystepuja takze
we wnetrzu ziaren pylku (biatka cytoplazmatyczne oraz biatka w wewngtrznych
warstwach intyny) i w odréznieniu od biatek ptaszcza sg one wynikiem ekspresji
genéw mikrogametofitu, a takze moga odpowiada¢ za samoniezgodnosé
gametofitowa [13, 14, 15, 16].

Substancje bialkowe stanowig duzy udzial w strukturze ziaren pytku.
W protoplascie i ptaszczu pylkowym zidentyfikowano okoto 85 biatek
enzymatycznych, ktére pelig roéznorodne funkcje na tak waznych etapach
rozmnazania generatywnego ro$lin jak dojrzewanie ziaren pytku, kietkowanie
w tagiewke pytkowa oraz jej dalszy wzrost [17]. Do tej pory zidentyfikowano
liczne enzymy, na przyktad kwasne fosfatazy, rybonukleazy, esterazy, amylazy,
proteazy, peroksydazy, katalazy i inne. Ahokas (1976) okreslit doktadng rolg
enzymow wykrytych u kukurydzy. Zidentyfikowal esterazy w Scianach
i ptaszczu ziaren pytkowych Zea mays oraz wykazat, ze hydrolizuja one egzyne
umozliwiajac kietkowanie tagiewki pytkowej [18]. Roggen i Stanley (1969)
udowodnili, ze P-glikonaza i pektynaza wplywaja stymulujagco na wzrost
tagiewki pytkowej u Brassica campestris i B. napus [19]. Natomiast
poligalakturonaza obecna w dojrzatych ziarnach pytku i na szczycie lagiewki
pytkowej u Brassica napus powoduje degradacj¢ pektyn i dzigki temu utatwia
tagiewce penetracje pomi¢dzy komdrkami stupka [20].

Metody izolacji i1 identyfikacji bialek otrzymanych z ptaszcza pytkowego lub
catego ziarna pytku sa zwykle dostosowywane do gatunku, z ktorego pozyskuje
si¢ materiat badawczy. Jest to bardzo wazny aspekt ze wzgledu na ogromna
roznorodno$¢ w sktadzie chemicznym ziaren pytku réznych gatunkow roslin.
Dlatego nalezy przeprowadzi¢ proces optymalizacji wybranej metody
indywidualnie dla poszczegolnych gatunkdéw. Do najchgtniej uzywanych technik
pozyskania calo$ciowe;j frakcji biatek zalicza si¢ ekstrakcje fenolowa.

Techniki elektroforetyczne sa najczesciej stosowanymi metodami separacji
czastek organicznych. Wykorzystuje si¢ w nich zjawisko elektrokinetyczne,
W ktorym makroczasteczki obdarzone pewnym tadunkiem elektrycznym
przemieszczaja si¢ pod wplywem dziatajacego pola elektrycznego. Ruch
czasteczek zalezy od ich wielkosci, tadunku, ksztaltu oraz oporéw ruchu
srodowiska. Techniki elektroforetyczne umozliwiajg bardzo wysoki stopien
rozdzielczo$ci czastek organicznych przy niewielkich nakladach finansowych,
aw polaczeniu z technikami immunobarwienia posiadaja roéwniez zalety
wysokiej selektywnosci [21]. Rozdziat biatek pochodzacych z generatywnych
czgsci ro$lin  staje sie mozliwy dzieki wykorzystaniu elektroforezy
dwukierunkowej (2D, IEF-SDS/PAGE), w trakcie ktorej biatka zostajg
rozdzielone na pierwszym etapie wedtug ich punktu izoelektrycznego, a w etapie
drugim na podstawie mas czasteczkowych. Przeprowadzenie takich analiz
z pojedynczych ziaren pytku jest bardzo interesujace z teoretycznego, jak
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| praktycznego punktu widzenia. Gametofity megskie stanowig bowiem wygodny
materiat do badan poréownawczych ze wzgledu na ich haploidalnos¢
| wyréwnane stadium fizjologiczne. Pojedyncze ziarno pytku posiada zbyt mato
substancji peptydowych, aby bylo to mozliwe przy uzyciu standardowego
sprzetu. Pozadana jest w tym przypadku jego miniaturyzacja lub zgromadzenie
wystarczajgcej ilosci materialu w podobnym stadium rozwojowym [22].

2. Material i metody

2.1. Material biologiczny

Materiat do badan stanowily nastgpujace rosliny: Paeonia officinalis L.
(Paeoniaceae), Lilium lancifolium (Liliaceae) L. oraz Tinantia anomala (Torr.)
C.B. Clarke (Commelinaceae). Nasiona T. anomala pochodzity z Ameryki
Srodkowej (Stan Teksas), a sama ro$lina byla uprawiana w warunkach
szklarniowych w szklarni przy Zaktadzie Anatomii i Cytologii Roslin, UMCS
w Lublinie. P. officinalis oraz L. lancifolium pochodzita z Ogrodu Botanicznego
UMCS w Lublinie, byta uprawiana w warunkach naturalnych.

Do analiz pobierano gltowki precikowe z osobnikéw rosngcych w jednej
populacji. Poniewaz T. anomala posiada dwa rozne rodzaje pylnikéw pozyskany
z niej material podzielono na dwie proby (pylniki krétkie i pylniki dhugie), ktore
zbierano w okresie od listopada do czerwca. Pylniki P. officinalis oraz
L. lancifolium zbierano w okresie kwitnienia (maj — czerwiec). Dojrzaty pytek
pobierano przy uzyciu sterylnej pincety wprost do probéwek Eppendorfa. Tak
pozyskany material przechowywano w temperaturze -20°C.

2.2. Metody badawcze

2.2.1. Homogenizacja materialu biologicznego

Zamrozony material biologiczny rozcierano w probdéwce Eppendorfa przy
uzyciu teflonowego tloczka az do uzyskania sproszkowanych pylnikow.
Homogenizacja przebiegata w cieklym azocie.

2.2.2. Izolacja calo$ciowej frakcji bialek z ziaren pyltku

Catosciowsa frakcje biatek pozyskiwano na drodze ekstrakcji fenolowej wedhug
zmodyfikowanej metody Hurkman’a i1 Tanaki (1986) [23]. Pierwotnie sprosz-
kowany material zawieszano W buforze ekstrakcyjnym pH 7 0 nastgpujacym
sktadzie: 0,7 M sacharoza, 0,5M Tris, 30mM HCI, 30 mM EDTA, 2 mM PMSF
i 13 mM DDT; a nastgpnie wytrzasano go intensywnie przez 10 min. z réwna
objetoscig rozpuszczonego w wodzie fenolu. W kolejnym etapie powtdrnie
wytrzasano uzyskany ekstrakt fenolowy z rdwna objgtoscia buforu ekstrakcyjnego
w celu usuniecia z warstwy fenolowej wigkszos$ci substancji niebiatkowych.
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Biatka z fazy fenolowej wytracano 0,1M octanem amonu w metanolu przez
24 godziny w temperaturze -20°C. Po odwirowaniu osadu bialkowego suszono
go pod préznig i rozpuszczano w odpowiedniej ilosci buforu ,,rozpuszczajacego”
o nastepujacym sktadzie: 7M mocznik, 2M Tiomocznik, 2% Chaps, 2% IPG
(3-10) oraz 40 mM DTT.

2.2.3. Przeprowadzenie pierwszego kierunku elektroforezy —
izoelektroogniskowanie (IEF)

Uzyskany roztwor biatkowy rozprowadzano réwnomierniec pomigdzy
elektrodami w rynience aparatu do izoelektroogniskowania, a nastgpnie
umieszczano w nim paski zelowe (ReadyStrip IPG Strips 3-10,7 cm lub 11 cm,
Bio-Rad), aby roztwor mogt uwodnié zel. W kolejnym etapie paski pokrywano po
calej powierzchni 1 ml oleju mineralnego i rozpoczynano proces izoelektro-
ogniskowania w specjalnym aparacie (Protein IEF Cell, Bio-Rad). Uzywane
parametry rozdziatu to 8000V/20uA/Strip. Proces IEF sktadat si¢ z dwoch etapow.
Pierwszym byta 12-godzinna rehydratacja paskow zelowych, a drugim wiasciwy
rozdziat biatek pod wzgledem ich punktow izoelektrycznych (pl).

Po rozdziale w pierwszym kierunku paski zelowe byly réwnowazone
w odpowiednich warunkach. W tym celu przenoszono je do 20% roztworu DTT
(sporzadzonego w buforze odwracajgcym o sktadzie: 2 M mocznik, 2 M
tiomocznik, 2% Chaps, 0,5% IPG) na 20 min (2x po 10 min w 2 ml
roztworu/Strip), a nastgpnie do 25% roztworu [AA roéwniez sporzadzonego
w buforze odwracajgcym (2x 10 min w 2 ml roztworu/Strip).

2.2.4. Przeprowadzenie drugiego kierunku elektroforezy — rozdzial
W Zelu poliakrylamidowym

W drugim kierunku biatka rozdzielano w 12,5% zelu poliakrylamidowym
0 wymiarach: 8,6 cm x 6,7 cm x 1,5 mm lub 20 cm x 18,5 cm x 1,5 mm. Po
zrownowazeniu paski zelowe osuszono na bibule i przenoszono na zel
poliakrylamidowy. Jako standardu do porownywania mas biatkowych uzywano
standardu do CBB firmy Bio — Rad o nazwie Prestained SDS-PAGE Standards.
Calos¢ (standard oraz Strip) pokrywano warstwa agarozy (0,8%) i rozpoczynano
rozdziat bialek pod wzgledem ich mas czgsteczkowych. Rozdziat prowadzono
przez okoto 2 godziny (100 V, 118 mA, 12 W) w buforze elektroforetycznym
Laemmli’ego.

11
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2.2.5. Wybarwianie rozdzielonych biatek

Barwienie rozdzielonych w Zelu biatek przeprowadzono systemem Coomassie
Brilliant Blue (uzywano 0,125 % roztworu barwnika sporzadzonego w mieszaninie
10 % kwasu octowego i 40 % metanolu) w czasie 12-14h, a nastgpnie wyplukiwano
barwnik z tla zelu. Wypltukiwanie prowadzono przy uzyciu specjalnego roztworu do
dekoloryzacji (10% kwas octowy, 40% metanol, woda MiliQ) przez 12 h,
a nastepnie ptukano zel w wodzie miliQ przez kolejne 12 h.

Aby zwickszy¢ czutos¢ wykrywania biatek w Zelu stosowano takze
wybarwianie srebrem. Procedura ta sktadata si¢ z nastepujacych etapow:

- uczulanie Zelu w mieszaninie etanolu, kwasu octowego i wody (1:3:6)

- inkubacja zelu w mieszaninie uczulajgcej z dodatkiem tiosiarczanu sodu
oraz octanu sodu

- ptukanie zelu w wodzie miliQ

- impregnacja zelu roztworem azotanu srebra (0,2%)

- powtorne ptukanie zelu w wodzie miliQ

- rozwijanie zelu w roztworze weglanu sodu z dodatkiem formaldehydu

- zatrzymywanie reakcji w roztworze glicyny (0,8%).

2.2.6. Skanowanie uzyskanych wynikéw

Uzyskane zele z rozdzielonymi biatkami skanowano przy pomocy programu
EPON SCAN i skanera Image Scanner Il GE Healthcare.

3. Wyniki i dyskusja

Przeprowadzone wstepne analizy proteomu ziaren pytku wykonano dla trzech
gatunkow roslin pochodzacych z roznych klas (L. lancifolium i T. anomala nalezg
do klasy jednolisciennych, a P. officinalis do klasy dwulisciennych). Stosowane
metody badawcze byty optymalizowane dla konkretnego materiatu biologicznego.

Izolacjg¢ biatek z catych ziaren pytkow P. officinalis przeprowadzono metoda
Hurkman i1 Tanaka (1986) uzywajac do analizy 100 mg materialu w dwodch
powtdrzeniach. Zastosowano. Roztwor otrzymany po ekstrakcji zawierat biatka
pochodzace zaréwno z plaszcza pytkowego, jak i protoplastu. Kalinowski i in.
(2002) [24] sugeruje, ze ekstrakcja biatek powinna odby¢ si¢ najpierw poprzez
odmycie ptaszcza biatkowego, a nastepnie homogenizacje protoplastow
i pozyskanie z nich bialek. Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzono
wyg standardowych metod z wykorzystaniem 7 cm paskow do IEF. Probki
rozpuszczono w buforze nie zawierajacym tiomocznika dla sprawdzenia, czy
takie warunki beda odpowiednie do analiz grupy bialek otrzymanej z ziaren
pytku. Rozdzielone biatka wybarwiono systemem CBB. Otrzymane wyniki
ilustruje rysunek 2.
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Rys. 2. Zele przedstawiajace rozdziat elektroforetyczny catkowitej frakcji biatek uzyskanej
z ziaren pytku P. officinalis po izoelektroogniskowaniu na paskach zelowych o dtugosci 7 cm.

Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze ilo$¢ materiatu uzytego do badan
byta zbyt duza do rozdzielenia go na 7cm paskach zelowych. Dodatkowo
zaciemnienie obrazu przez pojawiajace si¢ smugi sugerowato, ze izolacja frakcji
biatkowej nie zostala przeprowadzona zbyt precyzyjnie. Osad biatkowy byt
zanieczyszczony lipoproteinami.  Miejscowe  zaciemnienia  sugerowaly
0 niecatkowitym rozpuszczeniu probki biatkowe;.

W drugim etapie badan piwonii zmniejszono ilo$¢ materiatu badawczego do
60 mg pylnikow. Ponadto do izoelektroogniskowania uzyto dhuzszych paskoéw
zelowych o dlugosci 11 cm. Wprowadzono rowniez zmiany w trakcie izolacji
materialu biatkowego (uzyto buforu ekstrakcyjnego o pH 7), jak rowniez
w sktadzie buforu ,,rozpuszczajacego” (dodatek tiomocznika). Do wybarwienia
biatek zastosowano system CBB. Otrzymane wyniki przedstawia rysunek 3.
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Rys. 3. Zel przedstawiajacy rozdziat elektroforetyczny catkowitej frakcji biatek uzyskanej z ziaren
pytku P. officinalis po izoelektroogniskowaniu na paskach zelowych o dtugosci 11cm.
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Wykonany rozdzial byl zdecydowanie bardziej czytelny od rozdziatu
przeprowadzonego w pierwszej probie. W zelu mozna zidentyfikowac
pojedyncze peptydy. Wyeliminowano takze defekty w postaci smug
| zaciemnien.

Nastgpnie wykonano izolacje calosciowej frakcji biatek z pylnikow
L. lancifolium. Do analizy wzieto 100 mg pylnikéw, a otrzymany osad biatkowy
wykazywal charakterystyczne ciemnobrunatne zabarwienie, ktory po ptukaniu
acetonem ulegl odbarwieniu. Przy probie rozpuszczenia osadu, okazato sig, ze
jest to niemozliwe w objetosci wymaganej do aplikacji prob na 11 cm paski
zelowe (200 pl). Przyczyna takiej sytuacji mogly by¢ znaczne rozmiary
protoplastow w ziarnach pytkowych lilii oraz duze ilosci wystepujacych w nich
substancji biatkowych. Dalsze badania dla tego gatunku nie byly prowadzone.

W ostatnim etapie badan zaj¢to si¢ przeprowadzeniem analizy profilu
biatkowego ziaren pytkéwych pochodzacych z T. anomala. U tego gatunku
wystepuje dimorfizm precikow, dlatego wykonano analize dwu prob:
1 — pochodzita z pylnikow dtugich, a 2 — z pylnikéw krotkich. Izolacje frakcji
biatkowej przeprowadzono wedlug procedury stosowanej w drugiej probie
badan wykonanych na piwonii. Pobrano odpowiednio 100 mg ziaren z pylnikow
dlugich oraz 50 mg ziaren z pylnikow krotkich. Dodatkowo przy rozdziale
w zelu poliakrylamidowym zastosowano zel wprowadzajacy o stgzeniu 16,5%.
Izoelektroogniskowanie przeprowadzono na paskach zelowych o dlugosci 11cm,
a do uwidocznienia bialek zastosowano metod¢ barwienia srebrem. Uzyskane
wyniki rozdziatu biatek z pylnikéw dhugich obrazuje rysunek 4, a z pylnikow
krotkich rysunek 5.

A

SDS-PA

Rys. 4. Zel przedstawiajacy rozdziat elektroforetyczny catkowitej frakcji biatek uzyskanej z ziaren pytku
pylnikéw dhugich T. anomala po izoelektroogniskowaniu na paskach zelowych o dlugosei 11 cm
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Rys. 5. Zel przedstawiajacy rozdziat elektroforetyczny catkowitej frakcji biatek uzyskanej z ziaren pytku
pylnikow krotkich T.anomala po izoelektroogniskowaniu na paskach zelowych o dtugosci 11cm.

Procedure izolacji frakcji biatkowej T. anomala nalezy zoptymalizowa¢ pod
wzgledem dostosowania odpowiedniej metodyki homogenizacji i ekstrakcji
biatek z materialu ro§linnego. Pojawiajgce si¢ smugi i zaciemnienia zelu moga
swiadczy¢ o bledach popelionych w trakcie izolacji frakcji biatkowe;.
Prawdopodobnie nastapito zanieczyszczenie frakcji biatkowe;j lipoproteinami.

4. Podsumowanie

Ziarna pytku roslin okrytonasiennych stanowig bardzo interesujacy materiat
do badan proteomicznych. Ze wzgledu na niewielkie rozmiary, jak réwniez
poréwnywalne stadium fizjologiczne mozna doktadnie okresli¢ ich sktad
biatkowy. Jest to bardzo wazne dla badania procesow embriologicznych roslin
okrytonasiennych, poniewaz daje mozliwo$¢ poznania mechanizmoéw kontro-
lujacych poszczegdlne etapy fazy progamicznej. Badania ziaren pytku niosg ze
sobg nie tylko wartoSci poznawcze, ale takze aplikacyjne. Moga by¢
wykorzystane do przetamywania barier samoniezgodnosci i niezgodnosci
miedzygatunkowej w pracach hodowlanych.

Metoda izolacji catkowitej frakcji bialek z ziaren pylkowych wymaga
indywidualnego podejscia dla kazdego gatunku roslin. Procedura opisana przez
Tanaka i Hurkaman (1986) moze by¢ z powodzeniem stosowana u wielu
gatunkow ro§lin. Wymaga ona jednak pewnych modyfikacji, jak na przyktad
dostosowania pH buforu ekstrakcyjnego do $cisle okreslonego materiatu.
W przypadku rozdziatu bialek za pomocg elektroforezy dwukierunkowe;j trzeba
zwroci¢ szczegdlng uwage na sklad buforu rozpuszczajacego probki, jak
réwniez na sam proces izoelektroogniskowania.
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Metoda izolacji i rozdzialu calosciowej frakcji bialek z ziaren pylku
Tinantia anomala (Torr.) CB Clarke, Paeonia officinalis L. oraz Lilium
lancifolium L.

Streszczenie

Przedmiotem pracy byla optymalizacja metody izolacji oraz warunkéw prowadzenia rozdziatu
elektroforetycznego catkowitej frakcji biatek pochodzacej z ziaren pytkowych. Materiat
biologiczny stanowity pylniki nastepujacych gatunkow roélin: Paeonia officinalis, Lilium
lancifolium oraz Tiniantia anomala. Do izolacji bialek wybrano metod¢ fenolowa opracowana
przez Hurkmana i Tanakg. Przygotowane probki poddawano elektroforezie dwukierunkowej (2D)
w zelu poliakrylamidowym, ktora stanowi potaczenie dwoch metod — ogniskowania izo-
elektrycznego (IEF) oraz standardowej elektroforezy w warunkach denaturujacych (SDS-PAGE).
Do uwidocznienia rozdzielonych biatek stosowano dwie metody: barwienie metoda srebrowa
i barwikiem Coomassie Brilliant Blue (CBB). Przeprowadzone analizy polegaly na dobraniu
odpowiednich parametrow prowadzenia rozdziatu, jak roéwniez optymalizacji procedury ekstrakcji
fenolowej. Okreslenie sktadu biatkowego ziaren pylku jest wazne z embriologicznego punktu
widzenia. Umozliwi ono bowiem poznanie mechanizméw sterujacych faza progamiczng —
waznym etapem w rozmnazaniu generatywnym roslin okrytonasiennych.

Stowa kluczowe: ziarna pytku, ekstrakcja fenolowa, elektroforeza dwukierunkowa
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The method of isolation and separation total protein fraction of pollen
grains Tinantia anomala (Torr.) CB Clarke, Paeonia officinalis L. and
Lilium lancifolium L.

Abstract

The object of this study was to optimize the method for the isolation and optimize conditions of
electrophoretic separation of the total protein fraction derived from pollen grains. The biological
material were the anthers of the following species of plants: Paeonia officinalis, Lilium lancifolium
and Tiniantia anomala . For protein isolation chose the phenol extraction developed by Hurkmana
and Tanaka. Prepared samples were separated by two-dimensional electrophoresis (2D) in
a polyacrylamide gel which is a combination of two methods - the isoelectric focusing (IEF) and
standard electrophoresis under denaturing conditions (SDS - PAGE). To visualize the separated
proteins were used two methods: silver staining and Coomassie Brilliant Blue staining (CBB).
Performed analysis consisted of the selection of appropriate parameters of conducting
the separation, as well as the optimization of the phenol extraction procedure. Determination of
the protein composition of the pollen grains is important for embryological view. It will allow
study of the mechanisms controlling progamic phase - an important step in the generative
reproduction of angiosperms.

Keywords: pollen grains, phenol extraction, two-dimensional electrophoresis
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NAPOJE ENERGETYCZNE — CZY NAPRAWDE DODAJA
SKRZYDEL?

1. Wstep

Napoje energetyzujace to gazowane srodki bezalkoholowe, ktorych zadaniem
jest zwickszenie efektywno$ci organizmu, dostarczenie dodatkowej porcji
energii w przypadku wzrostu zapotrzebowania oraz szybka regeneracja
psychofizyczna. Popularno$¢ energy drinkow w ostatnim czasie dynamicznie
wzrasta, szczegblnie w grupie mtodych osodb, zwlaszcza studentéw ale nie tylko.
Jest to uzywka stosowana zaréwno wsrod dzieci szkolnych jak i w grupie
mezezyzn w Srednim wieku, co ma zwigzek z aktywnym i stresujagcym stylem
zycia [1, 2]. EFSA (European Food Safety Authority) opublikowata raport,
w ktorym pierwszy raz zestawiono dane na temat spozycia napojow
energetyzujacych w Europie przez poszczegdlne grupy populacji. Wedtug tego
zestawienia w grupie dorostych (18-65 lat) okoto 30% przebadanych spozywato
napoje energetyzujace. Sposrod nich ok. 12% bylo staltymi konsumentami
(regularnie spozywajacymi napoje 4-5 razy w tygodniu lub wigcej). Okoto 11%
bylo konsumentami sporadycznymi (spozywajgcymi przynajmniej 1 litr
jednorazowo). Napoje energetyzujace spozywato 68% miodych osob (10-18 lat).
Sposrod nich ok.12% bylo statymi konsumentami, ok. 11% bylo konsumentami
sporadycznymi. W grupie dzieci (3-10 lat) ok. 18% spozywalo napoje
energetyzujace, sposrod nich ok.16% bylo stalymi konsumentami [3]. Glownymi
sktadnikami aktywnymi napojow energetyzujacych sa: kofeina, tauryna,
witaminy z grupy B oraz inozytol i glukuronolakton. Zawieraja takze duzg ilo$¢
cukréw prostych. Niektére, mniej znane napoje, moga zawieraC roéwniez:
teotrombing, ekstrakt z guarany, kwas askorbinowy, choling, synefryne, wyciag
z zen-szenia, beta-karoten, chrom, magnez, glicyng, L-argining, L-karnityne,
wyciagg z ostrokrzewu paragwajskiego (yerba mate), wyciagg z cytrynca
chinskiego, ekstrakt z ginkgo biloba, kwas gamma-aminomastowy, a nawet
biatko [4].
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2. Historia

Pierwszym napojem energetyzujacym, ktory pojawil si¢ na rynku byt ,,Iron
Brew” (z ang. zelazny napar), wyprodukowany w Szkocji w 1901r. Kilkadziesiat
lat p6zniej, a doktadnie w 1987r. w Austrii powstat ,,Red Bull”, ktoéry do Polski
dotart w 1995r. Dzi§ mozna go kupi¢ w ponad 100 krajach na §wiecie. Jednak sa
kraje, ktore zpowodu duzej zawartosci kofeiny i tauryny nie zezwolity na
sprzedaz tego produktu, w innych z kolei jest dostgpny tylko w aptekach [5].
Zgodnie z dyrektywa 2002/67/E Unii Europejskiej zawarto$¢ kofeiny
w produktach spozywczych powinna by¢ jasno okreslona. Jesli w danym
produkcie jej stezenie przekracza 150 mg/l, producent jest obowigzany umiescic
na etykiecie informacje¢ ,,wysoka zawarto$¢ kofeiny” oraz podac stezenie
wmg/100 ml. Nie ma natomiast obowiazku przestrzegania tej zasady
w przypadku kawy i herbaty, a takze w sytuacji gdy nazwa napoju, wskazuje, ze
zostal on wyprodukowany na bazie tych naparow [6].

3. Sklad napojow energetyzujacych

Wiekszo$¢ popularnych i powszechnie dostepnych energy drinkéw w swoim
sktadzie zawiera stosunkowo duzg ilo$¢ cukrow. W wyniku hydrolizy sacharozy
powstaja dwa cukry proste glukoza i fruktoza, ktore sa bardzo szybko
wykorzystywane w organizmie, stanowigc dla niego co$ w rodzaju ,bomby
energetycznej”. Niestety jest to krotkotrwata zwyzka energii, powodujaca
w niedlugim czasie gleboki deficyt. Standardowo napoje energetyzujace
zawierajag od 10 do 13 gramow cukru na 100ml ale zdarzajg si¢ i takie, ktore
w swoim sktadzie majg az 27 graméw na 100ml [5]. Konsekwencja spozycia tak
duzej ilosci cukréw prostych moze by¢ niedobor mikroelementow, a takze
rozwoj cukrzycy.

Efekt pobudzenia izwigkszenia wydolnosci psychofizycznej napoje
energetyzujace zawdzigczaja w gtownej mierze zawartej w nich kofeinie. Dziala
ona pobudzajgco na uktad nerwowy i stymuluje wydzielanie neuroprzekaznikow
(serotoniny, dopaminy) ihormonéw (adrenaliny). Ponadto poprawia
koncentracje, refleks ilogiczne myslenie, polepsza nastrdj, znosi zmeczenie,
zmnigjsza senno$¢, atakze zwigksza zdolno$¢ uczenia si¢. Wywiera réwniez
Wplyw na uktad quzenla DZlala] ac na serce powoduje zw1e;kszenle sily skurczu,
przyspieszenie czynnoSci serca, zwigkszenie napigcia migSnia sercowego.
Poprawia przewodnictwo w uktadzie bodzcoprzewodzacym i nieznacznie
zwigksza ci$nienie krwi. Spozywanie kofeinz wiaze si¢ ze zwigkszonym
ryzykiem choroby wiencowej, w zwiazku z niekorzystnym wplywem kofeiny na
srodblonek naczyn, dzialaniem zwickszajacym stezenie  cholesterolu
i homocysteiny we krwi [6]. Dziala ona takze rozszerzajaco na naczynia
wiencowe, nerkowe oraz naczynia w mig$niach szkieletowych i skorze.
Odwrotnie oddziatywuje na naczynia mozgowe powodujac ich skurcz co
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znalazto zastosowanie w zmniejszaniu dolegliwosci zwigzanych z bolami
napigciowymi glowy i W migrenie [7]. Kofeina wplywa rowniez na wydzielanie
kwasu solnego w zotadku, przyczyniajac si¢ do podraznienia $luzdéwki tego
narzadu, powoduje tez rozluznienie dolnego zwieracza przetyku, jednoczes’nie
wplywa na d1ureze;, powodujac jej zwigkszenie, co w przypadku spozycia
w1f;kszych ilosci i wzmozonego wysitku moze doprowadzi¢ do odwodnienia
organizmu. Kofeina jako substancja psychostymulujaca stosunkowo silnie
pobudza nasz organizm, doprowadzajac go w pOzniejszym efekcie do
wyczerpania, pojawia si¢ uczucie zmgczenia, podenerwowania a nawet leku [8].
Kofenina wptywa na gospodarke weglowodanowsg. Dzialanie kofeiny polega na
zwiekszeniu stezenia glukozy w organizmie w wyniku stymulacji wydzielania
hormondéw nadnerczy, szczegdlnie adrenaliny. pobudzajac jednoczesnie trzustke
do wyrzutu wiekszej ilosci insuliny, dochodzi do zmniejszenia tolerancji
glukozy i insulinooporno$ci. W przyszto$ci mechanizmy te moga prowadzi¢ do
rozwoju cukrzycy [8].

Poza tym kofeina moze mie¢ takze wplyw na pogorszenie jako$ci snu, moze
powodowa¢ trudno$ci z zasypianiem, jest tez substancjg, ktorej regularne
spozywanie prowadzi do uzaleznienia. Wazne jest usSwiadomienie
spoteczenstwu jak duza ilo§¢ kofeiny zawarta jest w potencjalnym napoju
energetyzujagcym. Ludzie pijacy energy drinki nie wiedza, ze kazdorazowo
dostarczaja swojemu organizmowi ok.80-120 mg kofeiny, az tyle jest zawarte
w250 ml takiego napoju. Dla poroéwnania filizanka kawy rozpuszczalne;
zawiera ok. 50-95 mg kofeiny , szklanka czarnej kawy 80-120 mg, a szklanka
coca-coli 0k.35-45 mg [8].Nalezy tutaj doda¢, ze dawka $miertelna kofeiny dla
czlowieka wynosi ok. 10-12 graméw [8]. Warto pamigta¢, ze napoje
energetyzujace nie zawieraja samej kofeiny ale takze guarane, ktoéra jest
bogatym zrodtem kofeiny, co zwieksza jej jednorazowe spozycie[9].

Guarana jest to ekstrakt z ro$liny Paullinia cupana, ktory zawiera bardzo duza
ilo§¢ kofeiny (1 gram guarany to ok. 40mg kofeiny) [8]. Guarana dziala
stymulujaco, znosi zmeczenie fizyczne i psychiczne, zwigksza umiejetnosée
koncentracji i zapamigetywania. Zmniejsza ryzyko wystapienia zawatow
i udaréw. Guarana wykazuje poza tym dziatanie antyoksydacyjne oraz
przeciwbakteryjne. Dzialanie guarany jest bardzo zblizone do dziatania kawy,
rézni si¢ jednak tym, ze guarana wolniej si¢ wchtania z przewodu
pokarmowego, przez co jej dziatanie utrzymuje si¢ nieco dluzej inie tak
intensywnie jak kawa.

Tauryna nalezy do substancji endogennych, wytwarzanych przez organizm
ludzki w niewielkich ilo§ciach. Pelni istotng funkcje m.in. w sprzeganiu kwasow
z6tciowych przed wydaleniem ich z watroby, co zwigksza ich rozpuszczalnos¢
i poprawia wiasciwosci emulgujace thuszcze. Dziata antyoksydacyjnie, bierze
udzial w regulacji osmotycznej i stabilizacji bton komoérkowych [8]. Jest wazna
dla rozwoju i prawidtowego funkcjonowania osrodkowego uktadu nerwowego,
migséni i siatkdwki[8]. Pomaga transportowac¢ kreatyne do mies$ni co przyspiesza
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ich odbudowe po wyczerpujacym wysitku. Tauryna w OUN (o$rodkowy uktad
nerwowy) pelni rolg neuroprzekaznika, gdyz nalezy do substancji
pobudzajacych uktad GABA-ergiczny, ktory ma za zadanie hamowac
pobudzenia w OUN. Dzi¢ki temu ma ona korzystne dzialanie na funkcje
poznawcze, zw1€;ksza zdolnos¢ uczenia si¢. Wplywa pozytywme na metabolizm
komorek glejowych i neuronow [10]. Clekawy Jest réwniez wplyw tauryny na
odczuwanie przez organizm zmeczenia zwigzanego z wysitkiem. Otoz
substancja ta zmniejsza wytwarzanie serotoniny, ktora jest produkowana przy
nadmiernej pracy, co powoduje, ze nasz organizm nie odczuwa zmgczenia i jest
gotowy do dalszego dziatania.

Glukuronolaktonowi zawdzigcza si¢ w glownej mierze dziatanie detoksy-
kujace, polegajace na usuwaniu z organizmu toksyn i szkodliwych produktéw
przemianu materii. Przypisuje si¢ mu dziatanie zmniejszajace ryzyko
wystepowania kamieni zélciowych. Moze mie¢ wpltyw na przemiany glukozy
W organizmie oraz zmniejsza¢ uczucie sennosci oraz pozytywnie wptywaé na
refleks i koncentracj¢, co przydaje si¢ w czasie wzmozonego wysitku. Niestety
na opakowaniach wigkszo$ci napojow energetyzujacych nie ma informacji na
temat zawarto$ci glukuronolaktonu, stgd wazne jest, zeby wiedzieé¢, ze w 100 ml
napoju energetyzujacego moze si¢ znajdowac od 24 do 240 mg tej substancji.

Kolejnym istotnym sktadnikiem energy drinkow jest inozytol. Bierze udziat
w metabolizmie tluszczow i cholesterolu, posiada zdolno$¢ usuwania ztogow
cholesterolu, dziala uspokajajaco, poprawia sprawno$¢ umystowa. Wptywa na
gospodarke wapniowo-fosforanowa, podwyzszajac poziom fosforu w organiz-
mie, dlatego zazywajac produkty zjego zawartoscig powinniSmy pamigtac
0 suplementacji wapnia, by utrzyma¢ roéwnowage migdzy tymi dwoma
pierwiastkami. Oddziatywuje on na rownowage pomiedzy miedzig i cynkiem
W mdzgu wplywajgc tym samym na samopoczucie. Inozytol i jego pochodne sa
stosowane do leczenia chordéb zwigzanych z zaburzeniami odzywiania oraz
niektorych chorob psychiatrycznych. Dzienne zapotrzebowanie na inozytol
wynosi 500-1000 mg/dobe. Niestety, na opakowaniach napojow energety-
zujacych podobnie jak w przypadku tauryny konsumenci czgsto nie znajda
informacji 0 jego zawartosci.

Napoje energetyzujace maja w swoim sktadzie szereg witamin z grupy B. Ich
zadaniem jest przyspieszanie procesOw regeneracji organizmu, poniewaz sg one
niezbednymi kofaktorami reakcji enzymatycznych zwigzanych z produkcja
energii i metabolizmem biatek. Podczas wytezonej pracy fizycznej rosnie
zapotrzebowanie organizmu na witaminy zgrupy B, atakze witaminy
antyoksydacyjne (witaming C i E). Witaminy z grupy B (ryboflawina, niacyna,
witaminy B6 i B12): utatwiajg przemiany weglowodandéw potrzebnych do pracy
umystowej 1 fizycznej, przeciwdzialajg zaburzeniom psychicznym, dziataja
pobudzajaco, likwiduja uczucie zmeczenia[11].
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4. Dzialania niepozadane

Powszechnie reklamowane napoje energetyzujace majg pobudzi¢ nasz
organizm do dziatania i zwigkszy¢ efektywnos$¢ wykonywanej pracy, zarowno
fizycznej iumystowej. Niestety dziatanie to trwa krotko, organizm
w konsekwencji  staje si¢ wyczerpany ijeszcze bardziej odczuwamy
zmeczenie[12]. Duza zawarto$¢ kofeiny w napojach energetyzujacych niesie za
sobg szereg negatywnych konsekwencji. Przede wszystkim wywiera
niekorzystny wptyw na zachowanie i psychike, pogarsza jako$¢ snu, powoduje
trudnosci w zasypianiu, zwigksza ryzyko otytosci, rozwdj cukrzycy, a takze
zakloca funkcjonowanie w szkole [13]. Wiele oséb myli napoje energetyzujace
Z izotonicznymi iuwaza, ze energy drinki stuzg gaszeniu pragnienia. Wrecz
przeciwnie, w zwiazku z duzg zawartoscig kofeiny, ktéra wzmaga diurezg, moga
one doprowadzi¢ do odwodnienia organizmu, stan ten jeszcze bardziej poteguje
utrata wody w wyniku pocenia si¢ w czasie intensywnego wysitku. Rodzice
coraz cze$ciej zglaszajg si¢ do lekarzy ze swoimi podopiecznymi, zaniepokojeni
tym, ze dziecko jest zmeczone, niewyspane, skarzy si¢ na dolegliwosci
zotadkowo-jelitowe, nudno$ci. To wlasnie sg jedne zwielu negatywnych
efektow dziatania energy drinkéw na mtody organizm. Istniejg tez doniesienia
na temat zwigkszania przez napoje energetyzujace lepkosci krwi, co moze
doprowadzi¢ do tworzenia si¢ skrzepow, czego skutkiem moze by¢ udar mozgu
Iub zawal serca. W The Journal of American College Health mozna znalez¢é
raport na temat zaleznos$ci migdzy napojami energetycznymi, a ryzykownymi
zachowaniami. Badajaca uzaleznienia Kathleen Miller z University of Buffalo,
doszta do wniosku, ze regularne iduze spozycie napojow energetycznych
wpltywa na ryzykowne iagresywne zachowania, takie jak przemoc, seks bez
zabezpieczen oraz si¢ganie po substancje psychoaktywne [14].

Niebezpieczne jest kojarzenie energy drinkéw z alkoholem [8]. Badania
Ferreire 1 wsp. (2006) pokazaly, ze przebadane osoby po takim potaczeniu miaty
one uczucie, ze sg mniej pijane niz byly w rzeczywistosci, ponadto mix etanolu
Z napojem energetycznym sprzyja¢ wystapieniu zatrucia.

Z powodu licznych dziatan niepozadanych nalezy ograniczy¢ spozycie
energizerow. Zdecydowany zakaz powinien dotyczy¢ dzieci i mitodziezy.
Zrezygnowa¢ z nich powinny takze osoby: z nadwrazliwoscig na kofeing,
niespokojne, zestresowane, cierpiagce na syndrom chronicznego zmeczenia,
z wysokim ci$nieniem, z predyspozycja do wystapienia chordb sercowo-
naczyniowych oraz z zaburzeniami krzepnigcia krwi, kobiety w cigzy i karmiace
piersia.
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5. Zdrowsza alternatywa

Aby zwickszy¢ wydajnos¢ organizmu i pobudzi¢ go do dziatania mozna
zastosowac naturalne sposoby, zwigkszajace jego aktywnos¢. Przede wszystkim
warto zadba¢ o whasciwg ilos¢ snu kazdego dnia iregularny wypoczynek.
Nalezy pamigta¢ o stalej, zrownowazonej aktywnosci fizycznej. Wazna jest
prawidtowa dieta, wyeliminowanie zboz i cukrow, a wzbogacenie jej w tluszcze
omega-3. Sok pomaranczowy, czekolada is$wieze powietrze skutecznie
pobudzajag i dziataja stymulujgco na OUN. Czesta przyczyng trudnosci
z koncentracja jest niedobor magnezu, dlatego osoby narazone na duzy stres
i pijace w znacznych ilosciach kawe powinny pamieta¢ o jego suplementacji.
Kiedy koniecznie musimy si¢ pobudzi¢ to lepiej wypi¢ filizanke goracej
czekolady albo zastosowa¢ naturalne napoje bogate w kofeing takie jak zielona
herbata albo yerba mate.

6. Whnioski

Analizujgc liczne doniesienia na temat napojow energetyzujacych mozna
wysung¢ wnioski, ze spozywanie tych srodkéw moze przynies¢ wiele szkody dla
organizmu ludzkiego. Niestety zycie w ciggtym stresie i ,,na wysokich obrotach”
wymaga ciaglej gotowosci do dziatania i efektywnej pracy. Dlatego mimo wielu
dziatan niekorzystnych energetyki beda nadal powszechnie stosowane przez
spoteczenstwo.
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Napoje energetyczne — czy naprawde dodaja skrzydel?

Streszczenie

Napoje energetyzujace staja si¢ coraz bardziej popularne. Producenci twierdza, ze moga poprawic¢
wytrzymato$¢ fizyczna, szybkos$¢ reakcji i koncentracj¢. Ich glownymi sktadnikami sa kofeina,
cukier, tauryna, glukuronolakton, L-carnityne i witaminy. Wedtlug producentow takie wiasnie
potaczenie wszystkich sktadnikow jest kluczem ich dziatania . Duzo oséb pije je w ogromnych
ilosciach. Nadmierne spozycie skutkuje drzeniem, nerwowoscia, zawrotami glowy, niezdolno$cia
do skupienia uwagi, trudno$ciami z koncentracja, zaburzeniami zotadkowo-jelitowymi
i bezsenno$cig. Pracownicy ochrony zdrowia podaja, ze spozycie nadmiernej iloSci napojow
energetycznych moze spowodowaé: odwodnienie, przyspieszenie rytmu serca, niepokoj, drgawki,
napady ostrej mani czy nawet udar moézgu. W ponizszym artykule znajduje si¢ aktualny przeglad
informacji na temat skutkéw zdrowotnych napojow energetycznych.

Stowa kluczowe: napoje energetyzujace, kofeina, tauryna

Energy drinks — it really gives you wings?

Abstract

Energy drinks have become more and more popular. The manufactures claim that these drinks
improve physical endurance, reaction speed and concentration. The main ingredients of energy
drinks are caffeine, sugar, taurine, glucuronolactone, I-carnityne and vitamins. According to the
manufacturers, the stimulating effects of these drinks are due to interaction between the various
ingredients. People are consuming these types of drinks at an alarming amount and rate. Overdose
couses specific effects include jitteriness, nervousness, dizziness, the inability to focus, difficulty
concentrating, gastrointestinal upset, and insomnia. Health care providers report that they have
seen the following effects from the consumption of energy drinks: dehydration, accelerated heart
rates, anxiety, seizures, acute mania, and strokes. This article is a comprehensive review on the
health effects of energy drinks.

Keywords: energy drinks, caffeine, taurine
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NIEWIRUSOWY TRANSFER GENOW — PRZEGLAD METOD

1. Wprowadzenie

Glownym zatozZeniem terapii genowej jest wprowadzenie do komorek genu
terapeutycznego. Transgen dostarczany jest do komorek dzigki wykorzystaniu
wektorow, w ktorych sktad wchodza zaréwno wektory wirusowe, jak i wektory
niewirusowe. Podstawowym zatozeniem dla nos$nikow genow jest efektywny
transport gendéw terapeutycznych do komorek, jak roOwniez ochrona transgenu
przed jego zdegradowaniem lub uszkodzeniem.

Szeroko zakrojone badania nad niewirusowym transferem genoéw zwigzane sg
z szeregiem niedogodnosci oraz zagrozen, wynikajacych ze stosowania wektorow
opartych na wirusach. Podstawowym ograniczeniem jest mata pojemnos¢ tego
typow nosnikoéw oraz krotkotrwata ekspresja. Wektory typu ,,gutless”, cechujace
si¢ najwigksza pojemnoscig wsrod wektorow wirusowych [1, 2] moga by¢ jednak
powodem trombocytopenii [3, 4]. Prawdziwym problemem wykorzystania
wektorow wirusowych jest zapewnienie bezpieczenstwa ich stosowania.
Wigkszo$¢ nosnikow tego typu jest silnie immunogenna i powoduje ostra
odpowiedz uktadu odpornosciowego. Odnotowano kilka przypadkéw zgondéw po
zastosowaniu wektoréw opartych na wirusach w przebiegu terapii genowe;.
Ponadto wielokrotne podawanie transgenu z wykorzystaniem tego Ssamego
no$nika wirusowego moze spowodowac jego eliminacje przez przeciwciala [5].
Prawie wszystkie wektory wirusowe, wzbudzajace dlugotrwala ekspresje
transgenu, powoduja wbudowanie go w losowe miejsca w ludzkim genomie,
umozliwiajac tym samym powstanie mutacji insercyjnych. Z powodu tak wielu
niedogodno$ci 1 zagrozen, wirusowy transfer stosuje si¢ przewaznie w terapiach ex
Vvivo, jednocze$nie poszukujac alternatywy w postaci niewirusowego transferu
genow [6].

2. Niewirusowy transfer genéw — wykorzystanie plazmidéw

Niewirusowy transfer genow w gtoéwnej mierze oparty jest na wykorzystaniu
plazmidéw, czyli kolistych czasteczek, najczgsciej dwuniciowego DNA, jako
no$nikéw dla gendw terapeutycznych. Czasteczki te posiadaja mozliwos¢
replikacji niezaleznej od replikowania si¢ chromosomow. Posiadaja wielko$¢
mieszczacyg si¢ w przedziale od 200bp do 100000bp. Wektory rekombinowane
oparte na plazmidach maja jednak wielkos¢ ok. 10000bp [7]. Ze wzgledu na

! arkadiusz_goede@wp.pl, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
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spory rozmiar, ujemny tadunek oraz hydrofilowo$¢ plazmidowego DNA,
plazmidy nie posiadaja zdolno$ci do samoistnego przenikania przez btony
komoérkowe. By umozliwi¢ transport plazmidow do wnetrza komorek
przeprowadza si¢ ich kondensacj¢ z czgsteczkami innych no$nikow, lub tez
wykorzystuje si¢ rozne czynniki fizyczne np. elektroporacij¢ czy sonikacje [8].

Kaseta ekspresyjna typowego wektora plazmidowego sktada si¢ z promotora
1 transgenu, czgsto w postaci cDNA, oraz sygnatu poliadenylacji. W jej skladzie
moze si¢ rowniez znalezé wzmacniacz, ktorego zadaniem jest intensyfikacja
transkrypcji. Promotor, wspomniany jako pierwszy, wigze czynniki
transkrypcyjne oraz polimeraz¢ RNA. Zapewnia to wydajng ekspresj¢ genu
terapeutycznego. Najczesciej stosowanymi promotorami, ktore dajg wysoki
poziom ekspresji sa promotory wirusowe np. promotor wirusa SV40
(ang. Simian Virus 40), RSV (ang. Respiratory Syncytial Virus) oraz CMV
(ang. Cytomegalowirus) [9]. Innymi typami wykorzystywanych promotorow sa
promotory tkankowo-swoiste oraz indukowalne. Poziom wywotanej przez nie
ekspresji nie jest tak wysoki, dlatego zazwyczaj naturalne promotory modyfikuje
si¢ przez zwielokrotnienie lub taczenie niektorych elementéw pochodzacych
Z r6znych promotorow.

Tabela 1. Przeglad przyktadowych promotoréw specyficznych dla okreslonych
komorek [10, zmodyfikowano]

Miejsce docelowe Promotor (pochodzenie)

Melanocyty Tyrozynaza

Neurony Enolaza specyficzna dla neuronow (NSE)
Watroba Albumina

Tkanka mig¢$niowa Migsniowa kinaza kreatyninowa (MCK)
Komorki glejowe Zasadowe biatko mieliny (MBP)

W  terapii nowotworéw znalazly zastosowanie promotory nowot-
worowoswoiste. Zawieraja elementy, ktorych aktywacja przebiega po
zastosowaniu promieniowania jonizujgcego, chemioterapeutykow lub wyzszej
temperatury.
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Tabela 2. Przeglad przyktadowych promotorow specyficznych dla typu
nowotworu [10 zmodyfikowano]

Rodzaj nowotworu Promotor

o Mo e ksl
Rak watroby a-Fetoproteina

Rak trzustki erbB2

Rak jajnika Inhibitor leukoproteinazy (SLPI)

Guz lity Elementy aktywowane hipoksja (HRE)
Gruczolakoraki (sutka, ptuc, jelita) Antygen karcyno-embrionalny (CEA)
Kostaniakomigsak, rak prostaty Osteokalcyna

Kaseta ekspresyjna moze zawiera¢ wigcej niz jeden gen. Geny mogg by¢
kontrolowane przez niezalezne od siebie promotory, ktore ostabiajg si¢
wzajemnie, lub mogg by¢ przedzielone sekwencja IRES (ang. Interal Ribosome
Entry Site). W drugim przypadku wystepuje tylko jeden promotor, co jest
bardziej korzystnym rozwigzaniem. Sekwencja IRES jest wewnetrznym
miejscem wigzania rybosomow umozliwiajagcym rozpoczecie translacji
w srodkowej czesci nici mRNA. Powstaje jeden transkrypt, na ktorego
podstawie syntezowane sa dwa biatka kodowane przez dwa geny rozdzielone
sekwencja IRES [11]. Drugim genem jest najczesciej gen reporterowy (GFP
ang. Green Fluorescence Protein; lub np. gen B-galaktozydazy) umozliwiajacy
oceng poziomu transfekcji oraz ekspresji transgenu w komorkach [12] lub gen
oporno$ci na antybiotyki (ampicylina, neomycyna) pozwalajacy na
wyselekcjonowanie komorek zawierajacych dany wektor plazmidowy [10].

Poza kasetg ekspresyjng typowy wektor plazmidowy zawiera sekwencje ori,
(flori), ktora umozliwia replikacje w komorkach bakteryjnych, a takze
sekwencje SV40ori potrzebng do replikacji w komoérkach eukariotycznych [10].

Najczgsciej wykorzystywanymi bakteriami w procesie namnazania wektorow
sg bakterie E. coli. W zwigzku z tym w wektorach plazmidowych wystepuje
najczesciej gen ColE1 regulujacy cykl replikacyjny tych bakterii.
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3. Fizyczne metody wprowadzania plazmidowego DNA

3.1. Iniekcja nagiego plazmidowego DNA

Wykorzystanie bezposredniej iniekcji plazmidowego DNA zaktada
wprowadzenie wektora plazmidowego przez fizyczne uszkodzenie blony
komoérkowej przez igle. Metoda ta cechuje si¢ prostota i bezpieczenstwem,
jednak uzyskuje si¢ stosunkowo malg ekspresj¢ wprowadzanego transgenu.
Dlatego tez w celu zwigkszenia ekspresji badano mozliwo$¢ uzycia $rodkow
takich jak niejonowe polimery, transferyna, rozpuszczalniki mieszajace si¢
z woda, inhibitory nukleaz oraz $rodki powierzchniowo czynne [13, 14]. Przez
bezposrednia iniekcje wprowadzano juz plazmidowy DNA do komoérek migéni,
skory watroby oraz mozgu. Dzigki badaniom Song’a K. i wsp. dowiedziono, ze
wprowadzenie DNA kodujacego IL27 i CEA (ang. Carcionoembrionic Antygen)
do komorek migéni metoda iniekcyjng poprawiato odporno$¢ przeciwno-
wotworowa [15]. Losordo D. poprzez wprowadzenie tg metoda VEGF
(ang. Vascular Endothelial Growth Factor) do miesnia sercowego poprawili
wydajno$¢ jego pracy.

Odmiang bezposredniej iniekcji plazmidowego DNA jest zastosowanie
strzykawki bezigtowej (ang. Jet Iniection). Strumien roztworu DNA napedzany
jest przez aparat dzigki spre¢zonemu dwutlenkowi wegla. Poprzez powstate
W blonie komorkowej pory mozliwy jest transfer gendéw do wnetrza komorki.
Wykorzystanie aparatu beziglowego zapewnia 50 razy wigkszg ekspresje
wprowadzanego transgenu niz metoda z wykorzystaniem igly [16, 17]. Badano
mozliwo$¢ zastosowania tej metody do transferu genow do komorek raka skory
jako rozwigzania wspomagajacego chemioterapig [18].

3.2. Metoda hydrodynamiczna

Metoda hydrodynamiczna zaklada wykorzystanie wysokiego cisnienia do
wprowadzenia wektorow plazmidowych. Wprowadzane zostaja bardzo duze
objetosci DNA w krotkim czasie. Jest to metoda uznana za najskuteczniejsza
Z metod niewirusowych stuzacych wprowadzaniu genow do komoérek gryzoni.
Efektywna transfekcje uzyskano wprowadzajac ta metoda geny do komorek
narzadéw gryzoni takich jak: watroba, nerki, serce i pluca [19, 20].
Zastosowanie tej metody umozliwia uzyskanie ekspresji wprowadzanego genu
poréwnywalnej z poziomami obserwowanymi w warunkach fizjologicznych.
Niestety ze wzgledu na znaczne objgtosci wprowadzanego roztworu DNA,
metoda ta jest zbyt inwazyjna dla ludzi. By rozwigza¢ ten problem, metode ta
zmodyfikowano poprzez wprowadzenie do naczyn krwionosnych cewnika
balonowego, ktory poprzez lokalne zahamowanie przeplywu krwi, umozliwia
uzyskanie wysokiego stezenia wprowadzanego DNA w interesujacym nas
miejscu. Zastosowanie tego typu rozwigzania daje perspektywy dla
wykorzystania tej metody w leczeniu ludzi [21, 22].
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3.3. Pistolet genowy

Pistolet genowy wykorzystuje, wysokie ci$nienie gazu, zwykle helu, do
nap¢dzania czasteczek metali cigzkich takich jak: zloto, srebro czy wolfram,
optaszczonych materialem genetycznym, ktoéry powinien zosta¢ wprowadzony
do komoérek docelowych. Metoda ta nadaje si¢ do wprowadzania gendéw do
komorek skory, migsni, litych guzéw nowotworowych. Zapewnia wigksza
odpowiedz immunologiczng niz po zastosowaniu iniekcji nagiego plazmi-
dowego DNA. Niestety zastosowanie pistoletu genowego ograniczone jest
jedynie do tkanek fatwo dostgpnych [23].

3.4. Elektroporacja

W przypadku tej metody transfer materiatu genetycznego do wnetrza komorek
zachodzi poprzez wykorzystanie impulsow elektrycznych, o wysokim napieciu,
wywolujgcych zmiany w przepuszczalnosci blon komorkowych. Nastepuje
pominigcie procesu endocytozy, a efektywnos¢ transferu genéw, jaka mozna
osiggnac¢ jest stosunkowo duza. Niestety, z zastosowaniem tej metody wigze si¢
problem z optymalizacja procedury, duzg smiertelnoscig komérek wrazliwych na
wysokie napigcie. Ponadto dodatkowym ograniczeniem tej metody sa spore
trudnosci w dostarczeniu elektrod do narzadow wewnetrznych chorego [24, 25].

3.5. Sonikacja

Sonikacja jest metodg bardzo zblizong do wspomniane] wczesniej
elektroporacji. Jednakze w tym przypadku pory w blonie komorkowej nie
tworza si¢ na skutek dziatania impulséw elektrycznych, ale przy udziale fal
ultradzwigkowych, ktore rozbijaja mikropecherzyki wypetnione powietrzem
| stabilizowane przez czasteczki powierzchniowo czynnych  albumin
i fosfolipidow. Absorpcja fal ultradzwickowych przez mikropgcherzyki
doprowadza do ich pekania i powstania lokalnych fal uderzeniowych, ktore
sprzyjaja powstawaniu porow w btonie komorek [26, 27]. Sonikacja cechuje si¢
bezpieczenstwem stosowania, nieinwazyjnoscig oraz umozliwia transfer genéw
do mniej dostepnych tkanek, bez konieczno$ci przeprowadzania chirurgicznej
procedury. Tsunoda i wsp. oraz Sheyna i wsp. wykazali efektywno$¢ tej metody
transferu genow do tkanki kostnej 1 mig$nia sercowego [28, 29].

4. Chemiczne metody wprowadzania plazmidowego DNA

Chemiczne metody transferu gendéw terapeutycznych zakladaja uzycie
nos$nikéw powstatych na bazie syntetycznych zwigzkéw chemicznych lub wysoko
oczyszczonych substancji pochodzenia naturalnego. Nos$niki te wykazuja duze
bezpieczenstwo stosowania, jednak wydajnos¢ transferu gendéw niejednokrotnie
jest niezadawalajaca. Podstawowym zadaniem nos$nikéw syntetycznych jest
kondensacja DNA oraz zniwelowanie jego tadunku ujemnego [30].
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4.1. Nos$niki lipidowe

Nosniki lipidowe naleza do rodziny nosnikéw syntetycznych. W ich sktad
wchodzg lipidy oraz lipidy kationowe. Te ostatnie majg postac
dwuwarstwowych struktur sferycznych. W ich sklad wchodza czasteczki
lipidowe o tadunku dodatnim oraz oboj¢tnym. ,,Glowa” jest natadowana
dodatnio i ma za zadanie wigza¢ natadowane ujemnie grupy fosforanowe
kwasow nukleinowych. ,,Ogony” sg strukturami hydrofobowymi zbudowanymi
przewaznie z dwoch rodzajow ugrupowan hydrofobowych, cholesterolu,
alifatycznych ‘tancuchéw Iub innych rodzajow steroidowych pierScieni.
Natadowane dodatnio liposomy wiazg si¢ z ujemnie natadowanymi
czasteczkami kwasow nukleinowych, tworzac struktury zwane lipopleksami.
Czasteczki DNA otoczone przez dodatnio naladowane lipidy sg tym samym
chronione przed degradacjg przez nukleazy [31, 32]. W licznych badaniach, tak
otrzymane kompleksy podawano podskornie, $rodskornie, doguzowo,
dootrzewnowo oraz do drdég oddechowych. Mozliwo$¢ podania lipidow
potaczonych z DNA do krwiobiegu jest ograniczona ze wzgledu na tworzenie
agregatow z ujemnie natadowanymi czgsteczkami surowicy lub komponentami
komoérkowymi takimi jak: erytrocyty, ptytki krwi. Czas egzystencji kompleksow
w krwiobiegu jest niezwykle krotki, dlatego w celu jego wydluzenia lipidy
kationowe oplaszcza si¢ obojetnymi polimerami hydrofilowymi, takimi jak
glikol polietylenowy (PEG; ang. Polyethylene Glycol). Zabieg optaszczania
wpltywa jednak negatywnie na oddzialtywanie nosnika z blong komorek, a tym
samym obniza efektywno$¢ transferu genow do wnetrza komodrek docelowych.
Innym zadaniem PEG jest obnizenie ryzyka wystgpienia niekontrolowane;
reakcji ukladu odpornosciowego jako odpowiedzi na wprowadzenie do
organizmu nos$nika.

4.2. Polimery kationowe

Oprocz nosnikéw lipidowych do syntetycznych no$nikow zaliczajg si¢
rowniez polimery kationowe. Polaczenie tych nosnikow z DNA skutkuje
powstaniem poliplekséw, bedacych strukturami bardziej stabilnymi niz
lipopleksy. Najwicksza wydajnoscig sposrod nosnikow opartych na polimerach
kationowych zdaje si¢ cechowa¢ PEI (ang. Polyethylenimine) -
polietylenoimina, ktéra moze mie¢ forme liniowa lub rozgateziong. Ladunek
catego kompleksu PEI-DNA =zblizony jest do obojgtnego, pomimo duzej
gestosci tadunku dodatniego na polietylenoiminie. Przewage polipleksom nad
lipopleksami daje wigksza wydajnos¢ transferu DNA oraz obojetno$¢ pod
wzgledem tadunku, skutkujaca brakiem oddziatywan z ujemnie natadowanymi
biatkami osocza, czy tez sktadnikami macierzy komorkowej. Polipleksy
przygotowane na podstawie liniowych form PEI wykazuja nizszg toksyczno$é
i wyzszy stopien transfekcji w porownaniu do tych stworzonych na bazie PEI
0 rozgalezionej strukturze [33+36]. Na wysoka wydajnos¢ transfekcji ma wptyw
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prawdopodobnie osmotyczne pgkanie endosomow, ktore zawieraja kompleksy
zDNA (efekt gabki protonowej) [37, 38]. Uwalnianiu kompleksow
zawierajagcych DNA do cytoplazmy sprzyja efekt wzmozonej lizy endosomalne;.
Podanie uktadowe niewielkich czasteczek polipleksow powoduje powstawanie
agregatow 1 odkladnie si¢ ich w tkankach migdzy innymi watroby i ptuc.
Polipleksy czesto sprzega si¢ z PEG lub dekstranem w celu zmniejszenia indukc;ji
cytokin i ograniczenia ryzyka powstania oddzialywan niespecyficznych [39].

Tabela 3. Przeglad przyktadowych lipidow uzywanych do transferu genow

Skrot Pelna nazwa lipidu
Tréjfluorooctan 2,3-dioleoyloksy-N-[sperminokarboksaminoetylo]-
DOSPA . -
N,Ndimetylo-1-propaminy
DOGS Dioktadecyloamidoglicylospermina
DDAB Bromek dimetylodiokta-decyloamoniowy
DOTMA Chlorek N-[1-(2,3-dioleiloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowy
Bromek 1,2-dimirystylooksypropylo-3-
DMIRE - !
dimetylohydroksyetyloamoniowy
DOTAP 1,2-diacylo-3-trimetyloaminopropan
Arg-Chol ®-BOC-argininoglicynian cholesterolu
DC-Chol 3([N-(N’dimetyloaminoetano)karbamoilo]cholesterol

4.3. Dendrymery

Dendrymery sa rozgalezionymi polimerami o jednorodnym rozmiarze
i rozktadzie tadunkéw. Na zewnetrznej warstwie dendrymeréw wystepuja grupy
aminowe, ktorych dodatni tadunek pozwala na wydajne kompleksowanie
i kondensacje DNA. Z zastosowaniem dendrymerow nie wigze si¢ odpowiedz
uktadu immunologicznego. Potaczenie tych czasteczek z plazmidami skutkuje
powstaniem sferycznych struktur dobrze rozpuszczalnych w  $rodowisku
wodnym [40].
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4.4. Nanoczgsteczki

Wykonane sg z substancji nicorganicznych takich jak: metale (zloto, zelazo,
srebro), ceramiki (weglan lub fosforan wapnia, magnezu, krzemu) lub sole
nieorganiczne [41]. Powierzchnia nanoczasteczek czesto pokrywana jest
zwiazkami, ktore wspomagajg wiazanie kwaséw nukleinowych Iub ukierun-
kowujg dostarczanie genéw do odpowiednich miejsc. Zaleta nanoczasteczek jest
ich niewielki rozmiar, umozliwiajacy pominigcie fizjologicznych i struktur-
ralnych barier w komorce, powodujagc tym samym wysoka ekspresje
wprowadzanego genu terapeutycznego [42]. Kompleksy nanoczasteczek z DNA
moga by¢ transportowane przez btony komorkowe w dwojaki sposob: przez
specyficzny receptor membrany, lub za pomoca nukleoliny. Drugie z wymie-
nionych bialek dostarcza czgsteczki bezposrednio do jadra komorkowego
Z pomini¢gciem drogi endosomalnej [43]. Metoda ta umozliwia transfekcje
komorek postmitotycznych in vivo i in vitro, nie wykazuje toksycznos$ci oraz nie
wzbudza odpowiedzi immunologicznej [44].

4.5. Ograniczenia metod chemicznych

Zmieszanie plazmidowego DNA z nos$nikami liposomowymi czy
polimerowymi skutkuje catkowitym zwigzaniem materialu genetycznego oraz
jego kondensacjg. Kompleksy DNA-no$nik powinny cechowaé si¢ niewielkim
tadunkiem dodatnim, ktory pozwoli na interakcj¢ nosnika z ujemnie natadowana
btong komorkowa. Niestety zastosowanie takich kompleksow ogranicza si¢ do
podawania miejscowego, gdyz wprowadzone do krwiobiegu oddziatujg
Z ujemnie natadowanymi opsoninami, co doprowadza do usuniecia komplekséw
w procesie fagocytozy przez komoérki zerne w watrobie i $ledzionie.
Z zastosowaniem takiego typu kompleksow wiaze si¢ ryzyko aktywowania
systemu dopelniacza oraz modyfikacji cech fizykochemicznych krwi
(np. lepkosci) [10]. Transport kompleksow kwaséw nukleinowych z no$nikami
zachodzi na drodze endocytarnej lub dzigki fuzji przez zdestabilizowang btone
komoérkowa. Na wydajnos¢ transfekcji ma wpltyw rozmiar komplekséw oraz ich
wypadkowy tadunek. W drodze endosomalnej, po przejsciu przez blone
komoérkowa, kompleksy musza zosta¢ uwolnione z pgcherzykow endocytarnych,
by nie ulegly degradacji na skutek dziatania enzyméw litycznych. Fuzja
kompleksow DNA-nos$nik przez btone jadrowa jest zjawiskiem niezwykle
rzadkim. DNA moze wnika¢ do jadra na dwa sposoby: pasywnie, podczas
podziatéw komodrkowych, lub aktywnie dzigki sygnatowi lokalizacji jadrowe;j
(NLS; Nuclear Localization Signal), ktory jest rozpoznawany przez receptory
jadrowe z rodziny importyn [45].
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4.6. Metody chemiczne — podsumowanie

Wydajnos¢ transfekcji komodrek plazmidowym DNA w kompleksach
z no$nikami lipidowymi czy polimerowymi zalezy od szeregu czynnikow takich
jak: transport niezdegradowanych kompleksow do jadra komorki, wydajny
transport przez blong¢ komorkowg, uwalnianie komplekséw z pecherzykow
endosomalnych, stabilno$¢ kompleksow w cytoplazmie, wnikanie plazmidéw do
jadra, zajscie transkrypcji i ekspresja transgenu. Wydajno$¢ transfekeji z wyko-
rzystaniem niewirusowego transferu Scisle zalezy od faz cyklu komoérkowego.
Najwicksza efektywnos¢ obserwuje si¢ w fazie S oraz G2.

5. Bialka CPPs (ang. Cell-penetrating peptides)

Inng nazwg, pod jaka funkcjonujg CPPs, to biatkowe domeny transdukcyjne
PTDs (ang. Protein Transduction Domains). Biatka penetrujace komorki naleza
do krotkich, amfipatycznych, kationowych peptydow. Posiadaja mozliwosé
szybkiego przemieszczania sie przez btony komodrkowe [46, 47]. Cechuje je
bardzo duza zmienno$¢ sekwencji aminokwasowej, jednak w ich skltadzie
przewagg stanowi lizyna i arginina [48]. Nierzadko biatka tego typu posiadaja
mozliwo$¢ tworzenia a-helikalnych struktur [49].

Istniejg trzy grupy CPPs, ktore rdznig si¢ migdzy sobg ze wzgledu na
pochodzenie biatek. Pierwsza grupg stanowig czasteczki pochodzace od biatek
zdolnych do transdukcji. W tej grupie znajduje si¢ biatko Tat (ang. Transac-
tivating Transcriptional Activator), dzieki ktoremu transport terapeutycznych
molekut do komdrek, za sprawa wykorzystania biatek przenosnikowych, stat si¢
obiecujagcym narzedziem w nieinwazyjnym systemie transportu przez btony
komorkowe [49]. Do drugiej grupy zaliczamy peptydy syntetyczne,
zaprojektowane tak by nasladowaty strukture znanych peptydow wystgpujacych
naturalnie. Skladaja si¢ z powtarzajacych si¢ sekwencji aminokwasow jak
w modelu amfipatycznych peptydow MAP (ang. Multiple Antigenic Peptides)
[50]. W sklad trzeciej grupy wchodzg chimeryczne CPPs. Sa zbudowane
z dwoch ugrupowan, ktore pochodza z roznych peptydow [51]. W tej grupie
znajdziemy biatka takie jak Tat-LK15.

Szerokie zainteresowanie CPPs zwiazane jest z ich zdolno$cig do przenikania
przez btony komoérkowe w procesach nie wywotujacych toksycznosci [52].
Proces przekraczania dwuwarstwy lipidowe;j, otaczajacej komorki, przez CPPs
jest przypuszczalnie niezalezny od receptoréw btonowych i dostarczanej energii
[53, 54]. Wedlug najnowszych badan CPPs moga przenika¢ przez btony
komoérkowe na drodze wykorzystujacej endocytoze, lub od niej niezalezne;j.
Doktadny mechanizm internalizacji nie jest jednak znany i pozostaje
przedmiotem wielu badan i spekulacji [52].
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Tabela 4. Sekwencja aminokwasowa wybranych CPPs

Biatko Sekwencja aminokwasowa

Penetratin RQIKIWFQNRRMKWKK

Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKISIL
MPG GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV
Tat RKKRRQRRRGGG

LK15 KLLKLLLKLLLKLLK

Tat-LK15 RKKRRQRRRGGGKLLKLLLKLLLKLLK

Wigkszos¢ biatek CPPs cechuje si¢ znacznym, dodatnim }adunkiem
elektrycznym oraz duza amfipatycznoscig. Obie te cechy sa bardzo istotne
podczas transportu przezbtonowego. Wysoki dodatni tadunek pozwala na
oddziatywanie peptydu z ujemnie natadowana btong komérkowsa wykorzystujac
do tego celu oddzialywania elektrostatyczne. Amfipatyczno$¢ tych biatek pozwala
im zaktoci¢ organizacje bony komorkowej, doprowadzi¢ do jej dezorganizacji lub
przejsciowego powstania porow pomocnych w penetracji komorek [55-57].

Internalizacja bialek CPPs w niskich temperaturach pozwala przypuszczaé, ze
mechanizm odpowiedzialny za wychwyt i transport biatek do wngtrza komorek
nie zalezy od endocytozy. Badanie przeprowadzone przy wykorzystaniu
enancjomerow D i1 L oraz peptydow o odwrdcone] i nieodwrdconej sekwencji
pozwala stwierdzi¢ brak uczestnictwa receptoréw blonowych w procesie
transportu przezblonowego [49]. Najnowsze badania jednak dowodza, ze oprocz
bezposrednie] internalizacji, dochodzi rowniez do translokacji droga endocytarna
z wykorzystaniem kaweoli, Klatryn i makropinocytozy, w szczegélnosci dla CPPs
potaczonych z czasteczkami o duzej masie [52]. Stwierdzono rowniez istnienie
réznic pomiedzy internalizacja samych bialek przenosnikowych i kompleksow
tych biatek z kwasami nukleinowymi [49]. W toku wielu spekulacji powstato
kilka modeli przedstawiajacych zjawisko bezposredniego transportu CPPs przez
dwuwarstwe lipidowg. Wyrdzniamy model pierscieniowych poréw (ang. Toroidal
Pores Model), klepek beczki (ang. Barrel Stave Pore Model), oraz model
dywanowy (ang. Carpet Model) [49, 58, 59]. Wszystkiec wyzej wymienione
modele translokacji peptydow zakladaja obszerng destabilizacje¢ btony
komorkowej, jednak niska cytotoksyczno$¢ pozwala stwierdzi¢, iz zaden z tych
modeli nie wyjasnia catkowicie przezblonowego transportu biatek CPPs. Istnieje
zatem alternatywny mechanizm, ktory pozostaje zagadka do dnia dzisiejszego.
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5.1. Mechanizm translokacji bialek przenosnikowych CPPs — badania
wlasne

Prébg zbadania mechanizmu internalizacji bialek przeno$nikowych zajal si¢
zespOl badawczy w Katedrze i Zakladzie Genoterapii CM UMK. Badanie
przeprowadzono wykorzystujac peptyd Tat-LK15. Dziewigcio-aminokwasowa
sekwencja pobrana z biatka Tat (49-57; RKKRRQRRR) posiadata duzy tfadunek
dodatni, pozwalajacy na silne wigzanie z blong komoérkowa [60, 61]. LK15
zbudowany jest z dwoch podtypéw aminokwasow: hydrofilowej lizyny
0 fadunku dodatnim i hydrofobowej niepolarnej leucyny. Struktura tego peptydu
jest silnie amfipatyczna. Przez wzglad na a-helikalng struktur¢ LK-15 wykazuje
aktywnos¢ lityczng wzgledem bton komorkowych posiadajac przy tym zdolnosé¢
kondensacji czasteczek DNA. W badaniu do transferu gendéw uzyto peptydu
powstalego po syntetycznym potaczeniu Tat-LK15. Podj¢to probe transferu
plazmidowego DNA kodujacego GFP do komorek linii nowotworowych A-549
oraz H-92. Sam transfer przeprowadzano w niskiej temperaturze, blokujac tym
samym endocytarng droge podczas transportu przezbtonowego. Uzyskany
bardzo niski stopien transfekcji pozwolit zasugerowac, iz duze kompleksy Tat-
LK15-DNA przemieszczajg si¢ przez btong droga z wykorzystaniem procesu
endocytozy.
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Niewirusowy transfer gen6w — przeglad metod

Streszczenie:

Wirusowy transfer gendw jest obecnie dominujagcym sposobem dostarczania terapeutycznego
materialu genetycznego w strategiach terapii genowej. Jednakze z racji na szereg wad
i niedogodno$ci wynikajacych z jego stosowania coraz czgéciej poszukuje si¢ alternatywnych
metod wprowadzania DNA do komoérek. Na przestrzeni lat opracowano szereg metod fizycznych
i chemicznych zaliczanych do niewirusowego transferu genéw. Mozemy do nich zaliczy¢ takie
z tych metod posiada swoje ograniczenia, ktore istotnie zaw¢zaja mozliwosci zastosowania ich
w leczeniu ludzi. Duze nadzieje wiaze si¢ ze stosunkowo stabo poznanymi biatkami
przeno$nikowymi CPPs, ktore w przysztosci moga stac si¢ gtownymi nosnikami genow terapiach
in vivo. Autorzy niniejszej publikacji podje¢li si¢ proby zbadania mechanizmu internalizacji tego
typu peptydoéw na podstawie biatka fuzyjnego Tat-LK15. Uzyskane wyniki rzucaja nowe §wiatto
na mechanizm przezblonowego przenoszenia materialu genetycznego przez wyzej wymienione
biatka, ktory najprawdopodobniej zachodzi na drodze endocytarnej. Niewirusowy transfer gendw
to wcigz dynamicznie rozwijajace si¢ zagadnienie, ktore budzi ogromne nadzieje na przysztose.
Stowa kluczowe: terapia genowa, transfer genow, plazmidy, CPPs

Non-viral gene transfer — a review of methods

Abstract:

Viral gene transfer is now the dominant way to deliver therapeutic genetic material in a gene
therapy approaches. However, due to a number of disadvantages and limitations, scientists
are looking for alternative methods for introducing DNA into cells. Over the years a large number
of chemical and physical methods, that are classified as non-viral, were developed. These are
techniques such as sonication, electroporation, liposomes or cationic polymers. Unfortunately,
each of these methods has its own restrictions that severely limits their application in the treatment
of humans. Scientists have high expectations for CPPs proteins, that in the future may become
the main carriers of genes in in vivo therapies. The authors of this publication investigated the
mechanism of internalization of this type of peptides, based on Tat-LK15 fusion protein.
The results shed a new light on the mechanism of the transmembrane transfer of genetic material
by the aforementioned protein, which most likely takes place by endocytic pathway. Non-viral
gene transfer still develops rapidly and rises great hopes for the future.

Keywords: gene therapy, gene transfer, plasmids, CPPs
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SAMOBOJCZA TERAPIA GENOWA W PROBACH LECZENIA
NOWOTWOROW — PRZEGLAD STRATEGII

1. Wprowadzenie

W przeciggu ostatnich kilkudziesigciu lat obserwujemy gwattowny wzrost
ilosci zachorowan na nowotwory, ktéore w niedlugim czasic mogg staé si¢
glowna, pojedyncza przyczyna zgonow wsrod ludnosci krajow wysoko
rozwinigtych. Stan ten spowodowany jest wieloma czynnikami, do ktérych
mozemy zaliczy¢: postgpujace zanieczyszczenie Srodowiska substancjami
0 charakterze kancerogennym, podwyzszong ekspozycje¢ na promieniowanie
jonizujace, emitowane przez wytwory wspolczesnej techniki, stale zwigkszajacy
si¢ udziat sztucznych dodatkow chemicznych zawartych w zywnosci, zte nawyki
zywieniowe, cze¢sto prowadzgce do otylosci 1 innych choréb metabolicznych,
sprzyjajacych rozwojowi nowotworow, a takze brak aktywno$ci ruchowej.
Paradoksalnie rozwdj medycyny, jaki nastgpil na przestrzeni ostatnich
piec¢dziesieciu lat, spowodowal znaczace wydtuzenie $redniej zycia, a co za tym
idzie, wywotat roéwniez wzrost zachorowalnosci na nowotwory, ktore naleza,
poza pewnymi wyjatkami, co do czgstosci wystgpowania do chordb silnie
skorelowanych z wiekiem.

Skale problemu, z jakim musi si¢ zmierzyé wspotczesna medycyna,
doskonale obrazujg oszacowania wykonane przez The National Cancer Institute
(NCI) i The American Cancer Society (ACS), wedlug ktérych, w samym tylko
2012 roku, w Stanach Zjednoczonych, zostato zdiagnozowanych 1 630 910
przypadkow zachorowan na rézne nowotwory, z czego okoto 35% stanowia
nowotwory zle rokujace, o sredniej przezycia ponizej roku [1]. Bardzo czgsto sa
to jednostki chorobowe, w ktérych standardowe strategie leczenia, takie jak
interwencja chirurgiczna, chemio- i radioterapia, czy tez potaczenie powyzszych
metod, okazujg si¢ nieskuteczne, lub wrecz niemozliwe do zastosowania. Co
wiecej, kazda z wymienionych strategii posiada szereg ograniczen i skutkéw
ubocznych, a powiktania powstate w wyniku ich zastosowania moga by¢ réwnie
grozne, co choroba, ktora pierwotnie miaty zwalczy¢. Wystarczy wymienic tutaj
nowotwory wtorne, uszkodzenia migsnia sercowego, zmiany neurologiczne,
uszkodzenia watroby i nerek, czy tez bezptodnos$¢.

! m.gawronski@vp.pl, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy, Wydziat Lekarski, Katedra i Zaktad Genoterapii, Studenckie Koto Naukowe Terapii Genowej
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Z tego tez powodu poszukuje si¢ nowych strategii terapeutycznych, ktore
stanowilyby uzupehienie juz istniejgcych metod, a by¢ moze w przysztosci
statyby si¢ alternatywg obarczong mniejszym ryzykiem wystapienia powiktan.

Jednym z wielu podejs¢, ktore budzi nadzieje na pomysSlne zastosowanie
W przysztosci, jest samobdjcza terapia genowa, ktdrg postaramy si¢ pokrotce
przedstawi¢ w niniejszej publikacji.

2. Samobdjcza terapia genowa

Jak kazda inna ze strategii w ramach szeroko rozumianej terapii genowej,
terapia samobojcza zaktada dostarczenie do interesujacej nas populacji komorek
materialu genetycznego o dziataniu terapeutycznym i uzyskanie w nich jak
najwyzszego poziomu jego ekspresji. Nalezy podkresli¢, ze w tym przypadku
celem nie jest wprowadzenie i naprawa wadliwie funkcjonujagcych lub
brakujacych genow, jak to ma miejsce w suplementacyjnej terapii genowej, ani
wyciszenie genéw ulegajacych nadekspresji w komoérkach nowotworowych, co
jest istotg tzw. terapii supresorowej, lecz wywotanie $mierci zmienionych
nowotworowo komorek za pomoca tzw. genéw samobojczych.

Zwraca uwag¢ wyrazna przewaga samobojczej terapii genowej nad
konwencjonalnymi strategiami leczenia nowotworow, jaka jest mozliwosé
doktadnego wycelowania produktu terapeutycznego tylko 1 wylacznie
w populacj¢ komoérek nowotworowych, dzigki czemu unika si¢ zgubnych,
ogdlnoustrojowych skutkow ubocznych, charakterystycznych dla chemio
i radioterapii. Efekt ten uzyskuje sie dzieki zastosowaniu odpowiednio
zmodyfikowanych  wektorow, ktore wykazuja tropizm do komorek
nowotworowych, jak réwniez poprzez flankowanie terapeutycznego materiatu
genetycznego (transgenu) promotorami specyficznymi dla danego rodzaju
tkanki, z ktérej wywodzi si¢ nowotwor, lub tez specyficznymi dla warunkow,
jakie panuja w komoérce zmienionej nowotworowo.

Szczegdlnie waznym zagadnieniem w terapii samobojczej, oprocz
otrzymania jak najwyzszej i specyficznej tkankowo ekspresji terapeutycznego
materialu genetycznego, jest uzyskanie tak zwanego ,.efektu przechodnia”
(ang. bystander effect). Jest to warunek konieczny aby terapia okazata sie
skuteczna, z uwagi na fakt, iz odsetek stransfekowanych komoérek w srodowisku
nowotworu jest relatywnie niski i bardzo czgsto ogranicza si¢ jedynie do
niewielkiego rejonu w okolicy wprowadzenia wektora, jak to ma miejsce na
przyktad podczas nastrzykiwania guza zawiesing zmodyfikowanych genetycznie
wirusow. Wspomniany efekt polega na tym, iz produkt powstaly w wyniku
ekspresji wprowadzonego insertu wydostaje si¢ poza komorke stransfekowana,
czy to poprzez potaczenia miedzykomorkowe, fagocytoze ciatek apoptotycznych
przez otaczajace komorki, czy chociazby poprzez wydalenie go do mikro-
srodowiska nowotworu i oddziatywanie na komoérki nietransfekowane, zich
nastepcza $Smiercia. [2]
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W ramach samobodjczej terapii genowej stosuje si¢ kilka podejsc¢
nastawionych na uzyskanie tego samego efektu, jakim jest $mieré komorki
nowotworowej. Wypada wymieni¢ zastosowanie uktadu obejmujacego
wprowadzenie do komorki genu samobojczego, uzycie wirusow onkolitycznych,
czy tez wykorzystanie genéw, kodujacych substancje uwrazliwiajace nowotwor
na odpowiedz uktadu immunologicznego.

W dalszej czg$ci publikacji postaramy si¢ opisa¢ kazdg z wymienionych
wyzej strategii.

3. Geny samobdjcze

Jednym z najstarszych elementow omawianego przez nas wariantu terapii
genowej jest wykorzystanie genow samobojczych. Zazwyczaj sg to sekwencje
kodujace enzymy, pochodzagce z innych organizmow, glownie bakterii
I wirusow. Enzymy te nie posiadaja swoich odpowiednikéw w ludzkim
organizmie, lub tez wykazuja duzo wyzsze powinowactwo do substratu, niz
warianty obecne w naszym genomie. Cechg wspdlng wszystkich genow
samobojczych jest metabolizowanie nietoksycznych postaci lekow, zwanych
prolekami, do ich pochodnych o wlasciwym dziataniu cytotoksycznym. Dzigki
wprowadzeniu ich do komorki nowotworowej mozna uzyska¢ efekt cytoto-
ksyczny ograniczony do stransfekowanej tkanki, co pozwala na eliminacje
zmienionych nowotworowo komorek przy jednoczesnym oszczgdzeniu komorek
prawidtowych. Ponadto podajac bezpieczny prolek unika si¢ ogolnoustrojowych
skutkow ubocznych stosowania konwencjonalnej chemioterapii.

Ponizej podjeto probe krotkiej charakterystyki najczesciej uzywanych genow
samobdjczych terapii genowe;.

3.1. Kinaza tymidynowa wirusa HSV

Jednym z najlepiej poznanych gendéw samobojczych, najdtuzej stosowanych
w roznych modelach doswiadczalnych, jest gen kinazy tymidynowej (TK,
Thymidine Kinase) pozyskany z wirusa opryszczki pospolitej (HSV, Herpex
Simplex Virus). Komorki ssakéw nie posiadaja tego enzymu, mozliwe jest wiec
ograniczenie efektu cytotoksycznego jedynie do stransfekowanych, dzielgcych
sie, komorek nowotworowych, ktore dzigki wprowadzeniu wspomnianego wyzej
genu, uzyskuja zdolno$¢ do fosforylacji analogéw nukleotydow, takich jak
gancyklowir (GC). Ufosforylowana forma tego leku, monofosforan gancy-
klowiru, podlega nastgpnie dalszym procesom fosforylacji przez kinazy
komoérkowe, by finalnie przeksztalci¢ si¢ w trdjfosforan gancyklowiru, ktéry
wbudowujac si¢ w czasteczke DNA, w miejscu guanozyny, hamuje replikacje
materiatu genetycznego, a w efekcie wstrzymuje podziaty komorkowe.

To eleganckie i wyrafinowane rozwigzanie posiada jednak jedno, dosy¢
powazne ograniczenie, jakim jest wywolywanie relatywnie niewielkiego efektu
przechodnia. Spowodowane jest to faktem, iz ufosforylowane analogi
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nukleotydow nie przechodza zbyt dobrze przez bton¢ komorkowa, przez co
muszg przedostawa¢ si¢ do innych komoérek =za pomocag potagczen
miedzykomorkowych, tzw. gap-junctions, lub tez poprzez fagocytoze cialek
apoptotycznych, powstatych w wyniku $mierci pierwotnie stransfekowane;
komorki, przez komorki ja otaczajace.

Poniewaz w komodrkach nowotworowych komunikacja na drodze potgczen
mi¢dzykomorkowych jest bardzo czgsto silnie zaburzona, proponuje si¢ faczenie
uktadu TK/GC z jednoczesnym wzmaganiem ekspresji genu koneksyny,
odpowiedzialnej za tworzenie potgczen typu gap-junctions, gléwnie w drodze
suplementacji kwasem retinowego [3], bromo-cAMP [4], czy tez przez
wczesniejsze wprowadzenie genu koneksyny 43 do interesujgcej nas populacji
komorek][5].

Pomimo wspomnianych wyzej ograniczen, terapia genowa z jednoczesnym
wykorzystaniem genu kinazy tymidynowej i podaniem gancyklowiru uwazana
jest za relatywnie bezpieczng i skuteczng, co znalazto odzwierciedlenie
w postaci prob klinicznych 1 i II fazy [6]. Trwaja réwniez prace nad
polepszeniem wydajnosci tej strategii, glownie poprzez wzmacnianie efektu
przechodnia, uzycie coraz wydajniejszych wektorow, zapewniajacych lepsza
transfekcje komoérek nowotworowych, czy tez tgczenie tego uktadu z innymi
genami samobdjczymi.

3.2. Deaminaza cytozyny E.coli

5-Fluorouracyl (5-FU) jest lekiem, ktéry znalazt szerokie zastosowanie
W chemioterapii nowotwordéw ztosliwych czlowieka, gdyz jest inhibitorem
syntezy RNA, a jego dalsze metabolity, takie jak 5-fluoro-monofosforan
urydyny (FUMP) trwale i nicodwracalnie hamujg replikacje. Jednakze
stosowanie 5-FU niesie za sobg szereg negatywnych skutkow ubocznych,
charakterystycznych dla chemioterapii.

Zastosowanie samobojczej terapii genowej z wykorzystaniem genu
kodujacego bakteryjny enzym — deaminaze cytozyny (CDA, Cytosine
Deaminase), pozwala na obejscie problemu ogo6lnoustrojowych skutkow
ubocznych stosowania 5-FU.

Dzieje si¢ tak, poniewaz enzym ten, po wprowadzeniu do komorki
nowotworowej, umozliwia syntez¢ wysoce toksycznego 5-FU z bezpiecznego
I nietoksycznego prekursora, jakim jest 5-fluorocytozyna (5-FC). W efekcie, po
podaniu pacjentowi 5-FC, efekt cytotoksyczny obserwuje si¢ jedynie we
wczesniej stransfekowanych komorkach nowotworowych.

Kolejng wazng zaleta tego uktadu jest wywotywanie bardzo silnego efektu
cytotoksycznego w obrebie catego nowotworu, gdyz, inaczej niz to bylo
w przypadku gancyklowiru, efekt przechodnia, wywotany przez 5-fluorouracyl,
nie wymaga obecnosci potgczen miedzy komérkami.[7]
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By jeszcze bardziej wzmocni¢ cytotoksyczny efekt 5-FU, wektory
zawierajace CDA s3 wzbogacane o kolejny gen, mianowicie o pochodzaca
z E.coli fosforybozylotransferaz¢ uracylu (UPRT, Uracil Phosphoribosil
Transferaze), ktora przeksztatca 5-FU do FUMP, przez co nasila hamowanie
syntezy DNA, a w efekcie zwieksza koncowy efekt cytotoksyczny.[8]

Podobnie jak w przypadku kinazy tyrozynowej, badania nad przydatnoscia
terapii genowej z wykorzystaniem genu deaminazy cytozyny znajdujg si¢
obecnie w 1 1 II fazie prob klinicznych.[6]

3.3. Fosforylaza nukleozydu purynowego E. coli

Podobnie jak CDA i UPRT, fosforylaza nukleozydu purynowego (PNP,
Purine Nucleoside Phosphorylase) jest genem pochodzacym z bakterii E.coli,
ktory, podobnie do wyzej wymienionych gendéw, moze przeksztatcac
nietoksyczne substraty w toksyczne produkty. W przypadku PNP jest to
przemiana szerokiego spektrum nietoksycznych analogéw adenozyny (jak
2-fluoro-2'-deoxyadenozyna) do toksycznych metablitow: 2-fluoroadeniny (F-
Ade) i 6-metylopuryny (MeP), ktére, po przeksztatceniach w cytozolu do
toksycznych pochodnych ATP, hamuja syntezg¢ RNA 1 bialek, wywolujac istotny
efekt cytotoksyczny zarowno w komorkach proliferujgcych, jak i niedzielagcych
sie. Co wigcej, dzigki mozliwosci przechodzenia przez blony komorkowe,
F-Ade i MeP s3a zdolne do wywotania bardzo silnego i rozlegltego efektu
cytotoksycznego [9].

Skutecznos$¢ terapii genowej z wykorzystaniem genu PNP pochodzacego
z E.coli zostata dowiedziona na mysim modelu glejaka, co budzi spore nadzieje
na wykorzystanie tej metody w leczeniu nowotworéw u cztowieka [10].

3.4. Karboksypeptydaza G2

Omoéwione wyzej strategie opieraly si¢ zasadniczo na wytworzeniu
cytotoksycznych analogéw nukleotydow, ktore po wbudowaniu si¢ do materiatu
genetycznego w procesie replikacji DNA wywotywaly jego uszkodzenia,
prowadzac tym samym do zatrzymania cyklu komoérkowego i $§mierci komorki.
Podejscie to jest jednak skuteczne jedynie w przypadku komorek proliferujacych
(skadinad takimi sg z reguly komorki nowotworowe), dlatego tez poszukuje sig¢
genow samobdjczych, ktére zdolne sa do wywotywania efektu cytotoksycznego
rowniez w komorkach niedzielacych sig.

Odpowiedzia na to zapotrzebowanie jest samobojcza terapia genowa
z wykorzystaniem genu karboksypeptydazy G2, izolowanej z bakterii
Pseudomonas. Jest to wysoce efektywny enzym, ktory przeksztatca proleki
bedace zmodyfikowanymi iperytami azotowymi, takie jak CMDA i ZD2767P do
silnie toksycznych form, tworzacych wigzania krzyzowe w materiale
genetycznym stransfekowanej komorki.
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Najwigksza zaleta tego genu samobdjczego jest fakt, iz nie ma on swojego
odpowiednika w genomach ssakow, dzieki czemu zyskuje si¢ pewno$¢, iz
dziatanie wysoce toksycznych produktéw ogranicza si¢ jedynie do
stransfekowanej populacji komorek nowotworowych.

Obecnie trwajg prace nad zwigkszeniem cytotoksycznego efektu przechodnia
w terapii z uzyciem karboksypeptydazy G2, poprzez modyfikacje jej genu w taki
sposob, by enzym ten zakotwiczat si¢ w blonie komoérkowej. Umozliwia to
kataliz¢ hydrofilowego leku, obecnego na zewnatrz komorki, do postaci
hydrofobowej, fatwo penetrujacej przez btone koméorkows. W efekcie uzyskuje
si¢ znaczne nasilenie efektu przechodnia [11].

Z racji swych unikalnych wlasciwosci, budzacych znaczne nadzieje na
skuteczne zastosowanie tego systemu w przysztych technikach leczenia
nowotworow, terapia samobdjcza z wykorzystaniem genu karboksypeptydazy
G2 znalazta si¢ obecnie w Il fazie badan klinicznych [6]

3.5.CYP2B1

Jedng z ciekawszych strategii w ramach samobodjczej terapii genowej jest
wykorzystanie ludzkiego genu cytochromu P450 2B1, odpowiadajacego za
bioaktywacj¢ cyklofosfamidu — leku alkilujacego, ktorego metabolity
wprowadzajg wigzania krzyzowe do DNA chromosomow.

Wydawaloby si¢, iz wprowadzanie dodatkowej kopii genu do komorek,
w ktorych jest on juz obecny, jest bezzasadne. Nalezy jednak pamigtaé, iz
aktywno$¢ tego genu ogranicza si¢ gldwnie do watroby, ktora odpowiada za
procesy detoksykacji, a metabolity cyklofosfamidu w niewielkim tylko stopniu
przechodza przez barier¢ krew-modzg. Zastosowanie tego typu strategii wydaje
si¢ by¢ uzasadnione np. w leczeniu glejakéw, a takze nowotwordw
wywodzacych sie z innych tkanek, w ktorych brak jest aktywnosci tego
cytochromu, lub tez jest ona zbyt niska, by ewentualne leczenie cyklofos-
famidem bylo efektywne.

Eksperymentalna terapia przeprowadzona w mysim modelu glejaka wykazata
skutecznos¢ tego podejscia w uwrazliwianiu komorek nowotworowych na
dziatanie cyklofosfamidu i prowadzita do czg¢$ciowej regresji nowotworu.[12]

3.6. Toksyny bakteryjne

Toksyny bakteryjne, pomimo ze nie wpisuja si¢ w klasyczna definicje genu
samobdjczego, zostaly zaadoptowane na potrzeby samobdjczej terapii genowe;.
Poprzez wykorzystanie odpowiednio zmodyfikowanych wektorow, gtownie
wirusowych, mozliwe jest wprowadzenie do komorki nowotworowej genow
kodujacych wspomniane wyzej toksyny pod nowotworowo-specyficznym
promotorem, dzicki czemu efekt cytotoksyczny wywotany obecno$cia
bakteryjnych toksyn w komodrce ogranicza si¢ do interesujacej nas tkanki.
Glownym atutem stosowania terapii z wykorzystaniem toksyn bakteryjnych jest



SAMOBOJCZA TERAPIA GENOWA W PROBACH LECZENIA NOWOTWOROW — PRZEGLAD STRATEGII

mozliwo$¢ uderzenia zarowno w populacje komorek proliferujacych, jak
i niedzielacych sie. Ponizej przedstawiamy kilka przyktadow tego typu strategii.

3.6.1. Streptolizyna O z Streptococcus pyogenes

Jest to toksyna wydzielana przez bakterie z rodzaju Streptococcus, ktora
laczac si¢ z czasteczkami cholesterolu, obecnymi w btonie komérkowej, tworzy
pier$cieniowe struktury, ztozone z 45-50 jednostek, o srednicy 25-30nm. Dzigki
tej wlasnosci streptolizyna O znalazla zastosowanie w wielu systemach
dostarczania roéznego rodzaju substancji, w tym DNA i RNA, do komorek
ludzkiego organizmu. Jednakze przedtuzajaca si¢ obecno$¢ streptolizyny O
w blonie komorkowej skutkuje powaznymi zaburzeniami w réwnowadze
osmotycznej i elektrolitycznej komorki, prowadzac do jej $mierci
w mechanizmie nekrozy. Badania prowadzone w mysim modelu raka szyjki
macicy wykazaly, ze transfekcja nowotworu wektorem adenowirusowym,
kodujacym wspomniany wyzej gen, wywotala redukcje rozmiaréw guzow litych
o $rednio 29,3%, wskazujac tym samym na potencjalng skuteczno$é
przedstawionej metody [13]

3.6.2. Egzotoksyna A z Pseudomonas aeruginosa

Egzotoksyna A jest jednym z czynnikoéw wirulencji pateczki ropy blekitne;j,
Zaburza on syntez¢ biatek komorkowych, w kréotkim czasie prowadzac do
$mierci komorki. Toksyng tg zaadoptowano na potrzeby terapii genowej glejaka.
Komorki tego nowotworu wykazuja wybitng ekspresje specyficznego dla
glejaka wariantu receptora dla IL-13 (IL13Ra2), dlatego tez sprzegnigto
zmutowana forme IL-13 ze wspomniang wyzej toksyna i konstrukt ten
dostarczono do komodrek nowotworowych w wektorze adenowirusowym,
zapewniajacym statg ekspresje leczniczego transgenu. Uzyskano w ten sposob
wysoce specyficzny uktad, w ktérym dochodzito tylko i wylacznie do eliminacji
komorek nowotworowych [14]. Powyzsza strategia terapeutyczna okazata si¢ na
tyle skuteczna, iz dotarta do III fazy badan klinicznych, jednakze nie udato si¢
osiggna¢ zatozonych punktow koncowych. Obecnie trwaja prace nad
ulepszeniem opisanej terapii [6].

4. Wirusy onkolityczne

Inne wazne podejscie samobojczej terapii genowej polega na wykorzystaniu
wiruséw onkolitycznych. W tym przypadku narzgdziem jest caty wirus, zwykle
defektywny w poréwnaniu ze swoja forma wyjsciowa, zdolny do infekowania
tylko zmienionych nowotworowo komorek, namnazania si¢ w nich i wywolania
ich $mierci na drodze lizy. Wspomniana wyzej swoisto$¢, zdolnos¢ do replikacji
w komorkach nowotworowych i ich lizy (mechanizmy omoéwiono nizej dla
kazdego z tych wirusow z osobna) jest najczesciej wspomagana sztucznie serig

49



MACIE) GAWRONSKI, TOMASZ WANDTKE, JOANNA WIELIKDZIEN, PIOTR KOPINSKI

modyfikacji genetycznych, majacych na celu np. poprawe zdolnosci wektorow
wirusowych do rozpoznawania epitopéw powierzchniowych komorek
nowotworowych, takich jak wspomniany wczes$niej receptor dla IL-13 na
komorkach glejaka lub inne receptory czynnikow wzrostowych, bardzo czgsto
podlegajace nadekspresji na komérkach nowotworowych. Inny typ modyfikacji
polega na podigczeniu gendéw istotnych dla replikacji wirusa pod promotory
specyficzne dla danego typu nowotwordw.

Co wigcej, wspomniana mozliwos$¢ replikacji odpowiada za bardzo szybkie
rozprzestrzenianie si¢ tych wiruséw w obrebie calego nowotworu, co daje temu
podejsciu przewage nad strategiami z wykorzystaniem innych wektoréw.

Czgstym, pozytywnym skutkiem ubocznym terapii z zastosowaniem wirusow
onkolitycznych jest wzbudzenie odpowiedzi ze strony ukladu immuno-
logicznego. Komorki nowotworowe cechuje zwykle niska immunogennos$¢,
jednak po transfekcji wektorem wirusowym zaczynaja one bardzo czgsto
cksponowaé na powierzchni fragmenty peptydéw wirusowych w restrykcji
w zakresie czgsteczeck MHC klasy I, Konsekwencja bywa rozpoznawanie
komorek nowotworowych i zabijanie ich w drodze apoptozy przez limfocyty
cytotoksyczne [15]

Ze wzgledu na wyze] wymienione wlasciwosci, terapia genowa
z wykorzystaniem wirusow onkolitycznych cieszy si¢ coraz wigkszym
zainteresowaniem. Ponizej przedstawiono kilka przyktadow zastosowania tych
wirusOw w probach leczenia nowotworow.

4.1. Herpex Simplex Virus (HSV-1)

Wirus opryszczki jest jednym z najszerzej stosowanych wirusow
onkolitycznych, namnaza si¢ zar6wno w komorkach nieproliferujacych, jak
i dzielgcych sig, chociaz posiada stosunkowo duzy genom, jest relatywnie
bezpieczny i tatwy w modyfikowaniu. Pozbawiony genu kinazy tymidynowej,
replikuje  wylacznie w komorkach z aktywnym szlakiem sygnatowym
EGFR/Ras, a wlasnie wybitna aktywno$¢ tego szlaku ma miejsce w wielu
nowotworach. Inne modyfikacje polegaja na zastosowaniu promotora nestyny,
ktory ulega nadekspresji w komorkach glejaka, a takze uzycie innych
promotoréw specyficznych tkankowo. Dzigki tatwosci dokonywania kolejnych
modyfikacji genetycznych, wiele onkolitycznych mutantéw tego wirusa weszto
do 11 II fazy badan klinicznych [15, 16, 6]

4.2. ONYX-015 i Ad5Delta24

Sa to dwa najlepiej zbadane wirusy onkolityczne, nalezace do grupy
warunkowo replikujacych si¢ adenowiruséw (Conditionally-Replicating
Adenovirus, CRAd), ktére maja zdolnos¢ do replikacji jedynie w komorkach
z zaburzeniami waznych szlakéw sygnatowych. Wiasciwos¢ te uzyskuje sie
poprzez usunigcie gendow wirusowych odpowiedzialnych za dezaktywacje
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mechanizméw obronnych zdrowych komorek gospodarza. Na przyktad, wirus
moze namnozy¢ si¢ tylko w komorkach z brakujagcymi genami supresorowymi
cyklu. W komorkach zdrowych geny te przeciwdzialaja nowotworzeniu, wigc
czesto sa celem dezaktywujacych mutacji w przebiegu onkogenezy. Skoro nie
ma ich w komdrkach nowotworowych, ubocznym efektem jest wrazliwos¢ tych
ostatnich (i tylko ich) na dziatanie zmodyfikowanego wirusa [15]

4.2.1. ONYX-015

ONYX-015 zostat pozbawiony genu kodujacego biatko E1B, ktore wigze si¢
z bialkiem p53, uniemozliwiajgc zahamowanie cyklu komoérkowego, a w efekcie
promujac proliferacje komorki. Pozbawienie tego genu sprawia, iz wirus ten
moze namnaza¢ si¢ jedynie w komorkach z nieaktywnym biatkiem p53, a do
takich wlasnie nalezy wigkszo$¢ komorek nowotworowych. Wykazano
skuteczno$¢ terapii z wykorzystaniem tego wirusa w Il fazie badan klinicznych
w przypadku nowotwordéw glowy i szyi. Jego uzycie doprowadzito w 10%
przypadkow do calkowitej regresji, za§ w 62% przypadkow zahamowato
czasowo rozwodj choroby. Zaobserwowano takze spadek odsetka chorych
z progresja nowotworu. Udato si¢ ponadto dowies¢, ze postepowanie to byto
bezpieczne [17] W innych badaniach wykazano synergistyczny efekt takiej
terapii po potaczeniu jej z radioterapig, mierzony stopniem redukcji objetosci
guza [18].

4.2.2. Ad5Delta24

W przypadku wirusa onkolitycznego Ad5Delta24 usunigty zostat gen E1A,
hamujacy aktywnos¢ genu supresorowego Rb. Wirus replikuje si¢ wigc jedynie
w komorkach pozbawionych tego genu. Zaburzenia funkcjonowania genu Rb sg
bardzo czeste w wielu typach nowotwordw, jednak szczegdlne nadzieje wiaze
si¢ z mozliwoscig zastosowania tego wirusa w leczeniu glejakéw. W badaniach
in vivo wykazano wysoka skuteczno§¢ AdS5Delta24 w hamowaniu wzrostu tego
nowotworu [19]. Obecnie prowadzone sa badania kliniczne I fazy [6].

5. Modulacja odpowiedzi immunologicznej

I wreszcie do strategii samobojczych w ramach szeroko rozumianej terapii
genowej, zalicza si¢ niekiedy transfekowanie komorek nowotworu genami
kodujacymi biatka, ktére pobudzaja miejscowa odpowiedz immunologiczna,
skierowang przeciw tkance nowotworowej, Najczesciej stosowanym narzedziem
jest dostarczenie do komoérek guza genéw kodujacych réznego rodzaju cytokiny,
ktére poprzez bardzo szerokg sie¢ interakcji majg zdolno$¢ ponownego wiaczenia
komérek nowotworowych pod nadzor systemu immunologicznego. Jest to
szczegblnie wazne w przypadku nowotwordéw o bardzo niskiej immunogennosci.
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W niniejszym zwigzlym przegladzie stosowanych metod, nakierowanym
glébwnie na wuzycie typowych gendw samobdjczych oraz wiruséw
onkolitycznych, a nie na techniki de facto z zakresu immunoterapii genowej,
problem zasygnalizowano wytacznie skrotowo. Nota bene, na przestrzeni wielu
lat, do walki z nowotworami zostata zaprzggnieta praktycznie kazda cytokina,
wywotujaca lokalng rekrutacje Iub aktywacje komorek ukltadu immuno-
logicznego do mikrosrodowiska guza, zwigkszajaca ekspresj¢ antygenow
powierzchniowych klasy MHC 1 1 II, czy tez uwrazliwiajaca komorki
nowotworowe na indukcje apoptozy.

Najczgéciej stosowanymi cytokinami, z ktérymi wiagze si¢ wcigz duze
nadzieje terapeutyczne sa: Interferony: B iy, TNFa, Ligand Fas, TRAIL, IL-2
i IL-12 [2]

Strategie obejmujace wprowadzanie wektorow zawierajacych wspomniane
wyzej cytokiny w polaczeniu ze standardowymi metodami leczenia
nowotworow, trafity w kilku przypadkach do badan klinicznych (fazy I-111) [6].

6. Podsumowanie

Samobojcza terapia genowa to szeroki zbior precyzyjnych i wyrafinowanych
metod terapeutycznych, charakteryzujagcych si¢  stosunkowo wysokim
bezpieczenstwem stosowania 1 ogromnymi mozliwosciami modyfikacji
poszczegdlnych technik w taki sposob, by jak najlepiej stuzyly walce z danym
typem zlosliwego nowotworu. Wysoka swoistos¢ poszczegodlnych strategii,
ograniczajagca pojawienie si¢ powaznych, ogdlnoustrojowych skutkoéw
ubocznych, czy tez mozliwo$¢ wywotania efektu terapeutycznego w stosunku do
nowotworow niepoddajacych si¢ standardowemu leczeniu i zle rokujacych,
sprawia, iz ten rodzaj terapii genowej budzi coraz wigksze nadzieje
1 w przyszloSci moze sta¢ si¢ istotnym uzupelieniem obecnie stosowanych
metod. Aby jednak tak si¢ stato, konieczne s intensywne badania, majace na
celu poprawe skuteczno$ci transfekcji komorek nowotworowych, zaréwno
poprzez tworzenie nowych no$nikéw gendw terapeutycznych, jak i dalsze
modyfikacje juz istniejagcych wektorow. Konieczne jest takze opracowanie
skuteczniejszych sposoboéw wywotywania odpowiednio nasilonego efektu
przechodnia, stanowigcego nieodzowny warunek powodzenia tego typu strategii
leczniczych.
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Samobdjcza terapia genowa w probach leczenia nowotworéw — przeglad
strategii

Streszczenie:

Od kilkudziesigciu lat obserwujemy systematyczny wzrost zachorowan na nowotwory, a ich
leczenie stanowi jedno z najwigkszych wyzwan wspolczesnej medycyny. Standardowe strategie
walki z nowotworami, takie jak chemioterapia, leczenie chirurgiczne, radioterapia, czy tez
potaczenie wyzej wymienionych, posiadaja szereg wad i wywotuja liczne skutki uboczne, ktore
wplywaja na jakos$¢ zycia pacjentow. Co wiecej, spora cze$¢ nowotwordow kiepsko odpowiada na
standardowe leczenie, lub nie poddaje mu si¢ wcale. Z tego powodu poszukuje si¢ terapii, ktore
moglyby by¢ alternatywa lub wzmocnieniem dla obecnie stosowanych metod. Jednym z takich
podejs¢, ktore budzi ogromne nadzieje na przysztos¢ jest samobojcza terapia genowa, dzigki ktorej
mozliwe jest wysoce selektywne niszczenie komorek nowotworowych, przy jednoczesnym
uniknigciu ogodlnoustrojowych skutkéw ubocznych. Jest to mozliwe dzigki wprowadzeniu do
komorek nowotworowych terapeutycznego materiatu genetycznego, najczgséciej w postaci gendw
samobojczych, genow kodujacych toksyny bakteryjne, czy tez cytokiny za pomoca wysoce
specyficznych wektorow, wykazujacych tropizm do komorek nowotworu. Terapia samobojcza
zaktada takze wykorzystanie wirusoOw onkolitycznych, ktore maja zdolnos¢ do replikacji
W zmienionych nowotworowo komorkach i wywotywania ich lizy. Niniejsza publikacja stanowi
krotka charakterystyke najczeSciej stosowanych strategii terapeutycznych w ramach szeroko
rozumianej samobojczej terapii genowej NOWOtworow.

Stowa kluczowe: terapia genowa, geny samobojcze, wirusy onkolityczne, nowotwory
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Siucide gene therapy as an attempt to cancer treatment — a review of
strategies

Abstract:

Over the last decade we have seen dramatic increase in incidence of many cancer types and their
treatment is one of the greatest challenges of modern medicine. Standard strategies used in cancer
treatment, such as chemotherapy, surgery, radiotherapy, or a combination of the aforesaid, have
a number of disadvantages and cause many side effects, which affect the quality of patients life.
Moreover, a large number of cancers responds poorly to standard therapy, or is resistant to them.
For this reason, researchers are looking for therapies, which could be an alternative to the currently
used methods. One of such approaches that raises great hopes for the future is suicide gene
therapy, which could be very selective in killing cancer cells while sparing normal ones and
avoiding systemic side effects. These properties are obtained by delivering therapeutic genetic
material, such as suicide genes, genes that encode bacterial toxins or cytokines to cancer cells by
using highly specific vectors. Using oncolytic viruses is also very popular approach in suicide gene
therapy because of their ability to replicate only in malignant cells and therefore induce their
lysis. This publication provides a brief description of the most commonly used therapeutic
strategies in the context of suicide gene therapy of cancers.

Keywords: gene therapy, suicide genes, oncolitic viruses, cancer
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SUBSTYTUTY SKORY ORAZ INZYNIERIA TKANKOWA
W REGENERACJI UBYTKOW SKORY

1. Wstep

Pierwsze proby leczenia oparzen oraz zamykania ran z wykorzystaniem skory
jako opatrunku podjeto na poczatku XIX wieku. Poczatkowo mialy one charakter
jedynie eksperymentalny i konczyly si¢ niepowodzeniem. Badania te skltonily
jednak badaczy do dalszego poszukiwania lepszych i bardziej skutecznych metod
zamykania ran pourazowych, oparzeniowych i troficznych.

Ponad 200 lat temu, w 1803 roku po raz pierwszy Baronio przeprowadzit
pionierskie badania na owcy, w oparciu o ktore stwierdzil, ze skdra moze by¢
przeszczepiona z jednego miejsca ciala na inne [1]. Nastepnie, w roku 1869
szwajcarski lekarz Jacques-Louis Reverdin przeprowadzil pierwszy auto-
przeszczep naskorka u cztowieka [2]. Dwa lata pozniej, w 1871 roku Pollock
dokonat pierwszego alloprzeszczepu kawatkow swojej skory [3]. Krok w przod
nastgpit w 1881, kiedy to Girdner opatrzyl duza ran¢ oparzeniowa, skorg
pobrang od zwtok [4].

Moment przelomowy nastgpit jednak w 1975 roku, kiedy z powodzeniem
Rheinwald i Green wyhodowali ludzkie keratynocyty i otrzymali wielo-warstwowy
ptat naskorka [3]. Metoda ta prowadzona byta z wykorzystaniem fibroblastow 3T3
i umozliwiata otrzymanie z 1 cm? wycinka skory, komorek zajmujacych obszar
poréwnywalny z powierzchnig ciata dorostego cztowieka [5]. W latach 1981 i 1984
O’Conner i Gallico jako pierwsi wykorzystali wyhodowany, autogenny naskorek do
leczenia oparzen I1I stopnia i przeszczepili je pacjentom [6].

Obecnie dostepnych jest wiele substytutow skory, jednak kazdy z nich posiada
pewne ograniczenia. Dlatego tez gldéwnym zadaniem naukowcow w medycynie
regeneracyjnej jest mozliwo$¢ opracowania jak najbardziej ,,idealnego”
zamiennika skory. Niestety gldownym utrudnieniem sa niewatpliwie wysokie
koszty zwiagzane z ich produkcja.
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2. Budowa i funkcje skéry

Skora jest najwigkszym narzadem ludzkiego ciata. Stanowi 1/10 ogolnej
masy ciala i pokrywa powierzchnie okoto 1,5-2 m? [7]. Zbudowana jest z dwoch
gléwnych warstw: wielowarstwowego naskorka (tac. epidermis) i skory
wiasciwej (fac. dermis) [8], opartych na warstwie tluszczu, zwanej tkankag
podskorng (tac. hypodermis; subcutis). Tkanka podskorna odpowiada za
polaczenie skory ze strukturami nizej lezacymi, takimi jak np. okostna czy
mie¢snie. Zbudowana jest z luznej tkanki tacznej, ktora w swej strukturze zawiera
tkanke tluszczowg o roznej grubosci.

Naskorek stanowi granicg pomiedzy $rodowiskiem zewnetrznym a ludzkim
cialem. Zbudowany jest z kilku rodzajow komorek, sposrod ktorych az 90-95%
stanowig keratynocyty. Skora wilasciwa od naskorka oddzielona jest blong
podstawng [7, 9]. Gléwnym skladnikiem, tworzacym skore wlasciwg sg
fibroblasty, ktore sg odpowiedzialne za synteze m.in. kolagenu i elastyny,
fibronektyny, proteoglikanow i glikozoaminoglikanéw — wtokien podporowych
zapewniajacych elastycznos$¢ skorze [7, 9, 10]. Uproszczony schemat budowy
skory przedstawia rys. 1. [11].

MNASKOREK

SKORA,
W ASCIA,

THANKA,
PODSKORMA,

Rys. 1. Uproszczony schemat budowy skory [11 — zmodyfikowano]

Skora petli wiele waznych funkcji [7, 9, 12]. Stanowi anatomiczng
i fizjologiczng barierg, ktora zabezpiecza organizm przed $rodowiskiem
zewnetrznym oraz utrata plyndw fizjologicznych, utrzymujac jednoczesnie
wewnetrzng homeostaze, poprzez regulacje gospodarki wodnej i elektrolitowej
organizmu. Dzigki swojej wytrzymatos¢, elastycznoscei i polprzepuszezalnosei
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chroni ciato przed urazami mechanicznymi i termicznymi oraz stanowi zapore
dla czynnikow zewngtrznych, takich jak patogeny czy szkodliwe promie-
niowanie [12].

Skoéra petni réowniez funkcje narzadu wydzielniczego, ze wzgledu na
obecno$¢ w niej gruczoldw potowych i tojowych. Dzigki obecnosci licznych,
wyspecjalizowanych zakonczen nerwowych, skoéra uczestniczy w procesie
percepcji i odczuwaniu dotyku, boélu, temperatury oraz w procesach
odpornosciowych organizmu [8, 9, 12]. Uktad odpornosciowy skory stanowia
rozmaite komorki zlokalizowane w naskorku i skorze wilasciwej, okreslane
mianem tkanki limfatycznej zwigzanej ze skora (ang. skin associated lymphoid
tissue — SALT) lub uktadem odporno$ciowym skory (ang. skin immune system —
SIS). SIS stanowig miedzy innymi: komorki dendrytyczne, keratynocyty,
makrofagi, granulocyty, limfocyty T, komorki tuczne, melanocyty, a takze
komoérki $rodbtonka naczyniowego. Komorki dendrytyczne, a zwlaszcza
komorki Langerhansa oraz keratynocyty sa jednymi z najwazniejszych komorek
SIS. Dzigki obecnosci dlugich wypustek, komorki Langerhansa uczestnicza
W wychwytywaniu czynnikow zakaznych oraz wszelkich substancji, ktore
przenikajg w glab skory.

W stymulacji ukladu immunologicznego skoéry czynnie uczestniczg rowniez
keratynocyty, ktore stanowig okoto 95% masy komorkowej naskorka. Sg one $cisle
powigzane z ukladem immunologicznym skory, dzigki wytwarzaniu czynnikow
wzrostu i cytokin. Przez wydzielane cytokiny, chemokiny i czynniki wzrostu $cisle
wspolpracujg z komoérkami Langerhansa i innymi komoérkami SIS [13].

3. Inzynieria tkankowa w regeneracji ubytkéw skory

Inzynieria tkankowa to interdyscyplinarna dziedzina, ktora wykorzystuje rozne
zasady i metody na rzecz rozwoju biologicznych substytutow, ktore przywracaja,
utrzymuja lub poprawiaja funkcje tkanek lub catego organizmu [14].

Dotychczasowe osiggnigcia inzynierii tkankowej sg przelomem w leczeniu
rozleglych ubytkoéw skornych. Dzigki zastosowaniu metod inzynierii tkankowej
mozliwe jest odtworzenie nowej tkanki, ktora jest taka sama pod wzgledem
funkcjonalnym i strukturalnym jak zdrowa tkanka [15]. Dziedzina ta jest obecnie
najbardziej rozwini¢ta dziedzing medycyny regeneracyjnej. Daje nadzieje na
regeneracj¢ tkanek oraz umozliwia zastgpienie tkanki uszkodzonej nowg tkanka,
wyprodukowang w warunkach laboratoryjnych. Gléwnym celem uzycia
wyhodowanych komorek skory jest szybkie ich wykorzystanie oraz
przywrocenie skorze dotychczasowej funkcji. Tkanka ta powinna stanowic
skuteczng bariere, ktora chroni organizm przed utrata wody oraz roznego
rodzaju infekcjami [16].

Regeneracja rozlegtych ubytkow skoérnych, a w szczegdlnosci urazow
oparzeniowych, stanowi powazny problem. Tkanki uszkodzone w wyniku
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oparzenia lub urazu najcze¢$ciej leczy si¢ chirurgicznie, farmakologicznie lub
poprzez transplantacj¢ organdéw. Niestety przeszczep narzadéw zwigzany jest
z koniecznoscia przyjmowania lekow immunosupresyjnych. Komorki pobrane
do rekonstrukcji i regeneracji uszkodzonej tkanki mogg by¢ autologiczne (dawcg
i biorcg jest ten sam organizm), allogeniczne (dawca i biorca nalezg do tego
samego gatunku) oraz ksenogeniczne (dawca i biorca nalezag do roznych
gatunkow) [17]. W przypadku przeszczepienia komorek w warunkach
laboratoryjnych, ogromng zaleta jest brak konieczno$ci przyjmowania lekow
immunosupresyjnych, poniewaz przeszczepiona tkanka pochodzi najczgéciej
z wyhodowanych komorek autologicznych biorcy [18]. Zaleta metody autowo-
gicznej jest rowniez brak odpowiedzi uktadu immunologicznego. Jednak
pomimo wielu zalet, metoda ta ma pewne ograniczenia. Niestety, dlugi czas
oczekiwania na wyhodowanie tkanki in vitro, niesic ze soba pewne ryzyko,
poniewaz pacjent podatny jest na wszelkiego rodzaju infekcje, a uszkodzona
tkanka moze ulega¢ obkurczeniu i bliznowaceniu. Mimo Ze, przeszczepy
autologiczne stanowig obecnie norm¢ w regeneracji ubytkow skory, metoda ta
nie nadaje si¢ do regeneracji rozleglych ran. Wada metody jest rowniez to, ze
W miejscu pobrania pozostaje ubytek skory [15]. Przeszczep allogeniczny czy
ksenogeniczny, w odroznieniu do przeszczepu autologicznego zawsze jest
obarczony ryzkiem odrzucenia i wigze si¢ z konieczno$cig przyjmowania przez
pacjenta lekow immunosupresyjnych. Dlatego tez, ogromng nadziej¢ poktada si¢
w substytutach skory, ktore sa obecnie przedmiotem intensywnych badan.

Mozliwos$¢ taczenia komorek uzyskanych w hodowli in vitro z biode-
gradowalnymi matrycami przestrzennymi, ktore petnig funkcje rusztowania dla
uzyskanych komorek, stanowi jeden z najwazniejszych kierunkéw inzynierii
tkankowej w regeneracji ubytkow skory [19]. Nowe tkanki uzyskuje si¢ poprzez
namnozenie komorek i potaczenie ich z matrycami naturalnymi lub syntetycz-
nymi. Tkanki te zostajg umieszczone w bioreaktorach, gdzie wszystkie procesy
biologiczne i biochemiczne podlegaja statej i $cistej kontroli. Matryca wraz
z komorkami zostaje przeszczepiona do uszkodzonego miejsca, gdzie komorki
namnazaja si¢ i grupuja, tworzac nowa tkanke. Nastepnie polimer ulega
stopniowej degradacji, dzigki czemu uzyskuje si¢ produkt w postaci nowego
narzadu, podobnego do naturalnego [20, 21].

4. Substytuty skory

Substytuty skory stanowig heterogenng grupe materiatow, ktore sa
wykorzystywane w zamknigciu rany i przejmuja czasowo lub na state funkcje
skory [22]. Moga one zastgpi¢ skoére wiasciwa i1 stuzy¢ jako warstwa
powierzchniowa, na ktorej mozna by byto wyhodowa¢ keratynocyty — komorki
tworzace naskorek.
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W zalezno$ci od swej budowy Kumar i wsp. [23] dokonali podziatu

materiatdw zastepczych skory na trzy klasy:

e Kklasa | — jedno- lub dwuwarstwowe czasowe materiaty opatrunkowe,

e klasa Il — jednowarstwowe substytuty skory (epidermalne lub dermalne),
o Klasa Il — ztozone substytuty skory.

Jednak, z praktycznego punktu widzenia, substytuty skory mozna sklasyfikowac
w dwie gléwne grupy: substytuty trwate i tymczasowe oraz substytuty syntetyczne
i biologiczne [12, 24, 25]. Zasadnicza rola tymczasowych substytutow skory jest
fizjologiczne zamknigcie rany, ochrona przed wtdmymi urazami mechanicznymi
i kolonizacjg bakterii oraz zapewnienie wilgotnego $rodowiska rany [24, 25].
Tymczasowe substytuty skory moga by¢ wykorzystywane w praktyce klinicznej do
pokrywania ran powierzchniowych, do momentu uzyskania wtémej epitelizacji oraz
w leczeniu glgbokich ran przed planowanym przeszczepem. Dodatkowo, substytuty
te mogg by¢ stosowane do ochrony miejsc, z ktorych pobrano skére do przeszczepu.
Ma to na celu pobudzenie procesu naskorkowania oraz zmniejszenie dolegliwosci
boélowych [25].

Stale substytuty skory wykorzystywane sa w ostatecznym uzupetieniu
ubytkow powlok ciata. Biologiczne substytuty skory w stosunku do sztucznych
substytutow skory nie sg drogie. Najczesciej wykorzystywane biologiczne
substytuty skory stanowig materialy pochodzace od tego samego gatunku —
allografy lub od osobnikéw innego gatunku. W przypadku allografow, mogag by¢
one pobierane od zwlok [25]. Atutem substytutoéw biologicznych jest wzglednie
nienaruszona struktura macierzy pozakomorkowej [25, 26]. Natomiast, zaletg
wykorzystania sztucznych ekwiwalentow skory jest mozliwo$¢ modyfikacji ich
wlasciwosci, migdzy innymi poprzez uzupelnianie o elementy macierzy
pozakomorkowej, czy czynniki wzrostu. Niepodwazalng ich wadg jest niestety
brak btony podstawnej oraz obecno$¢ struktury przestrzennej, ktdra nie jest
podobna do naturalnej skory [26].

Naukowcy z catego $wiata, lekarze, a zwlaszcza pacjenci poktadajg nadzieje
w mozliwo$¢ stworzenia najbardziej optymalnego substytutu skory. Takie
,idealne zamienniki” skoéry powinny przede wszystkim umozliwi¢
natychmiastowe uzupetnienie ubytku skory [22]. Ponadto, powinny si¢ one
charakteryzowac¢ nastepujacymi cechami [24]:

Stanowi¢ bariere chronigcg przed infekcjami,

Zapobiega¢ utracie wody,

Powinny by¢ tatwe w uzyciu jako opatrunki,

Powinny spetnia¢ kryteria sterylnos$ci,

Zapewnia¢ odpowiednie mechaniczne wlasciwosci,

Nie powinny wykazywaé zadnej antygenowosci — brak nawet minimalnej
odpowiedzi zapalnej,

e Powinny by¢ nietoksyczne,
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o Ulega¢ kontrolowanej biodegradacji,

Nie wywotywa¢ bolu,

e Cechowac si¢ niskimi kosztami wytwarzania i przechowywania

Jednym z powszechnie wykorzystywanych w Polsce substytutow skory jest
Integra® [27]. Zbudowana jest ona z dwoch warstw: dolnej i wierzchnie;j.
Warstwa dolna sktada si¢ z kolagenu bydlecego i siarczanu 6-chondroityny
(glikozaminoglikanu) pozyskiwanego z chrzastek rekina. Chondroityna stanowi
podloze dla regenerujacej si¢ tkanki. Warstwa wierzchnia sktada si¢ z cienkiej
warstwy polisiloksanu i petni funkcj¢ zabezpieczajagcg. Warstwa ta jest usuwana
w miar¢ postepu leczenia, natomiast warstwa dolna ulega resorpcji [28].
Zaletami Integry® jest jej natychmiastowa dostepnos$¢ oraz fakt, ze z czasem
ulega ona catkowitej resorpcji, w zwigzku z czym nie jest wymagane
przeprowadzenie powtdrnego zabiegu chirurgicznego w celu jej usunigcia.
Ponadto, w przypadku stosowania tego preparatu nie obserwuje si¢ odpowiedzi
o charakterze zapalnym, czy typu ciata obcego. Integra® znalazta zastosowanie
w leczeniu catych lub czg$ciowych oparzen skory, owrzodzeniach zylnych
i cukrzycowych oraz przewleklych ranach [29,30]. Podobne zastosowanie
kliniczne do Integra®, wykazuje Apligraf®. Preparat ten jest przyktadem
dwuwarstwowego, zywego ckwiwalentu skory. Zawiera warstwe naskorka
i skory wiasciwej. Dermis zbudowana jest z kolagenu zwierzecego typu I,
wzbogaconego o zywe ludzkie skorne fibroblasty. Na zewnatrz, dermis pokryta
jest warstwg zywych ludzkich keratynocytow, ktore sa wyhodowane
z noworodkowych napletkow. W koncowej fazie hodowli, na granicy
ciecz-powietrze, keratynocyty wytwarzaja warstwe rogowa. Produkt ten posiada
zdolno$¢ do samoregeneracji. Histologicznie, Apligraf® przypomina ludzka
skorg. Produkuje liczne cytokiny oraz czynniki wzrostu: IL-1, 1L-6, IL-8, I1L-11,
INF-a, INF-B, TGF-a, TGF-B, IGF-1 oraz PDGF. Brak jest w nim niektorych
komorek skory: komorek tucznych, melanocytéw i komorek Langerhansa, co
przemawia za brakiem reakcji ostrego odrzucenia. Ograniczeniami
W wykorzystaniu substytutu jest m. in. wysoki koszt preparatu oraz krétki czas
jego przechowywania — pig¢ dni. Atutem, natomiast jest mozliwos¢ natychmiast-
towego wykorzystania oraz unikania rany w miejscu pobrania [31].

Biobrane® jest preparatem, ktory moze by¢ wykorzystany jako tymczasowy
substytut skory, spehliajacy role aktywnych biologicznie opatrunkéw [32].
Zbudowany jest z materiatow opartych o tkanin¢ poliamidowa, powleczong
cienkg warstwa polisiloksanu i kolagenu [28]. Moze by¢ rowniez zasiedlona
keratynocytami. Biobrane® dobrze przylega do skory, dzieki mozliwo$ci reakcji
z czynnikami krzepnigcia krwi w ranie. Zaletg tej biosyntetycznej skory jest
obecno$¢ porow, ktore umozliwiaja drenaz przesicku oraz przenikanie
antybiotykow stosowanych miejscowo. Preparat przeznaczony jest gtdownie do
leczenia ubytkéw naskoérka oraz niewielkich ubytkow skory wilasciwej [27].
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Whitaker w przeprowadzonych przez siebie badaniach wykazat, ze Biobrane®
powodowata u pacjentow wyrazne zmniejszenie dolegliwosci bolowych [33].

Preparat TransCyte® jest pozakomdrkowa macierza zlozona z allogennych
ludzkich skoérnych fibroblastow [31]. Jest substytutem wierzchniej warstwy
skory utworzony z polprzepuszczalnej warstwy polisiloksanu oraz siateczki
poliamidowej, ktora jest pokryta kolagenem zwierzgcym, z wyhodowanymi na
nim fibroblastami [15]. Po 4-6 tygodniach umieszcza si¢ na folii silikonowej,
dzieki czemu uzyskuje si¢ produkt o zwartej komorkowej strukturze z licznymi
ludzkimi biatkami macierzy pozakomorkowej oraz wieloma czynnikami
wzrostu. Nastepnie fibroblasty te sa usuwane w wyniku zamrozenia. Zaletg
produktu jest latwos¢ przechowywania oraz mozliwo$¢ natychmiastowego
zastosowania [34]. TransCyte® moze mie¢ zastosowanie do leczenia oparzen
jako opatrunek, w czasie oczekiwania na biosyntetyczny substrat [15].

Innym przyktadem substytutu skory jest Alloderm®. Preparat ten stanowi
bezkomoérkowg macierz, ktora powstata bezposrednio ze skory pobranej ze
zwlok. Celem usunigcia naskorka, macierz preparowano w roztworze soli
0 duzym stezeniu oraz kapano w roztworach do oddzielenia struktur
komoérkowych. W ostatnim etapie, macierz niedziatajacg immunologicznie wraz
z nienaruszonym kompleksem blony podstawnej i glikozaminoglikanami,
poddawano suszeniu. Glownymi zaletami tego produktu sg: jego natych-
miastowa dostepnos¢, brak komoérek oraz brak reakcji immunologicznej. Ponad
to, Alloderm® moze by¢ liofilizowany, przechowywany w stezonym glicerolu
lub zamrozony [32].

5. Podsumowanie

Pomimo, ze dzigki substytutom skory chory moze by¢ leczony po wypadku i nie
jest konieczne czekanie na wyhodowanie naskorka w laboratorium, dotychczas nie
udato si¢ stworzy¢ substytutu skory, ktory spetniatby wszystkie wyzej wymienione
warunki. Dlatego tez, specjalisci z dziedziny inzynierii tkankowej i biotechnologii
pracujg nad opracowaniem optymalnego ,,zamiennika’’ skory. Poszukiwanie coraz
to nowszych i lepszych rozwigzan skutecznej regeneracji rozlegtych oparzen jest
wcigz bardzo aktualnym problemem. Mimo, Ze inzynieria tkankowa jest nowa
dziedzina, dotychczasowe jej osiagnigcia zachgcaja do dalszych badan nad jej
rozwojem. Wydaje si¢, ze na przestrzeni ostatnich lat duza szans¢ majg ekwiwalenty
skory wraz z tkankg zaszczepiong na resorbowalnym rusztowaniu, ktéry zbudowany
jest z synte-tycznych polimerow.

Na przestrzeni ostatnich lat, uwagg naukowcow z calego $wiata skupia
mozliwo$¢ wykorzystania komorek macierzystych. Rozwigzanie to okazuje si¢ by¢
niezwykle interesujace i moze okaza¢ si¢ dobrym rozwigzaniem. Okazuje sig, ze
sztuczna skora z komoérek macierzystych moglaby rozwigza¢ problemy zwigzane
Z odrzuceniem przeszczepow.
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Substytuty skory oraz inzynieria tkankowa w regeneracji ubytkow skory

Streszczenie

Regeneracja rozlegltych ubytkow skornych powstatych, na przyktad na skutek urazu
mechanicznego lub oparzenia ciagle stanowi powazny problem. Tkanki uszkodzone najczgsciej
leczy si¢ chirurgicznie, farmakologicznie lub poprzez transplantacj¢ organdéw. Niestety,
przeszczep narzadéw zwigzany jest z wieloma ograniczeniami, takimi jak na przyktad konieczno$¢
przyjmowania lekow immunosupresyjnych. Leczenie ubytkow skory przy pomocy ekwiwalentow
skory lub z wykorzystaniem nowoczesnych metod inzynierii tkankowej jest obecnie najprezniej
rozwijajaca si¢ dziedzing medycyny regeneracyjnej. Dynamiczny rozwdj dziedziny inzynierii
tkankowej umozliwia laczenie Zzywych komorek tkanki tacznej i naskorka z rusztowaniem
zlozonym z kolagenu lub materialu syntetycznego. Glownym celem inzynierii tkankowej jest
stworzenie zdrowych i funkcjonalnych tkanek i organéw, dzigki ktorym mozliwe bedzie
zastgpienie tkanek uszkodzonych. Wigkszo$¢ obecnych na rynku substytutow skory obok licznych
zalet, posiadaja takze wady, ktore sktaniaja naukowcow do poszukiwania nowych rozwiazan,
ktorych celem jest stworzenie najbardziej optymalnego substytutu skory. Takie ,,idealne
zamienniki” skory powinien przede wszystkim umozliwi¢ natychmiastowe uzupetnienie ubytku
skory, bez obawy odrzucenia przeszczepionego fragmentu.

Stowa kluczowe: substytuty skory, inzynieria tkankowa
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Skin substitutes and tissue engineering for skin regeneration

Abstract

Regeneration of extensive skin defects caused by trauma, such as burns or mechanical is still
a serious problem. Damaged tissue most commonly treated surgically, pharmacologically or by
transplantation of organs. Unfortunately, organ transplantation is associated with many limitations,
such as the need for immunosuppressive medication. Treatment of skin defects using skin
equivalents or using modern methods of tissue engineering is currently the most rapidly expanding
field of regenerative medicine. The dynamic development of the field of tissue engineering allows
to combine living cells and epidermal tissue of the scaffold composed of collagen or synthetic
material. The main goal of tissue engineering is to create a healthy and functional tissues and
organs, through which it will be possible to replace damaged tissues. Most of the current skin
substitutes on the market along with many advantages, also have flaws that lead scientists to
search for new solutions, which aim is to create the most optimal skin substitute. Such ,,ideal
replacement for skin” should primarily enable immediate supplement the loss of the skin, without
fear of rejection of the transplanted fragment.

Key words: skin substitutes, tissue engineering
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SUBSTANCJE ROSLINNE POWODUJACE WZROST
WYDATKU ENERGETYCZNEGO STOSOWANE
W SUPLEMENTACH DIETY WSPOMAGAJACYCH
REDUKCJE MASY CIALA

1. Wstep

»duplement diety to $rodek spozywczy, ktorego celem jest uzupetienie
normalnej diety, bedacy skoncentrowanym zrodlem witamin, sktadnikow
mineralnych lub innych substancji wykazujacych efekt odzywczy lub inny
fizjologiczny z wylaczeniem produktow majacych wilasciwosci produktu
leczniczego w rozumieniu przepisOw prawa farmaceutycznego” [1]. Przed
omowieniem suplementéw diety wykorzystywanych do redukcji masy ciala
nalezy wspomnie¢, ze w organizmie wydzielanych jest wiele substancji/
hormonéw, ktore maja wptyw na regulacje taknienia i sytosci oraz wydatku
energetycznego, a tym samym na warto$¢ bilansu energetycznego. Niektorym
ziolowym suplementom przypisuje si¢ dziatanie utatwiajgce odchudzanie, gdyz
ich czynne sktadniki maja wtasciwosci zblizone do hormondéw obnizajacych
taknienie lub zwigkszajacych wydatek energetyczny [2]. Na rynku dostepnych
jest wiele suplementow stosowanych w celu ulatwienia redukcji masy ciata.
Skutecznos¢ ich nie jest jednak do konca potwierdzona. Cze$¢ z nich moze miec¢
powazne dziatanie niepozadane lub wchodzi¢ w interakcje z lekami [3].

2. RoSliny i substancje stosowane w celu redukcji masy ciala

Glownym kryterium podziatu suplementéow ro$linnych stosowanych w celu
redukcji masy ciala jest ich podziat ze wzglgdu na mechanizm dziatania.
Klasyfikacja ze wzglgdu na mechanizm dziatania:
e Powodujace wzrost wydatku energetycznego, m. in. Ephedra spp., Citrus
aurantium SSp. amara,
o Zwigkszajace utlenianie thuszczu lub redukujace jego syntezg, m.in. Garcinia
cambogia, Camelia cinensis, CLA,
Powodujace wzrost uczucia sytosci , m.in. guma guar, btonnik czy inulina,
Modelujace metabolizm weglowodanow np. Panax ginseng
Zwigkszajace eliminacje wody z organizmu, m.in. Taraxacum officinale,
Inne; Hoodia gordonii, ocet jabtkowy [4].
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3. Surowce roslinne powodujace wzrost wydatku energetycznego

Glownym kierunkiem badania substancji pochodzenia naturalnego jest ich
potencjalne dziatanie na receptory B3 wystepujace w adipocytach, biorgce udziat
zarobwno w termogenezie jak i lipolizie. W badaniach przeprowadzonych na
myszach 1 szczurach wykazano, ze selektywna aktywacja receptorow B
powoduje wzrost lipolizy oraz zwigkszenie wydatku energetycznego. Z kolei ich
dtugotrwate pobudzanie prowadzi do zmniejszenia magazynowanych zapasow
thuszczowych oraz do poprawy opornosci na insuling indukowang otytoscia [5].

Do najsilniej dziatajacych czynnikow termogenicznych zalicza si¢
m.in. zwiazki alkaloidowe efedryne i synefryne (badZz zawierajace je surowce).
Sa to sympatykomimetyki wzmagajace uwalnianie epinefryny i norepinefryny
z zakonczen presynaptycznych uktadu wspotczulnego.

3.1. Efedryna

Obecnie efedryna jest najczeSciej uzywana do zwigkszenia termogenezy.
Pochodzi gtownie z suszonych miodych gatezi krzewu Ephedra sinica
(mahuang), mozna ja rowniez otrzymaé z innych krzewow z rodzaju Ephedra
oraz z rosliny Sidacordifolia. Efedryna pod wzgledem chemicznym jest zblizona
budowg do amfetaminy, nazywana jest sympatykomimetykiem poniewaz dzialta
na zakonczenia nerwdéw wspolczulnych, ktére sg odpowiedzialne przede
wszystkim za fizjologiczng reakcje ,,walki i ucieczki”. Efedryna dziata na mozg
i caly osrodkowy uktad nerwowy, zwigksza aktywno$¢ fizyczng i wydolnosé
nerwowo miesniowa [6].

Efedryna skutecznie wspomaga redukcje tkanki tluszczowej. Jedna
z przyczyn dla ktérych efedryna jest tak poteznym $rodkiem jest to ze dziala ona
poprzez wiele mechanizméw, wliczajac w to podwyzszanie stezen norepi-
nefryny, epinefryny, dopaminy oraz stymulujac adrenoreceptory typu o i f3.

3.1.1. Kierunki dzialania efedryny

Ogranicza apetyt poprzez ulatwienie uwalniania adrenaliny i noradrenaliny
stymuluje adrenoreceptory a4, odpowiedzialne za redukcje taknienia. Ocenia sig,
ze redukcja taknienia jest zrodlem 75-80% utraty masy przypisywanej dziataniu
efedryny.

Zwigksza zuzycie energii - 50 mg efedryny podane jednorazowo zwigksza
catkowite zuzycie energii o 4%, podczas gdy 60 mg efedryny przyjmowanej
regularnie podwyzsza tempo metabolizmu o 10%. Chociaz wszystkie typy
adrenoreceptorow (B4, B, B3,) odgrywaja role w wywotywanej przez efedryne
termogenezie, stosunkowo szybko wytwarzana jest tolerancja na dziatanie
efedryny w odniesieniu do efektow kardiowaskularnych, jednak jej dziatanie
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termogeniczne wzrasta. Mozna to thumaczy¢ bezposrednim dziataniem efedryny
na adrenoreceptory B3, lub receptory "nietypowe", co odpowiada wedtug badan
za 40% termogenezy wywotywanej przez efedryne [7].

Pobudza rozwdj BAT (brunatnej tkanki thuszczowej), jest szczegdlng tkanka,
ktora raczej spala ttuszcz niz go gromadzi. Badania §wiadczg o tym, ze wigkszos$¢
krétkotrwalego wzrostu termogenezy pochodzi z migéni iinnych narzadéw
wewnetrznych; jednak diluzsze stosowanie efedryny iinnych substancji
termogennych prowadzi nastgpnie do wzrostu aktywnosci i przyrostu BAT.

Zwigksza synteze bialek - podobnie do Klenbuterolu stosowanego w celu
utraty thuszczu przy jednoczesnej ochronie migsni efedryna jest antagonista B3.
Stymulujgc receptory B, zwigksza synteze bialek i przeciwdziata katabolizmowi
czestemu zwlaszcza przy dietach niskokalorycznych.

Moze zwigksza¢ wydolno$¢, gdy jest przyjmowana przed treningiem.

Utrata masy zwykle wigze sie¢ z obnizeniem poziomu tzw."dobrego"
cholesterolu. Efedryna nie tylko temu zapobiega, ale rowniez nieco odwraca ten
proces, pozwalajac na spadek "ztego" cholesterolu o 10 mg/dl w ciggu szesciu
miesi¢cy. Dla wigkszo$ci badanych byt to spadek o 5-10%.

3.1.2. Dzialania niepozadane podczas suplementacji efedryny

W badaniach oceniajacych mozliwo$¢ wystapienia dziatan niepozadanych po
spozyciu efedryny, stwierdzono, ze stosowanie tego zwigzku w dawkach
powyzej 32 mg/dzien zwigksza ryzyko wystgpienia udaru krwotocznego. Dawki
stosowane w celu redukcji masy ciala wynosza 90-150 mg/dzien. Efedryna
w dawce 25mg/dzien powodowata przyspieszenie akcji serca oraz podniesienie
stezenia glukozy i insuliny, bez wplywu na ci$nienie skurczowe [8].

W raporcie zawierajagcym dane z lat 1997-1999, dotyczace wystepowania dziatan
niepozadanych ze strony uktadu krazenia i osrodkowy uktad nerwowy po spozyciu
alkaloidow ephedra, wymieniajg opisane przypadki nadcis$nienia, czestoskurczu,
arytmii, udaréw oraz przejsciowych atakow niedokrwiennych. Wsrdd najpowaz-
niejszych mozna wymieni¢ zawaty lub zatrzymanie akcji serca [9].

Najczgstsze to sucho$¢ w ustach, bezsennos¢, bole glowy oraz nerwowosé —
wszystkie one zmniejszajg si¢ wraz z wydluzonym czasem stosowania.
Powazniejsze skutki pojawiajg si¢ przy niewlasciwym jej stosowaniu —
w wigkszych, jednorazowych, nieregularnych dawkach [10]. Najlepsze dziatanie
termogeniczne efedryny pojawia si¢ dopiero wtedy gdy organizm nabyt juz
tolerancje na inne dzialania niepozadane, takie jak podniecenie, nerwowosc,
podwyzszone cis$nienie itp.
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3.1.3. Objawy sercowo-naczyniowe

Stosowanie efedryny wigze si¢ ze wzrostem ci$nienia krwi oraz 2-3 krotnym
wzrostem czestosci akeji serca. Liczby te jednak sa odczytywane nieprawidtowo
w odniesieniu do zastosowania efedryny w procesie odchudzania. Badania
mierzace wpltyw efedryny na symptomy kardiowaskularne takie jak cisnienie
czy puls wskazuja ze przy dlugotrwalym stosowaniu bardzo szybko wytwarza
si¢ tolerancja na te negatywne efekty, podczas gdy wpltyw na utrat¢ ttuszczu
utrzymuje si¢. Wynika to prawdopodobnie z bezposredniego oddzialywania
efedryny na receptory B3, podczas gdy tolerancja na efekt podwyzszajacy
wydzielanie noradrenaliny, adrenaliny i dopaminy rozwija si¢ stosunkowo

szybko [11].

3.1.4. Metabolizm glukozy

Efedryna moze obniza¢ wrazliwo$¢ insulinows, przynajmniej na krotki okres.
Dwa badania wykazaly ze efedryna podwyzsza st¢zenie insuliny we krwi, w tym
jedno z nich wykazalo réwniez ze efedryna zmniejsza wchlanianie glukozy przy
jednorazowym podaniu w duzej dawce. Dwa inne badania nie wykazaty réznic
w stezeniu insuliny i metabolizmie glukozy, ale prowadzono je przy ciaglym
stosowaniu efedryny z kofeing.

3.1.5. Uzaleznienie

Wiele badan prowadzono w zakresie okreslenia wpltywu efedryny na
zwierzeta, poréwnujac jej dziatanie do dzialania innych psychostymulantow
takich jak kokaina czy amfetamina. Koncentrowano si¢ gtownie na badaniu
uwalniania dopaminy. Podobnie jak kokaina czy amfetamina efedryna pobudza
wydzielanie dopaminy. Jednak duza role odgrywa tu sposob podawania —
kokaing pali si¢ lub wdycha, efedryng w procesie odchudzania stosuje doustnie.
U malp Rhesus efedryna wzmagala dziatanie kokainy, a u uzaleznionych
szczuroOw dziatata jako jej zamiennik. Inne jednak badanie na szczurach
zdawaloby sie temu zaprzecza¢ gdyz nie odrdzniaty one roztworu efedryny od
roztworu soli fizjologicznej [12].

W jednym z badan majacych na celu okreslenie wptywu pojedynczej dawki
efedryny, opartych na schemacie Addiction Research Centre Inventory (ARCI)
stosowanym do pomiaru stopnia uzaleznienia wywolywanego przez okre$lony
srodek, jako podstawowy efekt psychologiczny zastosowania efedryny uznano
"zmniejszone uczucie zmeczenia" i dziatanie efedryny nie zakwalifikowato do
zadnej ze skat uzaleznien, wlaczajac ta typowa dla amfetamin. W petniejszym
badaniu wplyw efedryny okreslono jako zwigkszajacy eufori¢ i niepokdj,
anatgzenie tych efektow okre§lono jako "o ponad potowe¢ mniejsze niz
w przypadku amfetaminy”. Amfetamina dawata wyniki wyzsze jesli chodzi
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0 eufori¢ a nizsze w odniesieniu do niepokoju. Autor badan okreslit negatywny
wplyw efedryny jako niski i porownywalny do wptywu kofeiny w odniesieniu
do mozliwosci uzaleznienia si¢ od przyjmowanego S$rodka. Znajduje to
potwierdzenie w rzeczywistosci — mimo, ze efedryna jest na rynku legalnie od
ponad 20 lat, zanotowano jedynie pojedyncze przypadki krotko lub dlugoter-
minowego naduzywania, niestety jednak i ze skutkiem $miertelnym.

3.1.6. Neurotoksycznos¢

W badaniach na szczurach odkryto Zze jednorazowe duze dawki efedryny
dziataja neurotoksycznie podobnie do amfetaminowego. Mate dawki efedryny
nie daja takiego efektu. Studiow na ludziach nie prowadzono, ale w badaniu
w ktérym przed dtugimi éwiczeniami w podwyzszonej temperaturze podawano
5 mg/kg m.c. kofeiny oraz 1 mg/kg efedryny odkryto ze organizm sam broni si¢
przed takimi dziataniami poprzez mechanizmy zwigkszonej utraty ciepta.
Najlepszg wigc metoda uniknigcia mozliwej neurotoksycznosci jest niestoso-
wanie duzych jednorazowych dawek oraz picie duzych ilosci wody [13].

W amerykanskim raporcie, ktory ukazat si¢ w 2003 roku, podsumowujacym
skuteczno$¢ preparatow zawierajacych alkaloidy, a stosowanych w celu utraty
masy ciata lub zwigkszenia wydolnosci fizycznej, stwierdzono, ze stosowanie
srodkéw zawierajacych efedryne, efedryne z kofeing lub efedryng i surowce
kofeinowe bylo zwigzane ze statystycznie znaczacg redukcja masy
w stosunkowo krotkim czasie. Przy czym polaczenie efedryny z kofeing byto
skuteczniejsze w pordwnaniu z preparatami bez niej.

Stosowanie tych preparatow wigzato si¢ z 2-3 razy wiekszym ryzykiem
wystapienia nudno$ci, wymiotéw, zaburzen psychicznych (zmiany nastroju
i Igk) oraz palpitacji serca. Preparat zawierajacy 72 mg efedryny i 240 mg
kofeiny/dzien powodowat znaczng redukcje wagi ciala i tkanki thuszczowej
w poréwnaniu do placebo. Zazywaniu tego preparatu towarzyszyly sucho$¢
W jamie ustnej, bezsenno$¢ i bole gtowy [14].

3.2. Synefryna

Citrus aurantium (pomarancza gorzka) od dawna stosowana w celach
spozywczych, kosmetycznych oraz ,medycznych jako $rodek goryczowy.
Pomarancza gorzka znalazta si¢ niedawno w grupie roslin stosowanych w terapii
otytos§ci ze wzgledu na obecnos¢ dzialajacych sympatykomimetycznie
alkaloidow: synefryny, oktopaminy, i hordeniny.

P-synefryna najaktywniejsza wsrod alkaloidow, jej zawarto$¢ stanowi
podstawe standaryzacji preparatow otrzymywanych z pomaranczy gorzkiej. Jest
to substancja uznawana za substytut efedryny i ma podobna do niej budowe.
Naturalng synefryn¢ zawieraja niedojrzale owoce cytrusowe (ok. 0,26%),
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ale produkuje sie takze jej wersje syntetyczng i poisyntetyczng [10].
Na poziomie komoérkowym dziata na receptor Bz, nasila uwalnianie
norepinefryny co jest zwigzane ze stymulacjg lipolizy, pobudzeniem przemiany
materii i zwickszeniem oksydacji thuszczu przez nasilenie termogenezy. Zwigzek
ten w porownaniu z innymi sympatykomimetykami w mniejszym stopniu
pobudza osrodkowy uktad nerwowy i uktad sercowo-naczyniowy. Przypuszcza
si¢, ze jest to zwiazane z mniejszg litofilnoscig synefryny i stabszym
przechodzeniem bariery krew-mozg [1]. W jednym z ostatnich badan wykazano,
Ze preparat zawierajacy synefryng ulatwiat odchudzanie u otytych osob, ale nie
poréwnano go suplementami opartymi o efedryne. Jednak inna praca,
porownujaca dziatanie standardowych dawek preparatdow zawierajgcych
efedryne oraz synefryne (24 mg efedryny, 10mg synefryny; oba zawieraty
ponadto 300 mg kofeiny, 12 mg johimbiny i 200mg kwercetyny) u zdrowych
miodych mezczyzn i kobiet. Jej wyniki zdecydowanie przemawiajg na korzysé¢
efedryny jako substancji termogennej i spalajacej thuszcz.

Wiele popularnych suplementéw zawiera synefryn¢ potaczong z efedryna.
Uwaza sig, ze efedryna bardziej pobudza, a synefryna podtrzymuje termogeneze
bez wyraznego pobudzenia osrodkowego uktadu nerwowego [15].

3.3. Oktopamina

Oktopamina ma podobng budowg¢ do noradrenaliny, jest to kolejny
sympatykomimetyk, dzialajacy antagonistycznie w stosunku do B3 areno-
receptorow. Podobnie jak synefryna, ktora w odroznieniu od adrenaliny tylko
redukuje grupe —OH, oktopamina jest bardziej podobna do noradrenaliny,
z wylaczeniem fenolowej grupy hydroksylowej. To sprawia, ze molekula jest
zdolna do przejscia granicy krew-modzg , podobnie jak zwykla noradrenalina.
Takze brak grupy metylowej przy azocie, daje jej wlasciwosci adregeniczne alfa
i beta. Z powodu braku grupy hydroksylowej potozonej w punkcie-M,
oktopamina, podobnie jak synefryna, nie jest metabolizowana przez COMT,
zatem ma dtuzszy czas polowicznego rozpadu i lepsza biodostepnosé. Istotnie,
w badaniach na zwierzetach in vivo, oktopamina ujawnita zdolno$¢ do
stymulacji obu receptorow adrenergicznych o i B. Jednakze dosy¢ selektywnie
stymuluje receptory adrenergiczne B3, ktore promuja lipoliz¢, w zamian za
receptory B, i B, [16]. Uwrazliwia tkanki na dziatanie insuliny, tym samym
regulujgc gospodarke cukrowa organizmu. Warto zauwazy¢, ze wyniki badan
wykazaly obnizenie stezenia insuliny w 0soczu U otytych szczuréw po
zastosowaniu oktopaminy. W jednym z badan wykazano tez, ze podawanie
oktopaminy pomaga obnizy¢ tempo nabierania masy u otylych szczuréw bez
zadnych dziatan niepozadanych, jednak jest to metoda mniej efektywna niz
zastosowanie agonistow B3-AR [17].
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W ten sposob moze blokowa¢ negatywne skutki krytycznego spadku
stezenia cukru we krwi w przypadku gtodowki lub wyczerpania energetycznego
nastgpujacego przy intensywnym wysitku fizycznym. Oktopamina HCL, nie
wywoluje uczucia rozdraznienia ani drzenia rgk. Oprocz tego, jak wskazuja
badania, dziala antykataboliczne na tkanki mi¢$niowe.

3.4. Hordenina

Hordenina jest aming powstajgca z tyrozyny — dziata podobnie jak efedryna.
Wplywa na prace przewodu pokarmowego, zmniejsza apetyt miedzy positkami
I zmniejsza ilo$¢ pozywienia powodujac uczucie sytosci. Dodatkowo, hordeina
pomaga "wykasowaé" w mozgu informacje o dotychczasowo utrzymywanej
wadze. Zazwyczaj w przypadku odchudzania po pewnym czasie organizm dazy
do przywrocenia poprzedniej wagi. Dzigki hordeninie nie dochodzi do efektu
"jo-jo", poniewaz dziata jeszcze dlugo po jej odstawieniu. Hamuje wychwyt
norepinefryny (tym samym przyczynia si¢ do nasilenia proceséOw termo-
genicznych), zwigksza wytwarzanie dopaminy (co pozytywnie wplywa na
samopoczucie).

4. Podsumowanie

W badaniach na szczurach, ktérym przez 7 dni podawano wodno-alkoholowe
wyciagi z Citrus aurantium, standaryzowane na zawarto$¢ synefryny (4 i 6%),
w dawkach 2,5-20 mg/kg. Stwierdzono zmniejszenie iloSci pobieranego
pokarmu oraz utrat¢ masy ciala w porownaniu z grupg kontrolng. Podawanie
doustne przez 15 dni nie wptyngto na cisnienie krwi zwierzat otrzymujacych
ekstrat z pomaranczy gorzkiej, natomiast zapis EKG przedstawil komorowe
zaburzenia rytmu z szerokim zespotem QRS. W grupie zwierzat otrzymujacych
wyciag zawierajacy 6% synefryny stwierdzono statystycznie znamienny wzrost
$miertelnosci [18]. W badaniach klinicznych dobre skutki w redukcji masy oraz
tkanki tluszczowej wykazano w trwajacym 6 tygodni eksperymencie, w czasie
ktérego pacjentom podawano mieszanke zawierajaca 975 mg ekstraktu
z C. aurantium 528 mg kofeiny i 900mg wyciagu z Hypericum perforatum.
Dodatkowo pacjenci mieli dobrang odpowiednia diete i wykonywali ¢wiczenia
fizyczne.

W grupie otrzymujacej badang mieszanke stwierdzono redukcje masy ciata
0 1,4 kg w poroéwnaniu do 0,9 kg w grupie kontrolnej. Stosowane w badaniach
ekstraktyz pomaranczy gorzkiej byly jednak wyzsze od zawartych w preparatach
obecnych na rynku (100-200 mg wyciggu co odpowiada dawce 10-40 mg
synefryny) [19]. Niektorzy badacze twierdza ,ze stosowanie tylko ekstraktu
Z pomaranczy gorzkiej w umiarkowanych dawkach nie wptywa na ci$nienie
krwi, natomiast po podaniu preparatow ztozonych zawierajacych kofeing moze
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nastgpi¢ jego znaczacy wzrost [9]. Uwaza si¢, ze Citrus aurantium moze by¢
substytutem efedryny o dziataniu termogennym, jednak z zastrzezeniem, Ze
konieczne sa dalsze badania w celu potwierdzenia jej skutecznos$ci
| bezpieczenstwa [15].

Najskuteczniejszym preparatem okazata si¢ efedryna. Udowodniono iz dziata
ona poprzez wiele mechanizméw i pomaga w redukcji tkanki tluszczowej na
wielu etapach (ogranicza apetyt, zwigksza zuzycie energii, pobudza rozwdj
BAT, zwigksza synteze biatek oraz wydolno$¢ treningowa) co w konsekwencji
powoduje redukcje masy tluszczowej ciata bez utraty masy mig$niowe;.
Niekorzystny wptyw na uktad krazenia oraz dziatania niepozadane takie jak
sucho$¢ w ustach, bezsennos$¢ czy bdle glowy zmniejszajg si¢ wraz z czasem
stosowania podczas gdy wplyw na redukcj¢ tkanki tluszczowej utrzymuje sie.
Efedryna przy zachowaniu odpowiedniego zalecanego dawkowania jest
skutecznym i stosunkowo bezpiecznym suplementem pomagajacym pozby¢ si¢
niechcianych kilogramow. Synefryne mozna uznaé za stabiej dzialajacy
substytut efedryny, ktory w mniejszym stopniu pobudza uklad sercowo-
naczyniowy i o$rodkowy uktad nerwowy. Zaleca si¢ stosowanie suplementow
zawierajacych synefryne polaczong z efedryng poniewaz udowodniono,
iz synefryna podtrzymuje termogeniczne dzialanie efedryny. Oktopamina
wykazata wlasciwosci pomagajace obnizy¢ tempo nabierania masy u otylych
natomiast wyniki badan co do jej dzialania termogenicznego nie dajg
jednoznacznych odpowiedzi.
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Substancje roslinne powodujgce wzrost wydatku energetycznego stosowane
w suplementach diety wspomagajacych redukcje¢ masy ciala

Streszczenie

»Suplement diety to srodek spozywczy, ktérego celem jest uzupetnienie normalnej diety, bedacy
skoncentrowanym zrédlem witamin, sktadnikdw mineralnych lub innych substancji wykazujacych
efekt odzywczy lub inny fizjologiczny z wylaczeniem produktéw majacych whasciwosci produktu
leczniczego w rozumieniu przepiséw prawa farmaceutycznego”. Istnieje wiele suplementow
zalecanych jako $rodki wspomagajace odchudzanie. Skuteczno$¢ wigkszosci z nich nie jest jednak
potwierdzona w badaniach naukowych. Czg$¢ z nich moze mie¢ powazne dziatania niepozadane
i/lub moze wchodzi¢ w interakcje z lekami. Przy ewentualnym wyborze suplementu jako $rodka
wspierajacego odchudzanie wszystkie te aspekty powinny by¢ brane pod uwage. W organizmie
wydzielanych jest wiele substancji/ hormonéw, ktore wptywaja na regulacje taknienia i sytosci
oraz wydatku energetycznego, a tym samym na warto$¢ bilansu energetycznego. Sa one
wytwarzane przez komorki réznych uktadéw organizmu, a skutkiem ich dziatania moze by¢
zmniejszenie badz zwigkszenie wydatku energetycznego. Niektorym ziolowym suplementom
przypisuje si¢ dzialanie ulatwiajace odchudzanie, gdyz ich czynne skladniki maja wlasciwosci
zblizone do hormonoéw obnizajacych taknienie lub zwigkszajacych wydatek energetyczny. W
pracy przedstawiono podzial suplementow roslinnych wspomagajacych odchudzanie oraz
omowiono korzystne i niekorzystne dziatanie suplementow zawierajacych substancje roslinne
powodujace wzrost wydatku energetycznego.

Stowa kluczowe: suplementy, substancje roslinne, redukcja masy ciata, otyto$c¢

Plant compounds resulting increase energy expenditure used in food
supplements to support weight reduction

Abstract

A dietary supplement is a food, which aims to supplement the normal diet, being
a concentrated source of vitamins, minerals or other substances with a nutritional or other
physiological excluding the products having the properties of a medicinal product within
the meaning of the pharmaceutical law. There are many supplements recommended as supporting
weight losing agents. The effectiveness of majority of them is not confirmed by researches. Part of
them may have serious side effects and/or may interact with other drugs. All of these aspects
should be taken into consideration while choosing supplement as supporting sliming agent. Many
substances/hormones are secreted in human body. They have influence on regulation of appetite
and satiety, and also on energy expenditure, thereby on energy balance. They are produced by
different body systems cells and decrease or increase of energy expenditure may be effects of their
activities. Helpful influence on losing weight is attributed to some herbal supplements, because
their active elements have similar properties to hormones, which decrease or increase energy
expenditure. The paper presents the classification of plant supplements supporting weight loss and
discusses the positive and negative effects of supplements containing plant substances resulting in
increase energy expenditure.

Keywords: supplements, plant substances, weight loss, obesity
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TROJWYMIAROWE HODOWLE KOMORKOWE —
BRAKUJACE OGNIWO MIEDZY MODELAMI IN VITRO
I IN VIVO?

1. Wprowadzenie

Celem niniejszej pracy jest zaprezentowanie techniki hodowli komoérek
invitro w modelu tréjwymiarowym (3D), jako potencjalnego brakujacego
ogniwa pomiedzy ,ptaska”, dwuwymiarowa (2D) hodowla komoérkows,
a ztozona, przestrzenna struktura zywego organizmu.

Opracowanie metodyki hodowli komorek i tkanek w warunkach in vitro na
poczatku XX wieku zrewolucjonizowato §wiat nauk Dbiologicznych
i medycznych. Technika ta jest od tamtej pory wykorzystywana na szerokg skale
zarowno w badaniach podstawowych jak 1 badaniach o charakterze
aplikacyjnym, ze wzgledu na liczne zalety. Przede wszystkim, hodowle
komoérkowe 1 tkankowe stanowig stosunkowo latwy model do badania
i umozliwiajg standaryzacje wszystkich metod i procedur, pozwalajac tym
samym na uzyskiwanie powtarzalnosci prowadzonych badan oraz ich
rezultatow. Dzigki temu mozliwe jest pordwnywanie wynikéw poszczegolnych
analiz 1 wyciaganie wilasciwych wnioskow. Dodatkowym atutem jest tez
oszczedno$é czasu 1 miejsca [1, 2].

Przyktady wykorzystania hodowli komoérkowych/tkankowych in vitro:

e poszukiwanie nowych lekow (np. przeciwnowotworowych) i testowanie ich
toksycznosci,

analizy toksykologiczne ksenobiotykow,

testowanie nowych produktéw kosmetycznych,

produkcja szczepionek,

hodowle tkanek do transplantacji,

badanie reakcji immunologicznych,
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badanie interakcji migdzykomorkowych,

wytwarzanie rekombinowanych biatek, enzymow, wektorow wirusowych,
wytwarzanie przeciwcial monoklonalnych,

jako srodowisko do hodowli wirusow [1, 2, 3].

N

. 2D versus 3D

Tradycyjne badania in vitro prowadzone sg z wykorzystaniem modeli 2D,
jakimi sg kultury komorkowe lub tkankowe hodowane na ptytkach, szalkach
Petriego lub w specjalnych plastikowych butelkach. Jednakze, coraz wigksza
liczba badaczy zaczyna podwazaé stuszno$¢ i kwestionowaé znaczenie badan na
zywych komorkach, utrzymywanych w warunkach tak dalece odmiennych od
tych, jakie naturalnie wystgpuja w zywym organizmie [4]. Przede wszystkim
zywe organizmy, a wiec ich poszczegdlne tkanki 1 organy stanowig
skomplikowane, trojwymiarowe (3D) struktury, bgdace skupiskami komorek,
ktore maja kontakt i komunikuja si¢ nie tylko migdzy soba, ale rowniez
zwieloma innym rodzajami komorek/tkanek, tworzacych ich naturalne
otoczenie in vivo [5]. Zatem $rodowisko zycia komoérek w tkankach i narzgdach
zywego organizmu jest skomplikowanym i trojwymiarowym uktadem, ktore
nieprzerwanie oddziatuje na te komorki, modulujgc ich wzrost i rozwdj.
Wiadomo na przyktad, Zze komodrki lub tkanki hodowane na plaskich
powierzchniach, czyli w postaci struktur 2D charakteryzujga si¢ nieco
zmienionym metabolizmem, wzrostem i ekspresja genow. W zwigzku z tym, 2D
kultury komoérek nie mogg w pelni poprawnie odzwierciedla¢é warunkow oraz
procesow zachodzacych w zywych organizmach [6]. Co wigcej, srodowisko
hodowli komoérkowej 2D ciaggle si¢ zmienia, gdyz substancje odzywcze sa
wykorzystywane przez rosnace i dzielgce si¢ komorki, a nagromadzeniu ulegaja
zbedne i1 szkodliwe produkty przemian metabolicznych. Wymaga to sztucznej
ingerencji ze strony cztowieka, celem zapewnienia jak najbardziej optymalnych
warunkow rozwoju poprzez dostarczenie nowej porcji niezbednych substancji
odzywczych, czyli zmiang medium hodowlanego na §wieze. Jednakze z uwagi
na brak praktycznie jakiejkolwiek alternatyw dla tego rodzaju hodowli, do
niedawna testy in vitro byty prowadzone w zdecydowanej wigkszosci tylko
Z udziatem modeli 2D [5].

Obecnie obserwuje si¢ wzrastajace zainteresowanie potencjalnym
wykorzystaniem kultur komoérkowych 3D w badaniach podstawowych,
testowaniu nowych lekoéw, inzynierii tkankowej czy medycynie regeneracyjne;.
Uwaza sie¢, iz hodowle 3D stanowig bardziej odpowiedni model do dlugo-
terminowych i ztozonych badan in vitro, niz hodowle 2D. Badania wykazuja, ze
cechy i struktura komoérek hodowanych w ten sposob sa bardziej podobne do
tych, ktore wystepuja in vivo [6].

Intensywne prace nad wytwarzaniem konstrukcji i rusztowan, ktoére pozwola
na prowadzenie hodowli komorkowych i tkankowych w postaci struktur 3D trwaja
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juz od ponad 30 lat. W tym czasie naukowcom udato si¢ przetestowaé wiele
naturalnych jak rowniez syntetycznych materiatdw, ktére potencjalnic moga
znalez¢ szerokie zastosowanie w hodowlach komorek i tkanek w 3D. Pozwoli to
na uzyskiwanie wiarygodnych rezultatow, porownywalnych z modelami in vivo.
Dodatkowym atutem jest mozliwo$¢ tworzenia in vitro konstruktow, ktore moga
zastgpi¢ lub zregenerowac zniszczone lub uszkodzone tkanki i organy. Tak wigc
stopniowe doskonalenie metod hodowli komorkowych i tkankowych w 3D
prowadzi jednocze$nie do rozwoju nowej i bardzo waznej interdyscyplinarnej
gatezi nauki — inzynierii tkankowej, bedacej potgczeniem wielu dziedzin, takich
jak biologia, chemia, medycyna, czy inzynieria materiatlowa.

3. Rodzaje hodowli przestrzennych

Hodowle przestrzenne lepiej niz tradycyjne (czyli dwuwymiarowe) kultury
komorkowe in vitro odzwierciedlaja struktur¢ i funkcje tkanek, narzadow
obecnych w zywych organizmach, dzigki odtworzeniu whasciwego mikrosrodo-
wiska oraz wzajemnych powigzan i kontaktow pomiedzy komorkami. Do hodowli
3D zaliczamy agregaty, sferoidy, hodowle narzadowe, kokultury organotypowe,
obejmujace rowniez hodowle spolaryzowane. Ponizej przedstawiono krotka
charakterystyke kazdego z tych rodzajow hodowli.

3.1. Agregaty

Agregaty mogg by¢ tworzone przez jeden lub kilka typow komorek. Tworzy
si¢ je poprzez umieszczenie zawiesiny komorek w specjalnym naczyniu
(butelce, kolbce), ktore podlega rotacji z matg predkoscia [7]. Otrzymane
agregaty maja r6zng wielko$¢. Mozliwe jest rowniez uzyskanie agregatow po
wysianiu komoérek na podloze pokryte substancja zapobiegajaca przyklejaniu si¢
komorek (np. agaroza lub agar) [8, 9].

W agregatach stwierdza si¢ obecno$¢ macierzy zewnatrzkomorkowej oraz
polaczen miedzykomorkowych, dzigki czemu istnieje funkcjonalne podo-
bienstwo do zywej tkanki. Uwaza sig, ze optymalna $rednica takiego agregatu
komoérkowego powinna wynosi¢ ok. 250-500 pum, gdyz wtedy substancje
odzywcze i tlen docieraja do kazdej komoérki w tej strukturze. Komorki sa
zywotne 1 proliferujg takze we wnetrzu agregatu [1]. Agregaty sg najbardziej
uzyteczne w hodowlach komoérek o wysokim stopniu zréznicowania, ktore
przejawiajg dos¢ krotki okres aktywnosci. Moga by¢ rowniez wykorzystywane
do analizy stopnia apoptozy i oceny inwazyjnosci komorek nowotworowych
pochodzacych z réznego rodzaju guzow [10]. Agregaty sa bardzo dobrym
modelem do badan wpltywu roznorodnych czynnikow (odzywczych,
wzrostowych, hormonalnych, ksenobiotycznych itd.) na wzrost, procesy
metaboliczne, proliferacje 1 przezywalno$¢ komorek prawidlowych jak
i nowotworowych [1]. Przyktadowo, agregaty utworzone przez komorki
nerwowe mozgu znalazly zastosowanie w badaniach nad chorobami
neurodegeneracyjnymi, takimi jak choroba Alzheimera czy Parkinsona [11].
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3.2. Sferoidy

Sferoidy tworzg si¢ z agregatow, ktdre przekroczyly w hodowli maksymalng
srednice pojedynczego agregatu (> 500 um) (Rys. 1.). Przy $rednicy powyzej
600-800 pm we wngtrzu agregatu obserwuje si¢ centralnie polozony obszar
martwicy, otoczony przez zywe komorki [1]. Sutherland i wspétpracownicy po
raz pierwszy wprowadzili hodowle wielokomérkowych sferoidow nowo-
tworowych MCTS (Multicellular tumor spheroids). Sferoidy w hodowlach
in vitro przypominaja guzy nowotworowe w zywych organizmach i nasladuja je
znacznie lepiej niz klasyczne, jednowarstwowe hodowle, miedzy innymi dzigki
obecno$ci macierzy pozakomorkowej oraz polaczen miedzykomorkowych
spotykanych in vivo [12]. Stuza one do badan nad zagadnieniami dotyczacymi
biologii nowotworow, takimi jak proliferacja, procesy roznicowania,
angiogeneza, inwazyjno$¢ oraz zjawisko opornosci na standardowo stosowane
rodzaje terapii [13]. Sferoidy te funkcjonujg jak wczesny, nieunaczyniony guz
invivo lub jak nieunaczynione ogniska przerzutowe albo mikroobszary
nowotworowe (Rys. 2). Mozliwe jest roOwniez odtworzenie heterogennos$ci
guzow nowotworowych poprzez wytworzenie sferoidow z komorek nowot-
worowych 1 prawidtowych gospodarza. Sferoidy utworzone z materiatu
biopsyjnego wykorzystywane sg przewaznie w testach nowych, potencjalnych
lekow przeciwnowotworowych, celem prognozowania skuteczno$ci terapii.
Steroidy zbudowane z komoérek pochodzacych z ustalonych linii wydaja si¢ by¢
dobrym modelem w badaniach mechanizméw kontrolujgcych przenikanie,
dziatanie i interakcje substancji leczniczych. Hodowle sferoidow sg réwniez
stosowane w Dbadaniach wptywu czynnikoéw odzywczych na procesy
metaboliczne i wzrostowe komorek w warunkach in vitro [1].
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Rys. 1. Przykfady steroidow komorkowych — obrazy wykonane z udziatem roznych technik
mikroskopii [14]

Guz nowotworowy in vivo

Sferoid z komérek nowotworowych in vitro

— Naczynie krwionoéne

Podioze hodowlane

B Komérki

guza

S Region
martwicy

— Matriks
zewngatrzkomorkowa

«————————— 100 um —————>

100 pm
Spadek stezenia ~ Spadek stezenia

L L )
sk{admkm\;I skiadnikow

=> oldzywlcz:: . odzywczych, :

tlenu, leku itd. => tienu, leku itd.

Rys. 2. Podobienstwa pomiedzy guzem nowotworowym in vivo, a sferoidem nowotworowym in
vitro [15, zmodyfikowany]
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3.3. Hodowle narzadowe

Hodowla narzadowa polega na hodowli matych narzadéw (w catosci) lub
fragmentow wigkszych organow i tkanek w warunkach in vitro. Zachowana
zostaje strukturalna integralno$¢, interakcje komodrkowe, biochemiczne,
histologiczne oraz funkcjonalne zréznicowanie tkanki lub narzadu. W zwigzku
Z tym uwazana jest za model fizjologiczny — najlepiej odzwierciedlajacy stan
tkanek i organow w zywym organizmie. Takie hodowle przezywajg kilka dni
W mniej wigcej niezmienionej postaci, mimo mozliwo$ci pojawienia si¢ ognisk
martwiczych wewnatrz wigkszych fragmentow. Zazwyczaj nie obserwuje si¢
wzrostu takich hodowli. Wykazuja one jedynie Zywotnos¢ i funkcjonalnos¢
poprzez np. reagowanie na okreslone czynniki wprowadzane do podtoza.
Odpowiednio dobrane ptynne medium hodowlane oraz wielkos¢ narzadu Iub
jego fragmentu musza by¢ uwzglednione, aby uzyskiwane wyniki byty
wiarygodne i zadowalajace [1]. Najbardziej odpowiednie do tego rodzaju
hodowli wydaja si¢ narzady plaskie, takie jak np. gruczot mlekowy myszy,
przepona czy tkanki zarodkowe ssakow. Ze wzgledu na mozliwose
wykonywania ograniczonej liczby powtdérzen badan, hodowle narzadowe
jeszcze do niedawna nie cieszyly si¢ zbyt duzym zainteresowaniem. Hodowle
narzgdowe moga dostarcza¢ informacji na temat biologii rozwoju 1 interakcji
poszczegblnych tkanek, wzajemnych kontaktéw pomigdzy komoérkami i nie-
komorkowymi sktadnikami mikrosrodowiska danego narzadu, co niewatpliwie
moze pomoc w konstruowaniu modeli tkankowych i narzgdowych w warunkach
in vitro [1].

3.4. Kokultury organotypowe

Kokultury organotypowe sa hodowlami dwoch lub wigkszej liczby typow
komérek w modelu trojwymiarowym. Wykazuja one wiele cech
charakterystycznych tego organu lub tkanki, z ktorego zostaly pozyskane.
Przyktadem moze by¢ kokultura endometrium, ktore posiada zlozong
wielowarstwowg strukture. In vivo, komorki endometrium z jednej strony
kontaktuja si¢ ze $wiattem macicy, a z drugiej strony z tacznotkankowym
podscieliskiem, zawierajacym gruczoty. Komorki nabtonkowe charakteryzuja
si¢ budowa biegunowg i spoczywaja na blonie podstawnej. W Kkokulturze
endometrium komorki rozwijaja si¢, namnazaja 1 przejawiaja aktywnos$c
wydzielniczg podobng do tej, jakg prezentujg komorki endometrium in vivo.

Prowadzenie takich spolaryzowanych kokultur organotypowych stato sie
mozliwe dzigki zastosowaniu specjalnych wktadoéw (insertéw) do naczyn
hodowlanych z filtrami o odpowiedniej wielko$ci porow (Rys. 3.). Dno takiego
insertu stanowi polprzepuszczalna btona, ktorg pokrywa si¢ odpowiedniag ECM,
a w dalszej kolejnosci komorkami nabtonkowymi. Na dno glownego naczynia,
powleczone wczesniej np. kolagenem lub bezposrednio do ECM wysiewa si¢
fibroblasty. Ten wzajemny ukltad komoérek charakteryzuje si¢ biegunowoscia,
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takag jaka wystgpuje in vivo. Pozwala to na prawidtlowe odtworzenie
w warunkach in vitro morfologii komoérek jak najbardziej zblizonej do fizjolog-
gicznej i uzyskanie polaryzacji (biegunowos¢) np. komoérek nabltonkowych
z mikrokosmkami obecnymi tylko na jednym biegunie komorki. Kokultury
organotypowe mogg by¢é wykorzystane do hodowli komoérek jajnika, jadra,
przysadki, podwzgérza lub gruczolu mlekowego [1]. Dzigki wykorzystaniu
komorek autologicznych cztowieka mozna uzyska¢ kokultur¢ organotypowa
skory, a z niej w ciggu kilku tygodni (mniej niz miesigc) znaczace fragmenty
skory, ktorg mozna wykorzystac¢ u pacjentéw z cigzkimi poparzeniami [16].

Komarki
nabtonkowe

Fibroblasty w
macierzy

kolagenowej

Podtoie
hodowlane

Rys. 3. Schemat systemu do prowadzenia hodowli organotypowych [17, zmodyfikowany]

4. Udzial macierzy pozakomérkowej w tworzeniu naturalnego
rusztowania in vivo

Macierz pozakomoérkowa (ECM, extracellular matrix) jest kompleksem
makroczasteczkowym (biatkowo-cukrowym), stanowigcym naturalne ruszto-
wanie i podtoze dla komorek i tkanek w zywych organizmach. Wytwarzana jest
przez szereg wyspecjalizowanych komorek, takich jak np. fibroblasty,
miofibroblasty, chondrocyty, osteoblasty [18, 19].

Gtowne sktadniki ECM to:

o wldkna kolagenu typu I-V i IX oraz elastyny, zapewniajace wytrzymato$é

I jednoczesnie elastycznosc,

o czasteczki adhezyjne, takie jak fibronektyna i laminina, ktore odpowiadajg za
polaczenia pomi¢dzy macierza, a powierzchnig komorek,
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e proteoglikany, czyli bialkowe rdzenie potgczone z resztami cukrowymi,
dzicki nim ECM ma znaczng objetos¢ i wypelnia przestrzenie migdzy
komorkami [18, 20].

ECM stanowi mechaniczng podpor¢ dla komorek i tkanek, odpowiada za
scalanie komorek danego rodzaju w tkanki. Macierz pozakomorkowa warunkuje
rowniez prawidlowy wzrost, proliferacj¢ 1 procesy réznicowania si¢ komorek,
ich ksztatt i ruchliwo$¢, a takze przekazywanie specyficznych sygnaldéw
pomiedzy poszczegdlnymi komoérkami, dzigki obecnosci receptorow
adhezyjnych. Bierze udzial w naturalnej regeneracji uszkodzonych tkanek.
Substancje zawarte w ECM odpowiadajg za przyleganie komoérek do elementow
macierzy, a takze wzajemne przyleganie komorek miedzy sobg i do btony
podstawnej [20, 21, 22].

Naukowcy ciggle badaja mozliwo$¢ hodowli komoérek na specjalnie
zaprojektowanych w tym celu réznego rodzaju rusztowaniach. Rusztowania
wykonane z syntetycznych lub naturalnych materiatéw, powinny odzwierciedlac
w jak najwiekszym stopniu cechy i funkcje naturalnej matrycy, a po spetnieniu
swojej funkcji powinny podlega¢ stopniowej degradacji na rzecz naturalnej
ECM. Celem sztucznego rusztowania dla komorek i tkanek (ang. scaffold) jest
zatem tymczasowe odtworzenie w modelu in vitro naturalnej macierzy
pozakomorkowe;.

5. Materialy wykorzystywane do tworzenia sztucznych rusztowan
Idealny material na rusztowanie dla komoérek lub tkanek in vitro musi

charakteryzowac sie:

bioresorbowalnoscia,

biozgodnoscis,

znaczng porowatoscia,

nietoksycznymi i tatwo usuwalnymi produktami degradacji,

sprzyjajacym srodowiskiem do wzrostu i rozwoju komorek,

odpowiednimi wlasciwosciami mechanicznymi [1, 23].

Do wytwarzania rusztowania wykorzystywane moga by¢ metale, ceramika

oraz naturalne i syntetyczne polimery, ktdre obecnie sg najczesciej stosowane.

5.1. Syntetyczne polimery

Syntetyczne polimery podlegajace biodegradacji wykorzystywane sg
z powodzeniem do tworzenia rusztowan dla komorek w hodowlach 3D. Maja te
przewage nad materiatami pochodzenia naturalnego, iz do pewnego stopnia
mozna regulowac ich wlasnosci, takie jak przepuszczalnos¢ i porowatos¢, czy
czas degradacji, ktory zalezy od grubos$ci zastosowanej w konstrukcje warstwy
polimerowej [24, 25, 26]. Polimery te sa resorbowalne i charakteryzujg si¢
czasem biodegradacji od kilku tygodni do kilku miesigcy. Wykazuja znaczna
zdolno$¢ do tworzenia wiokien i1 sg czesto stosowane jako podloza matryc
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tkankowych oraz do regeneracji tkanek z uwagi na stosunkowo krotki czas
degradacji, korzystne wlasciwosci mechaniczne i biokompatybilnos¢ [27, 28].

5.1.1. Poliglikolid (PGA, poly(glycolic acid)

Jest to polimer kwasu glikolowego. Poliglikolid jest materiatem najczgsciej
wykorzystywanym do tworzenia biodegradowalnych rusztowan komorkowych
(Rys. 4.). W warunkach in vivo lub w s$rodowisku wodnym szybko ulega
degradacji (w ciagu 2 — 4 tygodni) [29]. PGA stosuje si¢ w postaciach mikro-
i nano- trojwymiarowych podtozy, poniewaz komorki wykazuja dobra adhezje
do PGA i materiat ten nie zaktdca ich wzrostu i namnazania [30].

‘ - S/

7, :
|/ - .
> —
"~ B él |

Rys. 4. Rusztowanie z PGA — widok ze skaningowego mikroskopu elektronowego SEM [29]

5.1.2. Polilaktyd (PLA, poly(lactic acid)

Polilaktyd jest polimerem kwasu mlekowego, posiada dodatkows grupe
metylowa, co nadaje mu bardziej hydrofobowy charakter w poréwnaniu do
PGA. Nieco wolniej tez degraduje [29].
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Rys. 5. Rusztowanie z PLA — widok z SEM [29]

5.1.3. PLGA (poly(lactic-co-glycolic) acid)

Jest to polimer kwasu mlekowego i glikolowego. Regulujac stezenie
monomerow PGA i PLA mozna wytworzy¢ kopolimer (polilaktyd/poliglikolid —
PLGA), ktory posiada wlasciwosci posrednie pomigdzy tymi dwoma rodzajami.
PLGA charakteryzuje si¢ biozgodnoscig oraz regulowang szybkos$cig degradacji
fatwo ulega obrobce mechanicznej, co pozwala na wytwarzanie wielu postaci
i struktur [28, 29]. Zastosowanie biodegradowalnego PLGA do ukierunkowanej
regeneracji tkanek polega na tym, ze stanowi on przenikalny materiat zanikajacy
po uksztaltowaniu si¢ tkanki docelowej [30].

Rys. 6. Rusztowanie z PLGA — widok z SEM [29]
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5.2. Naturalne polimery

5.2.1. Kolagen

Kolagen jest naturalnym sktadnikiem ECM, zapewniajagcym mechaniczng
wytrzymato$¢ i odporno$¢ tkankom. Byt wykorzystywany jako biodegra-
dowalny biomaterial na rusztowania (np. w postaci gabek) jako jeden
z pierwszych naturalnych polimeréw w praktyce klinicznej [28]. Wykazuje
wysoka biodegradowalno$¢ i biozgodno$¢ w poréwnaniu z syntetycznymi
polimerami. Inng jego zaleta jest zminimalizowanie odczynu zapalnego [31].
Zastosowanie rusztowan z naturalnego kolagenu umozliwia znacznie lepsza
adhezj¢ 1 migracj¢ komorek in vitro [32]. Wykorzystywany jest z powodzeniem
jako materiat na rusztowania dla skory, pecherza moczowego lub nerwow [33]

— — ~ N7

Rys. 7. Rusztowanie kolagenowe — widok z SEM [34]

5.2.2. Elastyna

Elastyna roéwniez jest naturalnym polipeptydem stanowigcym sktadnik ECM.
Nadaje tkankom i narzadom odpowiednig elastycznos¢, w zwigzku z tym
znaczne jej iloSci znajduja si¢ w skorze, ptucach oraz $cianach naczyn
krwionos$nych. Materialy, ktére wykorzystuja elastyne sa coraz bardziej
popularne ze wzgledu na potencjalne zastosowanie w hodowlach 3D [35].
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Rys. 8. Witdkna elastyny — widok z SEM [35]

5.2.3. Kwas hialuronowy

Jest kolejnym polimerem naturalnie wystepujacym w skorze cztowieka. Jego
zadaniem jest regulacja ilosci wody hydratacyjnej. Konstruowane sg réwniez
rusztowania na bazie kwasu hialuronowego, ktore pecznieja pod wpltywem
wody, ale zachowuja strukturg mikroporowatg i wiodknista [36, 37].

Udalo si¢ otrzymac¢ hybrydowe rusztowania utworzone z kolagenu, elastyny
oraz kwasu hialuronowego, ktore potencjalnie moga znalezé zastosowanie
W inzynierii tkankowej. Wykazano, iz rusztowania zbudowane z pochodnych
kwasu hialuronowego, wspomagajg wzrost chondrocytow in vitro [37].

5.2.4. Chitozan

Chitozan jest materialem naturalnego pochodzenia. Powstaje w wyniku
procesu deacetylacji chityny, uzyskiwanej z pancerzykow morskich
skorupiakow. Wykazano, ze chitozan posiada wlasnoSci antybakteryjne,
hemostatyczne oraz charakteryzuje si¢ znaczng biokompatybilnoscig [38].
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Rys. 9. Rusztowanie z chitozanu — obraz z SEM [39]

5.2.5. Kwas alginowy i jego sole (alginiany)

Kwas alginowy pozyskiwany jest ze §cian komorkowych réznych morskich alg
(gtownie brunatnic) i trawy morskiej. Nie jest rozpuszczalny w wodzie, ale bardzo
dobrze ja wchtania (pecznieje), dzieki zdolnosci do absorbowania nawet trzykrotnie
wigcej wody (wagowo) w stosunku do wilasnej masy. Po wyodrgbnieniu z alg
najczgsciej przetwarza si¢ go do postaci rozpuszczalnych w wodzie soli sodowych
lub bardzo stabo rozpuszczalnych soli wapniowych [28, 40].

6. Podsumowanie

W tradycyjnych kulturach komorkowych czy tkankowych komorki rosng
w dwoch wymiarach (2D), pokrywajac powierzchni¢ naczynia hodowlanego
pojedyncza (zazwyczaj) warstwa komorek (tzw. monolayer). To z kolei
znaczaco ogranicza ich wykorzystanie jako wiarygodnego prognostyka reakcji
komoérkowych i procesow zachodzacych w warunkach in vivo. Natomiast
hodowle przestrzenne (3D) pozwalaja na charakterystyczny ukierunkowany
uktad poszczegodlnych rodzajow komorek oraz odtworzenie ich otoczenia oraz
wzajemnych przestrzennych kontaktéw 1 interakcji migdzy komorkami, co
nasladuje funkcjonowanie zywych komorek w tkankach 1 narzadach.
Technologia syntetycznych lub naturalnych rusztowan moze by¢ potencjalnie
wykorzystana w hodowlach ludzkich komoérek macierzystych, ktore znajda
zastosowanie w badaniach nad nowymi lekami. Kolejne zastosowanie to
hodowla komorek ludzkiej skory, ktore beda uzywane w testach kosmetykow.
Wykorzystanie rusztowan nie jest rzecz jasna jedyna znang i dostepng
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technologia hodowli komorek w 3D. Jednakze inne majg liczne ograniczenia, sg
skomplikowane i do$¢ kosztowne w uzyciu [3].

Niewatpliwie, wykorzystanie tego rodzaju hodowli stanowi znaczacy krok
w kierunku opracowywania i testowania bardziej skutecznych substancji
leczniczych. Dalszy rozw¢j i udoskonalanie technik hodowli komérek w 3D
pozwoli na ich wykorzystanie na znacznie szersza skalg, zwlaszcza w medy-
cynie regeneracyjnej oraz inzynierii tkankowej.
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Trojwymiarowe hodowle komorkowe — brakujace ogniwo miedzy modelami
in vitro i in vivo?

Streszczenie

Tradycyjne badania in vitro wykorzystuja dwuwymiarowe (2D) modele, jakimi sg kultury
komoérkowe hodowane w postaci pojedynczej warstwy komodrek na plastikowych plytkach,
szalkach Petriego lub w butelkach. Jednakze, rosnaca liczba badaczy zaczyna kwestionowaé
uzytecznos$¢ badan w warunkach tak dalece odmiennych od tych, jakie wystepuja in vivo. Pomimo
wielu zalet, kultury komoérek 2D sa stosunkowo prymitywne i nie moga w pelni odzwierciedla¢
fizjologii komoérek i tkanek, oraz procesow zachodzacych w zywych organizmach. Obecnie
obserwuje si¢ wzrastajace zainteresowanie potencjalnym wykorzystaniem trojwymiarowych (3D)
modeli kultur komérkowych w badaniach podstawowych (np. biologia nowotworéw), testowaniu
nowych lekow, inzynierii tkankowej i medycynie regeneracyjnej. Wykazano, ze hodowle
komoérkowe 3D znacznie lepiej niz modele 2D nasladuja cechy, strukture i sSrodowisko komorek,
ktore wystepuja in vivo. Celem niniejszego artykutu jest zaprezentowanie techniki hodowli
komorek in vitro w modelu 3D, jako swoistego tacznika pomiedzy ,,ptaska” hodowla komérkowa,
a zlozong, przestrzenng struktura zywego organizmu i jego tkanek. Opisano podstawowe rodzaje
hodowli przestrzennych oraz udzial macierzy pozakomorkowej (ECM) w tworzeniu naturalnego
rusztowania dla komorek i tkanek in vivo. Przedstawiono takze pokrdtce najczgSciej uzywane
naturalne i syntetyczne materialy, wykorzystywane do wytwarzania sztucznych rusztowan
w hodowlach 3D.

Stowa kluczowe: agregaty, sferoidy, hodowle narzadowe, kokultury organotypowe
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Three-dimensional cell cultures — a missing link between in vitro and in vivo
models?

Abstract

Conventional in vitro studies use two-dimensional (2D) cell models, cultured as monolayer in
plastic plates, Petri dishes or flasks. However, a growing number of scientists have begun to
question the usefulness of studies in conditions which are so far and quite different from those
found in vivo. Despite many advantages, the 2D cell cultures are relatively primitive and cannot
entirely reflect the physiology of cells and tissues, and processes which happen in living
organisms. Currently, it is observed an increasing interest in the potential application of three-
dimensional (3D) cell cultures in such fields as basic life science research (e.g. cancer biology),
new drugs screening, tissue engineering and regenerative medicine. It has been demonstrated that
3D cell cultures mimic the features, structure and environment of cells found in vivo much more
closely than 2D ones. The aim of this article is to present the technique of 3D cell culture in vitro,
as a specific link between “flat” cell culture and complex, 3D structure of living organism and its
tissues. The basic types of 3D cell cultures and a role of extracellular matrix (ECM) in formation
of natural scaffold for cells and tissues in vivo have been described. There have also been outlined
the most frequently used natural and synthetic materials applied for artificial scaffolds in 3D
cultures.

Keywords: aggregates, spheroids, organ cultures, organotypic co-cultures
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WPLYW DENDRYMERU PAMAM 3 GENERACJI NA
KOMORKI WYBRANYCH SZCZEPOW DROZDZY
SACCHAROMYCES CEREVISIAE

1. Wstep

1.1. Dendrymery

Dendrymery sg makromolekutami o $ci§le zdefiniowanej strukturze,
zsyntetyzowane po raz pierwszy w 1978 roku przez niemieckiego chemika
Fritza Vogtla, a nastepnie niezaleznie przez zespot Donalda Tomali i George’a
F. Newkome’a. Pod wzgledem chemicznym dendrymery sg rozgatezionymi
polimerami, o duzym upakowaniu grup funkcyjnych, tworzacymi kuliste
makroczasteczki. W budowie strukturalnej dendrymerow mozna wyrdznié
wielofunkcyjny rdzen, od ktoérego promieniscie odchodzg ramiona dendrymerow
zwane dendronami. Kolejne, powtarzajace si¢ motywy tego polimeru okreslane
sa mianem generacji (Rys.1) [1].

Ze wzrostem generacji dendrymeru rosnie ggsto$¢ upakowania grup
funkcyjnych w obszarze powierzchniowym czasteczki. Przyjmuje sig, ze
dendrymery wystepuja w postaci kulistej dopiero od piatej generacji, natomiast
czasteczki nizszych generacji maja zwykle tendencje do tworzenia form
otwartych. Konsekwencja wzrostu gesto$ci upakowania ze wzrostem generacji
dendrymeru jest hamowanie dalszego wzrostu czasteczki, co zwane jest
,efektem Starburst” i sprawia, ze dendrymery moga by¢ syntetyzowane jedynie
do generacji 10 [1, 2].

Na koncu dendronéw znajduja si¢ wolne grupy funkcyjne, ktére moga by¢
zmieniane przez roznego rodzaju podstawniki modyfikujace wihasciwosci
chemiczne 1 fizyczne czasteczki dendrymeru. Modyfikacjom sprzyja tez
obecno$¢ w ich czasteczkach wolnych przestrzeni, tzw. jam, w ktérych mozna
umiesci¢ mniejsze czasteczki (np. leki). Mowi si¢ wtedy o oddziatywaniach typu
,»Z0s8¢- gospodarz” [1, 2, 3].
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Rys. 1. Budowa dendrymeru!?!

1.2. Dendrymery PAMAM

Dendrymery z rodziny poli(amidoaminowych) PAMAM konstruowane sg na
bazie amoniaku badz etylenodiaminy. Kazda czasteczka dendrymeru posiada
przytaczone do rdzenia, trzy badz cztery powtarzajace si¢ jednostki (Rys. 2.).
Kazda z takich jednostek posiada dwa miejsca, do ktérych przylaczone mogg
zosta¢ mnastepne jednostki, badz tez grupy koncowe, wybrane zgodnie
z oczekiwanymi wihasciwosciami. Ze wzgledu na podobienstwo w budowie do
biatek wystepujacych w organizmie ludzkim, nazywane sg czasami sztucznymi
proteinami [4].
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Rys. 2. Dendrymer PAMAM generacji 3 [5]
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1.3. Zastosowanie dendrymeréw w medycynie

Unikalne wlasciwo$ci dendrymeréw sprawiajag, ze mogg by¢é one
wykorzystane jako no$niki niskoczasteczkowych substancji farmakologicznych.
Czasteczki leku moga zosta¢ zwigzane na powierzchni poprzez przylaczenie do
grup powierzchniowych, badz tez inkapsulowane w jamach dendrymeru.
Przyktadowo, pochodne dendrymeréw PAMAM oraz PPl mogg znalezé
zastosowanie jako transportery genow w terapii genowej, natomiast dendrymery
MAP (Multiple Antigenic Peptide) sg obecnie badane pod katem zastosowania
w szczepionkach przeciwko malarii. Innym interesujacym przyktadem jest
przeznaczony dla kobiet preparat VivaGel, ktory zapobiega zakazeniom
wirusem HIV droga ptciowa [1, 2, 3].

Dendrymery moga znalez¢ zastosowanie roéwniez w obrazowaniu
klinicznym. Przyktadowo Gadomer-17-dendrymer lizynowy, posiadajacy na
powierzchni jony gadolinu(lll) moze zosta¢ uzyty jako kontrast w badaniach
NMR. Dzigki tej technice mozna zobrazowac choroby nerek oraz choroby
uktadu krwionosnego. Badania wykazujg tez, ze mozliwe jest syntetyzowanie
dendrymeréw o réznej budowie i roznej masie czasteczkowej, w celu uzyskania
lepszego obrazowania konkretnego narzadu Iub uktadu, np. dendrymery
hydrofilowe, o wigkszej masie czasteczkowej, majg lepsze zastosowanie
w badaniu uktadu krwionos$nego, hydrofobowe, w badaniu watroby [2, 6].

Dendrymery znalazly zastosowanie rowniez w tomografii komputerowe;.
Przykladem moze by¢ powstala na bazie dendrymeru PAMAM generacji 4,
czasteczka G-4-(DMAA-IPA)37, o duzej procentowej zawartosci jodu (33%).
Obraz uzyskany przy uzyciu tego zwigzku, w poroéwnaniu z zastosowaniem
malych czasteczek jodu, charakteryzuje si¢ wysoka rozdzielczo$cig
przestrzenng. Dodatkowo, dtuzszy jest tez czas krazenia tego czynnika kont-
rastujacego, co pozwala na wydluzenie skali czasu obrazowania i potencjalne
zmnigjszenie toksycznosci, jaka towarzyszytaby iniekcji kolejnej dawki matych
czasteczek jodu [2].

Jednym z najwazniejszych przyktadow zastosowania dendrymeréw jako
nosnika lekow sg terapie przeciwnowotworowe. Tradycyjne terapie borykajg si¢
z licznymi problemami, takimi jak mata efektywnos$¢, bedaca konsekwencja
ograniczonej rozpuszczalnos$ci chemioterapeutykdw oraz staba specyficznose,
wskutek ktorej uszkodzeniu ulegaja nie tylko komoérki nowotworowe, lecz takze
tkanki prawidlowel”. Ostatnimi laty prowadzono intensywne badania nad
mozliwosciag wykorzystania dendrymeréw jako no$nikéw lekow przeciwnowot-
worowych. Zastosowanie dendrymeru PAMAM o grupach powierzchniowych
zastgpowanych przez reszty poli(tlenku etylenu) (PEOX) umozliwito
kontrolowane uwalnianie lekéw przeciwnowotworowych takich jak
5-fluorouracyl, doxorubicyna, methotrexat. Dobre wyniki uzyskano rowniez wy-
korzystujac dendrymer PAMAM jako no$nik innego leku przeciwno-
wotworowego — kamptotecyny. Uzyskano wtedy lepsza rozpuszczalno$é

97



KATARZYNA BARCHIEWICZ, KAROLINA JONCZYK

zwiazku, wyzsze stezenie w komorkach nowotworowych oraz dluzszy czas
retencji®®. Stwierdzono tez, ze chemioterapic z wykorzystaniem modyfi-
kowanych dendrymerow jako nosnika methotrexatu, targetowanych kwasem
foliowym, bedacym ligandem rozpoznawanym przez komorki nowotworowe,
cechuja si¢ spadkiem toksycznosci hemolitycznej w poréwnaniu do terapii
z zastosowaniem wolnego leku [8].

1.4. Wplyw dendrymeré6w PAMAM na komorki

Najczesciej wykorzystywane w badaniach dendrymery z rodziny PAMAM
majg charakter kationowy. Molekuly o takim charakterze wykazujg pewna
cytotoksyczno§¢, wywotang destabilizacja blon komorkowych. Ta cyto-
toksyczno$¢ tlumaczona jest silnymi oddzialywaniami miedzy ujemnie
naladowanymi membranami komérkowymi, a dodatnio natadowanymi grupami
powierzchniowymi dendrymeru. W celu zmniejszenia tego efektu mozliwa jest
cz¢$ciowa modyfikacja aminowych grup powierzchniowych za pomoca
jednostek obojetnych, takich jak glikol polietylenowy (PEG) badz kwasy
thuszczowe. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wprowadzenie zbyt duzej liczby takich
jednostek nie obniza juz cytotoksycznos$ci, gdyz wystepuja wowczas
oddziatywania hydrofobowe, ktore réwniez prowadza do rozktadu komorek.
Najmniejszg cytotoksyczno$¢ uzyskuje si¢ w przypadku dendrymeréw PAMAM
do 4 generacji, o grupach powierzchniowych czesciowo zabezpieczonych przy
uzyciu PEG [1, 3, 9].

Obecnie coraz czes$ciej w badaniach wykorzystuje si¢ dendrymery PAMAM
o zmodyfikowanej powierzchni réwniez w celu uzyskania odpowiedniej
odpowiedzi  biologicznej, np. pokrywajac  powierzchni¢  czasteczek
dendrymeréw ligandami rozpoznawanymi przez komorki nowotworowe [6,8].

2. Cel pracy

Celem pracy byto zbadanie cytotoksycznosci dendrymeru PAMAM generacji
3 wobec komoérek Saccharomyces cerevisiae szczepow F87-24B oraz D273-
10B. Cze$¢ eksperymentalna obejmowala: okreslenie minimalnego stezenia
dendrymeru hamujacego wzrost komoérek (MIC) oraz okreslenie poziomu
ekspresji gendéw wybranych transporterow btonowych.

3. Materialy i metody

3.1. Wyznaczanie minimalnego stezenia hamujacego wzrost (MIC)

W badaniach wykorzystano nastgpujace szczepy Saccharomyces cerevisiae:
D273-10B MATa met i F87-24B MATo. his’, pochodzace z kolekcji szczepow
Katedry Biotechnologii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Opolskiego.
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Komorki szczepow S. cerevisiae hodowano na podtozach YPG (2% pepton,
1% ekstrakt drozdzowy, 2% glukoza) oraz YNB (6,7% Yeast Nitrogen Base, 2%
glukoza). Podtoze YNB wzbogacano aminokwasami zgodnie z indywidualnym
zapotrzebowaniem danego szczepu.

W badaniach wykorzystano 20% roztwdér dendrymeru PAMAM G3
w metanolu (Aldrich®).

Minimalne st¢zenie dendrymeru hamujace wzrost (MIC) S. cerevisiae
D273-10B oraz F87-24B  wyznaczano na podstawie hodowli komorek
w podtozu YNB oraz YPG, zawierajgcym rozne stezenia badanego zwiagzku,
a nastepnie posiewu na ptytke z podtozem statym YPG.

3.2. Badanie ekspresji genow

Z hodowli szczepu na podlozu YPG (kontrola) i YPG z dodatkiem
dendrymeru o stgzeniu 10 pg/ml, po czasie inkubacji odpowiednio: 48 h oraz
48 h i 72 h, wyizolowano RNA catkowite. Izolacj¢ RNA przeprowadzono przy
uzyciu zestawu GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit, firmy EURx,
zgodnie z zaleceniami producenta. Na jego matrycy dokonano syntezy cDNA,
przy uzyciu zestawu SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen), wedtug
zalecen producenta. Otrzymane cDNA uzyto do reakcji multiplex-PCR, w ktorej
namnazano fragmenty genow wybranych transporterOw blonowych. W reakcji
tej uzyto nastgpujace startery:

Startery F (wiodace) dla genow:

e PDAI1- sekwencja: 5’-TCGTGTTTTGCTGTGAGAAC-3’
PDR5- sekwencja: 5°-TCCAGCGATAGGAAAATGCT-3’
PDR1- sekwencja: 5’-ATGCGAGGCTTGACACCTAA-3’
Startery R (wsteczne) dla genow:

PDA1- sekwencja: 5’-TAGCAAACTTGGATGCTTGG-3’
PDR5- sekwencja: 5’-CCATTGACCAAGATATCACCA-3’
PDR1- sekwencja: 5’-CCGTTTCTATTCACATCGTCG-3’

Reakcje amplifikacji prowadzono przez 35 cykli, w nastepujacych
warunkach:

e Denaturacja wstepna- przez 3 minuty w 94°C
Denaturacja- 15 sekund w 94°C
Hybrydyzacja- 15 sekund w 58°C
Elongacja- 30 sekund w 72°C
Elongacja koncowa- 7 minut w 72°C

Produkty reakcji multiplex-PCR zostaty poddane elektroforezie w 2% zelu
agarozowym.
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4. Wyniki i dyskusja

4.1. MIC na podlozu YNB

W przypadku obu szczepéw zaobserwowano poczatkowo hamujacy wptyw
dendrymeru na wzrost komorek. W miar¢ wydluzania czasu inkubacji,
W obecnosci dendrymeru, obserwowano lepszy wzrost komorek.

Szczep D273-10B po 24 godzinach inkubacji wykazywat staby wzrost.
Stwierdzono, ze dendrymer o stezeniu 12,5 pg/ml dziatal hamujaco na wzrost
komorek. Po wydtuzeniu czasu inkubacji do 96 h zaobserwowano ich wzrost
nawet przy stezeniu 20 pg/ml (Tab.1).

Tab.1. Wzrost szczepu D273-10B na podtozu YPG, po uprzedniej inkubacji na
ptynnym podtozu YNB z dodatkiem dendrymeru o okreslonym st¢zeniu.

Szczep D273-10B
Wzrost na podlozu YPG po inkubacji w podtozu YNB

K z dodatkiem dendrymeru PAMAM
t[h] K z 0 stezeniu (pg/ml)

metanolem 17 5 [ 10,0 12,5 15,0 20,0
- A EE D
@ elojojole [
- | [ [E B8 @ =
Bl lelelleTeooTo

Oznaczenia: t — czas hodowli; K- kontrola; K ; metanolem — KONtrola z dodatkiem metanolu

W przypadku szczepu F87-24B po 24 h inkubacji obserwowano bardzo silny
hamujacy wplyw dendrymeru na wzrost komorek. Juz stezenie na poziomie
10,0 pg/ml bylto letalne dla komoérek tego szczepu. Po wydtuzeniu czasu inkubacji
do 96 h, zaobserwowano wzrost komoérek w obecnoscei dendrymeru o stezeniu 17,5
pg/ml (Tab.2).

Zaobserwowany w obu przypadkach wzrost przezywalnosci komorek badanych
szczepow, przy wydluzonym czasie inkubacji w obecnosci dendrymeru, moze
sugerowa¢ uruchomienie mechanizmu opornosci, polegajacym na wyrzucaniu
szkodliwego zwiazku na zewnatrz komorek.
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Tab.2. Wzrost szczepu F87-24B na podtozu YPG, po uprzedniej inkubacji na
ptynnym podtozu YNB z dodatkiem dendrymeru o okreslonym stezeniu.

Szczep F87-24B

Wazrost na podtozu YPG po inkubacji w podtozu YNB

K z dodatkiem dendrymeru PAMAM o stgzeniu
tihl| K : (ug/ml)

metanolem |7 5 100 | 125 | 150 | 175
24 EEEER
. o ole
" [ Of O
ol © B [
= [ Q

Oznaczenia: t- czas hodowli; K- kontrola; Kmet.- kontrola z dodatkiem metanolu

4.2. MIC na podlozu YPG

W przypadku obu szczepow Saccharomyces cerevisiae zauwazono réznice
we wzroscie komorek w zaleznosci od podtoza.

W przypadku szczepu D273-10B, najwigkszy wzrost komorek obserwowano
po 120 godzinach inkubacji w obecno$ci dendrymeru. Im krétszy czas inkubacji
tym stabszy wzrost komoérek przy wyzszych stezeniach dendrymeru (Tab.3).

Rowniez w przypadku szczepu F87-24B widoczny jest hamujacy efekt
dziatania dendrymeru niezaleznie od ste¢zenia i czasu inkubacji (Tab.4).
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Tab.3. Wzrost szczepu D273-10B na podtozu YPG, po uprzedniej inkubacji na
ptynnym podtozu YPG z dodatkiem dendrymeru o okreslonym stezeniu.

Szczep D273-10B

Wazrost na podtozu YPG po inkubacji w podlozu YPG
K Z dodatkiem dendrymeru PAMAM o stezeniu
t[h] | K ’ (pg/ml)
metanolem 10,0 20,0
r.‘,,
48 1“.3".
= |
; .
EEE
120 I ;!.*I D

Oznaczenia: t — czas hodowli; K — kontrola; K ; metanolem — KONtrola z dodatkiem metanolu

Tab.4. Wzrost szczepu F87-24B na podtozu YPG, po uprzedniej inkubacji na
ptynnym podtozu YPG z dodatkiem dendrymeru o okreslonym stezeniu.

Szczep F87-24B
Wzrost na podtozu YPG po inkubacji w podlozu YPG
K z dodatkiem dendrymeru PAMAM o stezeniu
t[h] K © | (ug/ml)
metanolem 10’0 15,0 0,0
- -
&
: B
- 06
st
. B B
-l .

Oznaczenia: t — czas hodowli; K — kontrola; K ; metanolem — KONtrola z dodatkiem metanolu
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Mimo, iz wyniki otrzymane na tym podtozu sg mniej jednoznaczne, to jednak
1 w tym przypadku podejrzewa¢ mozna wystapienie zjawiska wyrzucania
toksycznej substancji na zewnatrz komorek, co jest okreslane mianem efektu
efflux. Jedng spos$rdd rodzin biatek odpowiedzialnych za wystgpienie tego
zjawiska sg transportery ABC (ATP-binding cassette). Jest to duza rodzina
biatek, wystepujaca zardbwno u prokariontéw, jak i eukariontow. Biatka te, moga
by¢ umiejscowione zardéwno w btonie komorkowej, wakuolarnej, mitochon-
drialnej, peroksysoméw jak i w cytoplazmie. Glowng rolg tych biatek jest
transport substancji roznego rodzaju: fungicyddéw, antybiotykow, substancji
cytostatycznych i innych ksenobiotykow. Zwykle jest to transport nieswoisty.
Substratem dla danej pompy moze by¢ wiele zwigzkoéw, co stwarza zagrozenie
wystapienia tzw. opornoéci wielolekowej, MDR (multi-drug resistance)™..

4.3. Badanie ekspresji genow PDA1, PDR1 oraz PDR5

Wyniki otrzymane podczas okreslania MIC sugeruja zachodzenie efektu
efflux. Jednym z bialek odpowiedzialnych za wystgpienie tego zjawiska
U drozdzy jest PdrSp, stanowigce pompg zalezng od ATP. W ostatnim etapie
doswiadczen badano ekspresje genéw odpowiedzialnych za powstawanie biatka
Pdr5p: PDR5 oraz PDR1. Gen PDR5, zlokalizowany na chromosomie XV,
koduje badane biatko, natomiast gen PDR1 (chromosom VII) koduje czynnik
transkrypcyjny Pdrlp, ktory odpowiada za kontrole ekspresji genu PDR5. Jako
kontrole zastosowano gen PDA1 (chromosom V), stanowigcy gen metabolizmu
podstawowego, na ktorego matrycy powstaje biatko El- podjednostka
dehydrogenazy pirogronianowej. Poprzez poréwnanie aktywno$ci genu PDAL
z aktywnoscig PDR1 i PDR5, mozna bylo okresli¢, czy ktory$ z nich ulega
ekspresji oraz w jakim stopniu. Do badan molekularnych wybrano szczep
F87-24B, poniewaz hamujgce wzrost dziatanie dendrymeru na komorki tego
szczepu bylo silniejsze.

Badania molekularne obejmowaly izolacje RNA z komorek hodowanych
w podlozu YPG (kontrola) i YPG z dodatkiem dendrymeru o stezeniu 10 pg/ml,
syntez¢ ¢cDNA 1 multiplex-PCR. Produkty reakcji multiplex-PCR poddano
elektroforezie w 2% zelu agarozowym.

Z analizy zelu (Rys.3) wynika, ze szczep F87-24B wykazuje niewielka
nadekspresje genu PDR5 w stosunku do PDAL oraz wyraznie obnizong ekspresje
genu PDR1. Natomiast po 48 h inkubacji szczepu w obecnosci dendrymeru
obserwuje si¢ wyrazny wzrost ekspresji genu PDR1. Ekspresja ta ro$nie wraz
z wydtuzeniem hodowli do 72 h.

Wzrost poziomu ekspresji genu PDR5 nie jest dobrze widoczny na podstawie
elektroforezy. Nalezy jednak podkresli¢, ze czynnik transkrypcyjny Pdrlp
reguluje- wraz z czynnikiem Pdr3p- ekspresj¢ nie tylko genu PDR5, lecz takze
gendw takich jak: PDR10, PDR15, SNQ2, YOR1, rowniez odpowiadajacych za
powstawanie i prawidlowe dziatanie pomp efflux. Istnieje wigc prawdopo-
dobienstwo, iz zaobserwowany wzrost przezywalnosci spowodowany jest
zwickszong ekspresjg biatek transportujacych innych niz badane Pdr5p.
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| 2 3 4
500 bp
PDR1
400 bp
300bp PDR5
200 bp
PDA1

100 bp

Rys.3. Elektroforeza produktow reakcji multiplex-PCR

Sciezka 1 — Marker masy (100-500 bp);

Sciezka 2 — szczep F 87-24B inkubowany 48 h w podtozu YPG z dodatkiem dendrymeru
w stezeniu 10 pg/ml;

Sciezka 3 - szczep F87-24B inkubowany 72 h w podtozu YPG z dodatkiem dendrymeru
w stezeniu 10 pg/ml;

Sciezka 4 - szczep F87-24B inkubowany 48 h w podtozu YPG bez dendrymeru

Wyniki badan ekspresji gendow potwierdzaja wiec przypuszczenia oparte na
wynikach otrzymanych w poprzednich punktach pracy- bardzo prawdopodobne
jest, ze komorki uruchamiajg mechanizm lekoopornosci w postaci pomp efflux,
ktore pozwalajag na wyrzucenie dendrymeru na zewnatrz komorki. Nie mozna
natomiast jednoznacznie stwierdzi¢, ktore sposrod znanych biatek MDR s3 za to
odpowiedzialne. Stopniowy wzrost ekspresji genu PDR1 potwierdza rowniez, ze
proces nabywania lekoopornosci jest rozciagniety w czasie.

5. Whnioski

Dendrymery PAMAM 3 generacji wykazuja dziatanie hamujace wzrost
Saccharomyces cerevisiae szczepoéw F87-24B oraz D273-10B.

Hamujgce wzrost dziatanie dendrymeru maleje ze wzrostem czasu inkubacji
komoérek z tym zwigzkiem. Prawdopodobnie spowodowane jest to przez
wyksztatcenie si¢ u komorek mechanizmu lekoopornosci w postaci pomp Efflu,
a nie tylko pompy Pdr5p.

By wyksztalci¢ mechanizm lekoopornosci, komoérki potrzebuja odpowiednio
dhugiego czasu inkubacji z danym zwigzkiem.

Wyksztatcenie si¢ mechanizmu lekoopornosci wobec dendrymeru PAMAM
lepiej widoczne jest przy zastosowaniu podtoza YNB niz podioza YPG.
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Wplyw dendrymeru PAMAM 3 generacji na komorki wybranych szczepéw
drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Streszczenie

Obecnie w medycynie rozpatrywana jest kwestia przenoszenia lekow przeciwnowotworowych
przez rézne zwigzki chemiczne (tzw. terapia celowana). W tym celu nalezy zbada¢ czy potencjalne
no$niki nie powoduja cytotoksycznego efektu na komorki rakowe i zdrowe komorki organizmu,
atakze- czy nie powoduje wystapienia efektu MDR. W pracy badano cytotoksyczny wplyw
dendrymerow PAMAM 3 generacji na modelowe organizmy — Saccharomyces cerevisiae,
szczepéw D273-10B i F87-24B. Dendrymer PAMAM 3G jest polimerycznym zwigzkiem
0 kulistym ksztalcie, majacym zdolno$¢ reagowania z innymi zwigzkami (np. lekami),
za posrednictwem grup koncowych. Pierwszym etapem bylo wyznaczanie minimalnego st¢zenia
hamujacego wzrost komoérek (MIC) na podtozach YPG i YNB. Drugi etap obejmowat badanie
ekspresji genow PDR1 oraz PDRS5, ktore sa odpowiedzialne za wystgpowanie efektu efflux. Na
podstawie MIC mozna potwierdzi¢ cytotoksyczny wptyw dendrymeru PAMAM 3G na komorki
Saccharomyces cerevisiae D273-10B. Jednocze$nie analizujac wzrost na punktowych posiewach
na plytkach z podtozem YNB oraz YPG mozna podejrzewad, ze komorki po pewnym czasie
inkubacji wytworzyly obronny mechanizm przeciwko wprowadzonemu zwiazkowi. Mozliwe, iz
stopniowo wytworzyly one proces wyrzucania na zewnatrz zwigzku tzw. efflux.

Stowa kluczowe: dendrymery PAMAM, efekt efflux

Effect of the 3™ generation PAMAM dendrimer on selected strains of
Saccharomyces cerevisiae yeast cells

Abstract

The problem of the transfer of anticancer drugs by various chemical compounds (i.e. targeted
therapy) is currently discussed in medicine. For this purpose, it must be verified whether the
potential drug-carriers do not cause cytotoxic effects on both the tumor and healthy cells, and if
they do not produce a MDR effect, as well. In this work, the cytotoxic effect of the 3™ generation
PAMAM dendrimer was studied using a model organism Saccharomyces cerevisiae strain D273-
10B and F87-24B. The PAMAM 3G dendrimer is a polymeric compound of spherical shape,
showing the potential to interact with other chemicals (e.g. drugs) through its peripheral functional
groups. In the first step, the minimum dendrimer concentration inhibiting the cell growth on the
YPG and YNB media was determined. The second step included a study on expression of PDR1
and PDR5 genes, which are responsible for prompting of the efflux effect. Based on the MIC one
may confirm the cytotoxic effect of the PAMAM 3G dendrimer in the cells of Saccharomyces
cerevisiae D273-10B. However, analyzing the cell growth in the point cultures on plates with the
YNB and YPG media one may suspect the cells to have developed some defensive mechanism
against the introduced toxic substance after certain period of incubation. Probably due to this
mechanism, the dendrimers have been gradually expelled outwards the cell (efflux effect).

Keywords: PAMAM dendrimers, efflux effect
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ZAWARTOSC KWASU KYNURENINOWEGO
W PREPARATACH ZIOLOWYCH POPRAWIAJACYCH
PAMIEC

1. Wstep

Poprawianie zdolnosci intelektualnych 1 pamigci jest pragnieniem cztowieka
od zarania dziejow. Na przestrzeni wiekow wyselekcjonowano wiele ziol,
ktorych sktadniki wplywaja na lepsza koncentracje, poprawiajg prace mozgu,
atakze niweluja zmeczenie psychiczne. WspoélczeSnie przemyst farma-
ceutyczno-zielarski oferuje duzg ilo$¢ gotowych preparatow ziotowych
I suplementow diety ,,poprawiajacych pamigc”, po ktore chetnie siegaja nie tylko
osoby starsze, ale takze studenci i mtodsi uczniowie.

Najpopularniejsze wsrod nich to preparaty zawierajace milorzab japonski
I zen-szen [1,2]. Ponadto takie wlasciwosci przypisuje si¢ rozmarynowi,
kozieradce, gtogowi i migcie.

We weczesniejszych badaniach dowiedziono, ze jednym ze skladnikoéw zidt
jest kwas kynureninowy (KYNA) [3,4]. Zostat on po raz pierwszy wykryty
w XIX wieku, przez Liebiga, w moczu psa [5]. Jednak przez wiele lat nie cieszyt
sie zainteresowaniem naukowcow i byt uwazany jedynie za produkt uboczny
przemiany tryptofanu bez znaczacego dziatania na organizm kregowcow.
Dopiero pod koniec XX wieku stwierdzono, ze jest syntetyzowany w mozgu,
przede wszystkim przez astrocyty [6]. Wykazano, ze w moézgu ma silne
dziatanie farmakologiczne. Jest on antagonista jonotropowych receptoréow
glutaminianergicznych oraz nikotynowego receptora o7 [7,8]. Oba te receptory
odgrywajg znaczacg role w neuroprzekaznictwie i plastyczno$ci mozgu. Istniejg
doniesienia naukowe sugerujace, ze KYNA ma niekorzystny wptyw na procesy
uczenia sie i pamigci [9,10].

W zwiazku z tym celem pracy bylo oznaczenie zawartosci KYNA
w popularnych suplementach diety i ziotach ,,poprawiajacych pamigc”.

! turskamk@gmail.com, Uniwersytet Medyczny w Lublinie, IT Wydziat Lekarski, Studenckie Koto Naukowe
przy Katedrze i Zakladzie Farmakologii Doswiadczalnej i Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie,
http://www.am.lublin.pl/uczelnia/struktura-organizacyjna/szczegoly,102.html
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2. Material i metody

Zbadano 10 suplementow diety i1 zidl, ktorym przypisuje si¢ korzystny
wpltyw na koncentracje i procesy pamigciowe: Active zen-szen Multi Tabs
(Ferrosan A/S, Soeborg, Dania); Glog tabletki (Zaklady Farmaceutyczne
COLFARM S.A., Mielec, Polska); Kwiatostan glogu (Zaktad Konfek-
cjonowania Ziol Flos Elzbieta i Jan Gotab, Mokrsko, Polska); Owoc glogu
(LKAWON - HURT” Nowak sp.j., Gostyn, Polska); Nasiona kozieradki
(,,KAWON — HURT” Nowak sp.j., Gostyn, Polska); MB-Active (UNIPHAR Sp.
z 0.0., Warszawa, Polska); Melisa (Zaklady Farmaceutyczne COLFARM
S.A., Mielec, Polska); Lis¢ migty pieprzowej (,KAWON — HURT” Nowak
sp.j., Gostyn, Polska); Lis¢ mitorzebu (Casablanca, Dlugol¢ka, Polska); Li§¢
rozmarynu (L, KAWON - HURT” Nowak sp.j., Gostyn, Polska). Tabletki
rozdrobniono, a nastgpnie dodano do nich wode¢ destylowana w ilosci 5:1
(objetos¢/masa) 1 poddano homogenizacji przy uzyciu ultradzwickdéw. Ziota
sypkie przygotowano zgodnie z zaleceniami producentow.

Sposéb przygotowania kozieradki: 3 tyzki mielonych nasion zalano
2 szklankami wody, gotowano przez 5 minut, odstawiono pod przykryciem na
30 minut, przecedzono. Przygotowanie lisci rozmarynu: 1 ptaska tyzke (2 g) lisci
rozmarynu zalano 1 szklankg (250 ml) wrzacej wody, parzono pod przykryciem
przez 20 minut, przecedzono. Lis¢ milorzebu japonskiego: 1 tyzke
rozdrobnionych li§ci zalano 1 szklankg wrzacej wody; odstawiono na 30 minut,
przecedzono. Kwiatostan glogu: 1 torebke umieszczono w termosie, zalano
2 szklanki wrzacej wody 1 odstawiono na 20 minut. Owoc glogu: 1 ptaska
tyzeczke (2 g) suszonych owocow zalano jedng szklanka (250 ml) wrzacej
wody, pozostawiono na 15 minut pod przykryciem, przecedzono. Li§¢ miety
pieprzowej przygotowano w nastgpujacy sposob: 1 saszetke zalano 1 szklanka
(250 ml) wrzacej wody, parzono pod przykryciem przez 10 minut.

Badaniu poddano nadsacz z ziot. KYNA izolowano na zywicy
jonowymiennej Dowex 50. Oznaczenie ilosciowe przeprowadzono za pomoca
chromatografii cieczowej (Dionex HPLC system, kolumna ESA catecholamine
HR-80, 3 um, C;g reverse-phase) z detekcja fluorometryczng (wzbudzenie
344 nm; emisja 398 nm). Wyznaczono S$rednig arytmetyczng i odchylenie
standardowe wartosci $redniej (SEM). Obliczono zawartos¢ KYNA w suple-
mentach i1 ziotach oraz oszacowano ilos¢ KYNA w maksymalnej dawce
dobowej tych preparatow. Maksymalng dawke¢ dobowa przyjeto wedtug zalecen
producenta.
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3. Wyniki

Wykazano obecno$¢ KYNA we wszystkich zbadanych probkach. W ziotach
najwyzszg zawarto§¢ KYNA w przeliczeniu na 1 g stwierdzono w nasionach
kozieradki (15,41 pg), kwiatostanie gtogu (6,60 pg) i w liSciu migty pieprzowe;j
(6,50 ng). Mniej KYNA wykazano w lisciu mitorzgbu japonskiego (3,02 ug)
i owocu glogu (0,41 pg). Najmniejsza zawarto§¢ KYNA stwierdzono w lisciu
rozmarynu [Tab. 1].

W suplementach ziolowych w postaci tabletek najwicksza ilos¢ KYNA
w przeliczeniu na 1 tabletke zawieraty: melisa (9,87 ng) i gtog (1,65 pg),
najmniej w Active zen-szen (0,09 png) i MB-Active (0,02 pg) [Tab. 2].

W przeliczeniu na dawke dobowa najwigcej KYNA zawieraly nasiona
kozieradki (61,6 pg/dobe). Ziotami z duzg zawartosciag KYNA sg takze
kwiatostan gtogu (19,8 pg/dobe) oraz lis¢ micty pieprzowej (19,5 pg/dobe)
[Tab. 1]. Najnizsze wartosci KYNA oznaczono w suplemencie MB-Active (0,05
ug/dobe) oraz Active zen-Szen Multi Tabs (0,09 pg/dobe) [Tab. 2].

3.1. Tabele

Tabela 1. Zawarto§¢ KYNA w preparatach ziotowych

Nazwa preparatu ziotowego Ilo$¢ KYNA Maksymalna dawka dobowa
[ng/g] [ung]

Nasiona kozieradki 15,41 +0,81 61,64

Kwiatostan glogu 6,60 £ 0,44 19,80

Li$¢ miety pieprzowej 6,50 + 0,20 19,50

Li$¢ mitorzegbu japonskiego 3,02+0,17 9,07

Owoc glogu 0,41 +0,03 2,48

Li$¢ rozmarynu 0,06 + 0,02 0,11

Zr6dto: Opracowanie whasne

Tabela 2. Zawarto$¢ KYNA w suplementach diety w postaci tabletek

Nazwa suplementu diety Tlo$¢ KYNA [pg/tabl] Maksymalna dawka dobowa
[ng]

Melisa 9,87 +0,43 8,90

Glog 1,65 0,07 1,00

Active zen-szen 0,09 £0,01 0,09

MB-Active 0,02 +0,01 0,05

Zr6dto: Opracowanie whasne

4. Omoéwienie wynikow

KYNA jest substancja endogenng powstajaca z tryptofanu. Jest on obecny
zarbwno w mozgu, jak rowniez na obwodzie [11]. Stezenie KYNA w ptynie
moézgowo-rdzeniowym jest bardzo niskie i waha si¢ miedzy 0,001-0,032 uM [11].
Istniejg doniesienia naukowe sugerujace, ze KYNA bierze udzial w patogenezie
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choréb neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Alzheimera, choroba
Parkinsona, choroba Huntingtona, padaczka, depresja, czy schizofrenia. Wzrost
stezenia KYNA w plynie mozgowo-rdzeniowym obserwuje si¢ u pacjentow
zchoroba Alzheimera oraz z zespotem Downa, natomiast w chorobie
Huntingtona, schizofrenii i anoreksji wykazano obnizenie poziomu KYNA [12-
14]. Na obwodzie KYNA jest agonistg receptora GPR35, ktory wystepuje przede
wszystkim na komoérkach uktadu odpornosciowego oraz w przewodzie
pokarmowym [15]. Opisano takze dziatanie antyproliferacyjne, przeciwzapalne
oraz zdolno$¢ KYNA do przeciwdziatania wptywowi wolnych rodnikow [16-19].

Za pamig¢¢ odpowiedzialnych jest wiele struktur anatomicznych mozgu,
m.in. kora moézgu, hipokamp, ciato migdatowate, jadro ogoniaste [20]. Uwaza
si¢, ze na poziomie molekularnym istotne sa zmiany synaptyczne, ktore
oddziatuja wzmacniajac lub ostabiajac wplyw neuronéw na siebie w obrebie
petli aktywnoSci mozgowej. Zardwno procesy wzmagajgce sprawnosc
przewodnictwa synaptycznego LTP (Long-term Potentiation), jak i ostabienie
przewodnictwa LTD (Long-term Depression) sa uwazane za przyczyne
zdolnosci mozgu do odrdzniania nowo otrzymanych przez neurony sygnatow
i kodowania ich w postaci $ladow pamieciowych. Zjawisko LTP jest
w decydujacym stopniu zalezne od aktywacji receptorow glutaminianergicznych
dla kwasu N-metylo-D-asparaginowego (NMDA) [21,22]. Poniewaz KYNA jest
antagonistg receptoréw glutaminianergicznych dzialajacym szczego6lnie silnie na
receptory NMDA [23], moze on wplywa¢ na komponenty uczestniczgce
W powstawaniu procesOw pami¢ci zwigzane z tym receptorem.

KYNA zostal wykryty we wszystkich badanych probkach. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze zawarto$¢ KYNA w ziotach i suplementach diety poprawiajgcych
pamigé jest bardzo zréznicowana. W zbadanej probie 10 preparatow rdznica
miedzy najwicksza i najmniejsza iloscia KYNA w dawce dobowej, odpo-
wiednio, nasion kozieradki i preparacie MB-Active, wyniosta ponad 1000 Xx.
Wszystkie zbadane preparaty podawane sg drogg doustng. Wykazano, ze KYNA
jest tatwo przyswajalny z przewodu pokarmowego [24]. Dlatego nalezy
zaktada¢, ze KYNA zawarty w suplementach i ziotach ,,poprawiajacych pamie¢”
moze zosta¢ wchtoniety z przewodu pokarmowego. Dyskusyjna pozostaje
kwestia przenikania KYNA z krwi do mézgu. Istniejg dane wskazujace na to, ze
KYNA nie przenika przez barier¢ krew-moézg lub moze to czyni¢ w bardzo
ograniczonym zakresie [25,26]. Z drugiej strony sg publikacje, ktore wskazuja
na wystepowanie dziatania osrodkowego po obwodowym podaniu KYNA [27].
Nalezy podkresli¢, ze zawartos¢ KYNA stwierdzona w nasionach kozieradki
W porownaniu z innymi ziolami jest bardzo wysoka. Ws$rod dotychczas
opisanych zi6t najwigksze stezenie wykazano w liSciu migty, brzozy i pokrzywy
[11]. Gdyby KYNA dobrze przenikal do osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN), to nalezatoby oczekiwa¢ hamujgcego dzialania tej substancji poprzez
receptory glutaminianergiczne NMDA. Nalezatoby rowniez oczekiwac
zahamowania procesOw uczenia si¢ i zapamigtywania. Tymczasem tradycyjne
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zastosowanie oparte na wieloletniej obserwacji wskazuje, ze kozieradka wptywa
odwrotnie, korzystnie, na procesy pamigci i myslenia. W zwigzku z tym wydaje
si¢, ze KYNA zawarty w preparatach poprawiajacych pamiec¢ nie przenika do
mozgu w wystarczajgco duzej ilosci.

Nalezy rozwazy¢ takze inng mozliwos¢ oddzialywania KYNA na procesy
zachodzace w OUN. Opisano, ze poza dziataniem na receptory glutami-
nianergiczne, wplywa takze na receptory GPR35 [15]. Receptory te wystepuja
przede wszystkim na komoérkach uktadu odporno$ciowego oraz w przewodzie
pokarmowym. Najnowsze prace naukowe pokazujg, ze KYNA ma dziatanie
przeciwwrzodowe, przeciwzapalne i tagodzi nadmierne skurcze jelit [16, 28,
29]. Ponadto stwierdzono, Zze ma dziatanie immunomodulujace [30]. Nie mozna
wykluczy¢, ze pozytywny wplyw na procesy myslenia jest wynikiem
korzystnego dziatania KYNA na funkcjonowanie narzadow wewngtrznych.
Znane sa leki, ktore nie wykazuja bezposredniego dziatania osrodkowego, ale
wplywajg na ukrwienie i utlenowanie moézgu [31]. Gdyby podobne byto
dziatanie obwodowe KYNA, nalezaloby rozwazy¢ potrzebg zwigkszenia jego
zawarto$ci w preparatach poprawiajacych pamigc.
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Zawarto$¢ kwasu kynureninowego w preparatach ziotowych
poprawiajacych pamieé

Streszczenie

Na przestrzeni wickéw poszukiwano ziot, ktore wplywaja na lepsza koncentracje, poprawiaja
zdolno$ci intelektualne oraz procesy pamigciowe. Wspodtczesnie preparaty ziotowe i suplementy
diety ,,poprawiajace pamiec” ciesza si¢ duza popularnosciag. Jednym ze sktadnikow, ktory
wystepuje w ziotach jest kwas kynureninowy (KYNA). Jest on antagonista receptorow
glutaminianergicznych oraz nikotynowego receptora o7. Oba te receptory odgrywaja istotna rolg
W neuroprzekaznictwie i plastycznosci mozgu. Istnieja doniesienia naukowe sugerujace, ze KYNA
ma niekorzystny wptyw na procesy uczenia si¢ i pamigci. W zwiazku z tym celem pracy byto
zbadanie obecnosci i stezenia KYNA w popularnych preparatach ziotlowych stosowanych w celu
poprawy proceséw pamieci. Do badan wybrano 10 zi6t i suplementow diety. Wszystkie preparaty
ziotowe zostaly przygotowane zgodnie z instrukcja podana przez producentow. Badaniu poddano
wyciag z ziot. KYNA izolowano na zywicy jonowymiennej Dowex 50. Oznaczenie ilosciowe
przeprowadzono za pomoca chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja fluorometryczna. KYNA
zostal wykryty we wszystkich badanych produktach. Najwiccej KYNA w przeliczeniu na
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maksymalne dobowe spozycie zawieraly nasiona kozieradki (61,6 ng/dobg). Ziotami z duza
zawarto$cia KYNA sg takze kwiatostan glogu (19,8 pg/dobe) oraz lis¢ migty pieprzowej (19,5
ng/dobeg). Najmniej KYNA zawieraja suplementy diety MB-Active (0,05 pg/dobg) oraz Active
zen-szen Multi Tabs (0,09 ng/dobg). We wezesniejszych pracach udowodniono, ze KYNA bardzo
dobrze wchiania si¢ z przewodu pokarmowego, jednak w warunkach fizjologicznych stabo
przenika przez bariere¢ krew-mozg. Wydaje sie, ze KYNA wplywajac na funkcjonowanie
narzadow obwodowych moze posrednio korzystnie oddziatywaé na sprawno$¢ uktadu nerwowego.
Dlatego nalezy rozwazy¢ potrzebe zwigkszenia zawartosci KYNA w popularnych suplementach
diety ,,poprawiajacych pamigc”.

Stowa kluczowe: kwas kynureninowy, ziota, pami¢c¢

Content of kynurenic acid in herbal preparations used for memory
improvement

People have tried to develop new pathways for learning and improve memory for ages. There are
lots of herbs which help humans concentrate better. One of the ingredients in herbal preparations is
kynurenic acid (KYNA). It is an antagonist of glutamatergic N-methyl-D-aspartate and nicotinic
a7 receptors. Inhibition of these receptors may impair learning and memory. Therefore, the aim of
the study was to assess the presence and compare the content of KYNA in popular dietary
supplements and herbal preparations used for memory improvement. 10 medical herbs and
supplements were chosen. All herbs were prepared according to manufacturers’ directions. KYNA
level was determined by means of the high-performance liquid chromatography with fluorescence
detection. KYNA was found in all investigated products. The highest amount of KYNA in
a maximum daily dose appeared in Trigonella foenum-graecum L. (61.6 pg), whereas the lowest
content of KYNA was detected in MB-Active (0.05 pg) and Active Zen-szefn Multi Tabs (0.09 pg).
Previous studies suggest that KYNA possesses therapeutic potential, especially in the digestive
system, however it does not cross blood-brain barrier. Nevertheless, KYNA included in various
preparations which may influence the peripheral tissues might indirectly influence the activity of
the nervous system. Therefore, the increase of KYNA content in dietary supplements for brain
memory and mind should be considered.

Key words: kynurenic acid, herbs, memory
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