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Szanowni Panstwo,
Kolezanki i Koledzy,
Drodzy Czytelnicy

Witam w kolejnym zeszycie Farmaceutycznego Prze-
gladu Naukowego. W biezacym numerze, obok szerokiego
jak zawsze wachlarza prac z zakresu roznych specjalnosci
nauk farmaceutycznych i innych dziedzin nauk biomedycz-
nych, prac reprezentujacych zaprzyjaznione (czyli wszyst-
kie w Polsce) osrodki naukowe, zamieszczamy zapowiedz
o kolejnym, migdzynarodowym, znaczacym wydarzeniu
o charakterze naukowym i edukacyjnym. Przedsigwzigciem
tym jest coroczna Konferencja Europejskiego Stowarzysze-
nia Wydziatéw Farmaceutycznych (EAFP — European Asso-
ciation of Faculties of Pharmacy), ktéra w biezacym roku
odbedzie si¢ w Oslo, w dniach 18. — 20. czerwca.

Na zamieszczenie komunikatu o wspomnianej wyzej
Konferencji w naszym czasopismie uzyskatam zgode¢ Pani
Profesor Karen Marie Ulshagen, Przewodniczacej Komitetu
Organizacyjnego i Cztonka Komitetu Naukowego Konfe-
rencji, a jednoczesnie Czlonka Komitetu Wykonawczego
EAFP i zarazem Dziekana Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu w Oslo. Pani Profesor wyrazita zadowolenie,
iz Farmaceutyczny Przeglad Naukowy rozpropaguje ideg
biezacej Konferenciji, stajac si¢ jednoczes$nie doskonala plat-
forma przekazania polskim farmaceutom informacji o tym
znaczacym w $wiecie europejskiej farmacji wydarzeniu.

Warto wspomnie€, iz nasze Wydzialy Farmaceutyczne
— cho¢ nie wszystkie, naleza do EAFP. Corocznie, od wielu
lat, Polska reprezentowana jest na kolejnych konferencjach
tego Stowarzyszenia. Uczestnictwo to przektada si¢ na pro-
mowanie naszych Uczelni na forum europejskim, pozwala
pozna¢ osiagnigcia zagranicznych Wydziatow Farmaceu-
tycznych, umozliwiajac takze wdrazanie nowoczesnych
procedur w zakresie edukacji i zapewniania jako$ci ksztal-

cenia, nie tylko w zakresie szkolenia przeddyplomowego.
Tegoroczna bowiem Konferencja pod nazwa New issues in
postgraduate / post-registration pharmacy education, po-
$wigcona jest wlasnie szeroko rozumianemu szkoleniu po-
dyplomowemu, obejmujacemu jak wiadomo nie tylko szko-
lenia ciagtle, lecz takze i specjalizacyjne czy tez — i studia III
stopnia, czyli studia doktoranckie.

Zapraszam serdecznie do lektury naszego biezacego nu-
meru Farmaceutycznego Przeglqdu Naukowego.

W zeszycie tym, wzorem poprzedniego, znajdzie si¢
kolejna praca angloj¢zyczna. Wraz z urozmaicaniem oferty
przedktadanych w naszym czasopismie artykutéw, zabie-
gamy o uczestnictwo w Konsultacyjnej Radzie Naukowej
Profesor6w z zagranicy, co w efekcie zbliza¢ bedzie FPN do
czasopisma o mi¢gdzynarodowym charakterze.

Szanowni Panstwo, Drodzy Autorzy. Z niestabnaca ener-
gia zapraszam do nadsylania prac do FPN, bowiem dzig-
ki nim nie tylko budujemy przyszto$¢ naszego wspolnego
czasopisma, ale dajemy szansg catemu srodowisku poznania
tak cennych Panstwa osiagni¢¢ i dokonan.

Szanowni Panstwo, Drodzy Czytelnicy. Goraco zapra-
szam do lektury biezacego i nast¢pnych numeréw czaso-
pisma, bowiem pozwoli to Panstwu na poglebienie swojej
wiedzy, stajac sig¢ takze inspiracja do zaprezentowania wita-
snych dokonan na tamach tak przyjaznej i dla wszystkich
otwartej platformy jaka jest nasz FPN.

Zyczac wielu stonecznych dni, rozéwietlonych dodatko-
wo naukowymi — i wszelkimi innymi sukcesami, pozostaj¢
Z wyrazami ogromnej sympatii,

Redaktor Naczelny
Prof. dr hab. n. med. Krystyna Olczyk
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Welcome to the yearly meeting of the European Association of Faculties of
Pharmacy in Oslo, 18t to 20th June, 2009

The School of Pharmacy at the University of Oslo and the European Association of Faculties of Pharmacy
(EAFP) are delighted to invite you to the annual EAFP conference on pharmaceutical education in Oslo,
Norway from 18" to 20" June, 20009.

Earlier congresses have mainly focused on different aspects of the master degree in pharmacy (Bologna
first and second cycle). The developmentof the pharmaceutical field however calls for further education
and specialization beyond the master level. In Europe there are as many ways to pursue this challengeas
there are national states. In the Bologna framework the Ph.D. degree is the only formal framework for
postgraduate education (third cycle). The educational needs for pharmacists to be able to practice as
specialists in various fields do not always fit into the Ph.D.-programs. We have a need for a more
diversified tool-box. Currently this includes continuingprofessional education (CPD), internships, master on
master degrees, industrial Ph.D.s and many other options. Some fit into the Bologna system and some do
not. Duringthe congress we will look closer into the different challengeswe face regardingeducation after
the Bolognasecond cycle level, and we will present how European countries meet the challenges.

Faculty members, pharmacy students and members of pharmaceutical institutions are welcome to
participate in the conference. You are all invited to present posters on pharmaceutical postgraduate/post
registration education and CPD, and some posters will be invited for oral presentation during the
symposium.

Oslo is the capital of Norway. It is situated between the Oslo fiord and the green hills surroundingthe city.
The congress will take place during midsummer time when there is daylight all night. Do not miss this
unique opportunity to discuss and develop pharmaceutical education in Europe while enjoying the bright
Nordic summer nightswith colleaguesand friends. We heartily welcomeyou to Oslo.

Karen Marie Ulshagen
Director, School of Pharmacy, University of Oslo

EAFP executive Committee/
Scientific Committee

Organizing Committee

Marius Bergh

Tom Caspersen

Tor Gjgen
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Jan Karlsen
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Per Helge Tusvik
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New Issues in Postgraduate / post registration Pharmacy Education

Final program

Thursday 18th June 2009

13:00 - 15:00

15:00 - 15:45

15:45 - 18:15

Registrationand poster set-up

Openingceremony
Jeffrey Atkinson, Karen Ulshagen, IngaBostad (Vice rector, UiO)

News on the PHARMINE consortium
Jeffrey Atkinson

Continuingeducation, ContinuingProfessional Development (CPD)
and Life LongLearing (LLL)

Moderators: Mette Sollihagen Hauge and Giuseppe Ronsisvalle

15:45 - 16:00 Introduction

16:00-16:45

16:45-17:15

17:15-17:30

17:30-17:45

17:45-18:15

18:45 X20:30

Continuingeducationfor pharmacists— from a health authority

perspective
Maria Linetti, Director, Continuingeducationfor pharmacists, Italian Ministry of Health

Continuingeducationfor communitypharmacistsin Denmark

- the case of Master of drugmanagement
Birthe Sendergaard,Associate Professor, Faculty of PharmaceuticalSciences,
University of Copenhagen

Coffee break

Continuingpharmaceuticaleducationand certificate programsin

pharmacy- The US experience
Mike Rouse, Assistant Executive Director, International and Professional Affairs,
US AccreditationCouncilfor Pharmacy Education

Selected short presentations on Continuingeducation, CPDand LLL
Selected from submittedabstracts

Reception, Town Hall




Friday 19th June 2009

09:00 - 09:25

09:25- 12:00

09:25-09:50

09:50-10:15

10:15-10:40

10:40-11:10

11:10-12:00

12:00 - 13:00

13:00 - 14:00

Legal framework for postgraduate educationin the EU — Tension
between European standardization and the needs of the sectoral

professions
Berit Karseth, Professor of Social Sciences, University of Oslo
Moderator: Karen Ulshagen

Postgraduate pharmacy education to meet the needs of industry.
(Joint symposiumwith PHARMINE Work Program 5: Competency

curriculum for industrial pharmacy)
Moderators: Bart Rombaut, Jane Nicholson

Future specializationfor pharmacistsin industry
Jane Nicholson, Executive Director European Industrial Pharmacists Group

Innovativemedicinesinitiative, safety sciences curricula
Daan Crommelin, Scientific Director, Dutch Top Institute Pharma

New roles for industrial pharmacists within the economicframework of

health care
Inger Nasman, Director, LIF - the research-based pharmaceuticalindustry in Sweden

Coffee break & poster session

Selected short presentationson postgraduateeducationin industrial

pharmacy
Selected from submitted abstracts

Lunch

EAFP General assembly Elections
Jeffrey Atkinson, Jose Morais

Friday 19™ June 2009 continues...



... Friday 1 9™ June 2009 continues

14:00 - 16:45

14:00-14:25

14:25-14:50

14:50-15:15

15:15-15:45

15:45-16:45

16:45 - 17:00

19:00 - 23:00

Postgraduate pharmacy education to meet the needs of clinical
pharmacy in hospital and community pharmacy
(Joint symposiumwith PHARMINEWork Program 4: Competency

curriculumfor clinical and hospital pharmacy)
Moderators: lan Bates, Antonio Melo Gouveia

Hospital and clinical pharmacist, present and future roles.
AnténioMelo Gouveia, Director PharmaceuticalService,
National Oncologylnstitute — Lisbon

Future specializationin clinical pharmacy.
Frank Jergensen, President, European Society of Clinical Pharmacy

Postgraduateeducationin clinical pharmacy- from specializationled
by professional organizationsto an academicdegree within the

Bolognaframework.
Espen Molden, Professor, School of Pharmacy, University of Oslo

Coffee break and poster session

Selected short presentations on postgraduateeducationin clinicaland

hospital pharmacy
Selected from submitted abstracts

Closingof EAFP conference
Jeffrey Atkinson, Karen Ulshagen

Social event, Fjord cruise with dinner

Saturday 20th June 2009 Meeting of the PHARMINE consortium

09:00 - 13:00

13:00

PHARMINE

Moderators: Jeffrey Atkinson, Bart Rombaut
http://www.pharmine.org

Lunch



Abstract submission guidelines

Abstract submission deadline:
1st April, 2009

Call for papers:

Papers to be presented (poster presentations or oral) are invited on the topic of pharmacyeducation. This
year, participantsare particularly invited to submit papers on postgraduate/post-registrationpharmacy
education (above the Bologna2™ cycle level):

« Ph.D. programsin pharmacy

« Specializationprograms

+ Master on Master programs

«  ContinuingProfessional Development/LifeLongLearning

Please send your abstract (Microsoft Word format only) by e-mail to:
EAFP-abstracts@farmasi.uio.no

Please indicate in the main body of your e-mail whether you would prefer a talk or poster presentation.
Publication of abstracts:

+ Followingpeer review, abstracts will be publishedin the electronicjournal Pharmacy Education
Authors may be asked to edit their abstracts accordingto any conditionsset by the scientific panel.
The Scientific panel decisionis final.

Social events

Reception, Town Hall

The Mayor of Oslo has invited us to a receptionand guided
tour in the Town Hall with drinks and lightfood included.
Oslo Town Hall (Oslo Radhus) is situated near the fjord, and
the nearest metro station (T-bane) is “Nationaltheatret”.

Fjord cruise with dinner

S/S Johanna, whichwas builtin 1892, will take us onboardfor
a fjord cruise with shellfish and wine included. The ship has
been restored and has the capacity to serve 130 guests
indoors or outdoors, while sightseeingthe Oslo fjord.
http://www.nyc.no/johanna.html




Registration fee

Full registration: ca. 350 €

On site registration: ca. 400 €

EAFP delegate: ca. 300 € (all delegatesfrom an affiliated faculty)

Students: ca. 100 €  (EAFPto cover2 airline tickets for EPSA delegates)
Accompanyingperson: ca. 50 €

Registration form (for the conference, events and hotel booking)
http://mm.event123.no/EAFP/09/

Nlap Of OS|O and University of Oslo (Blindern)
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Oslo
The Capital of Norway

Transportation
Oslo Lufthavn - Gardermoen (OSL) is located 50 km north of Oslo
(http://www.osl.no/en/osl)

Connectionsbetween Oslo Lufthavnand Oslo city center

- by SAS flybussen (shuttle bus) to/from Oslo bussterminal: 43 minutes
(http://www flybussen.no/index.asp?lang=ENG)

- by train (local or Flytog)to/from Oslo S (Oslo Sentralstasjon/Jernbanetorget)
(http://www.nsb.no/?lang=en_US; http://www.flytoget.no/eng/)

Connectionsbetween Oslo city center and Blindern (Universitetet i Oslo)

- by metro/subway (T-bane): line 3, 4 or 5: ca. 8 minutes

- by tram (trikk): line 17 or 18: ca. 17 minutes
(http://ruter.no/Rutetilbud/)

Tourist Information
visit Oslo (http://www.visitoslo.com/en/)
Visit Norway.com (http://www.visitnorway.com/en/)

Farmasaytiskinstitutt, UiO
Sem Szlandsvei3, Oslo

Postboks 1068 Blindern
N-0316 Oslo - Norway

Phone: +4722 85 65 85
http://www.farmasi.uio.no

This is Oslo
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ILOSCIOWA OCENA mRNA TGFB1 | JEGO RECEPTOROW
W KWALIFIKACJI CHORYCH Z PRZEWLEKELYM ZAPALENIEM
WATROBY TYPU B DO LECZENIA INTERFERONEM o

QUANTITATIVE ANALYSIS OF TGF31 mRNA AND ITS RECEPTORS
IN THE QUALIFICATION OF PATIENTS WITH CHRONIC HEPATITIS B

FOR THE INTERFERON o TREATMENT

Barbara Strzatka-Mrozik

Katedra i Zaktad Biologii Molekularnej Wydziatu Farmaceutycznego i Oddziatu Medycyny Laboratoryjnej,

Slaski Uniwersytet Medyczny

Kierownik Katedry i Zaktadu Biologii Molekularnej: Dr hab. n. med. Urszula Mazurek

Streszczenie

Transformujacy czynnik wzrostu B - to plejotropowa
cytokina odgrywajaca istotna rol¢ w regulacji wzrostu,
r6znicowania lub apoptozy komodrek. Celem pracy byto
wyznaczenie profilu ekspresji genow TGF1 i jego re-
ceptorow TPRI, TPRII, TRRIII w monojadrzastych ko-
moérkach krwi obwodowej (PBMC) u chorych z prze-
wlektym zapaleniem watroby typu B. Liczbeg czasteczek
mRNA badanych genéw wyznaczono technika QRT-
PCR czasie rzeczywistym. Stwierdzono znamienne
statystycznie roznice w ekspresji mRNA TGFB1, TPRI
i TBRII u chorych na pwzw typu B w pordwnaniu
z grupa kontrolna. Zaobserwowano réwniez wystgpo-
wanie korelacji pomigdzy iloscia mRNA TGFp1 i jego
receptorow TPRI, TBRII u chorych kwalifikowanych do
leczenia. Aktywno$¢ transkrypcyjna TGFB1 w PBMC
u chorych kwalifikowanych do leczenia interferonem o
moze stanowi¢ dodatkowy marker w ocenie stopnia ak-
tywnosci zapalnej w watrobie.

Stowa kluczowe: przewlekte zapalenie watroby typu B,
wloknienie watroby, TGFB1 mRNA, receptory TGFp,
QRT-PCR

Wstep

Zakazenie wirusem zapalenia watroby typu B (HBV)
pozostaje stale jedna z najczestszych przyczyn przewlektych
choréb watroby. Chociaz szeroko wprowadzane programy
profilaktyki czynnej wyraznie zmniejszyly liczb¢ nowych
zachorowan, to jednak w skali globalnej problem przewle-
ktego zakazenia wirusem zapalenia watroby typu B (pwzw
typu B) dotyczy okoto 350-400 milionéw osdb i jest jednym
z glownych probleméw zdrowia publicznego [1-3].

Czestos¢ wystgpowania zakazenia HBV, powazne kon-
sekwencje dla zdrowia i zycia chorego wynikajace z nie-

Summary

Transforming growth factor B is a multifunctional cy-
tokine, has wide biological actions including growth,
differentiation, and cell apoptosis. The aim of this study
was to investigate the expression of TGFf1, and their re-
ceptors TPRI, TPRIL, TPRIII E genes in peripheral blood
mononuclear cells taken from patients with chronic hep-
atitis B and from the individuals in the control group.
Transcriptional activity of studied genes was estimated
by the use of real time QRT-PCR technique. The ex-
pression of TGFB1, TBRI and TPRII genes was signifi-
cantly higher in the group of patients with chronic virus
hepatitis B compared with controls. Additionally, strong
correlation between expression of TGFp1gene and their
receptors TBRI, TPRII in patients with chronic hepatitis
B was determined.

The transcriptional activity of TGFB1 in PBMC may be
a useful marker for differentiating patients treated with
a-interferon who had differ a degree of inflammatory ac-
tivity in liver.

Keywords: chronic hepatitis B, liver fibrosis,TGFp1
mRNA, TGFp receptors, QRT-PCR

wydolno$ci watroby oraz mozliwosci rozwoju raka watroby
[4] powoduja poszukiwanie skutecznych procedur terapeu-
tycznych oraz czynnikow diagnostyczno-prognostycznych
umozliwiajacych wlasciwa kwalifikacj¢ chorych do lecze-
nia i indywidualizacj¢ metod stosowanej terapii.

Obecnie programy badawcze dotyczace patogenezy
przewlektego wirusowego zapalenia watroby skupiaja si¢
wokot szeregu cytokin bioracych udziat w tym procesie,
probujac wyjasnic ich rolg, mechanizm dziatania i kierunek
zmian, do ktérych prowadza. Sposréd czynnikow wzrosto-
wych udowodnione znaczenie w tych procesach ma m. in.
transformujacy czynnik wzrostu B1 (TGFp1) [5].

13
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Parametr n=42
Pte¢ (K/M) 14/28
Wiek (lata) 45,9
Stopien widknienia (F2/F3) 36/6
Stopien aktywnosci zapalnej (A2-A4) 22-15-5
ALAT [IU/L] 114,0
AspAT [IU/L] 77,0
bilirubina [mg/dl] 0,85
GGTP [IU/L] 22,0

Tabela I. Charakterystyka chorych z przewlektym wirusowym
zapaleniem watroby typu B

TGFB1 odgrywa istotna rol¢ w procesach widknienia
[6], transformacji nowotworowej i przerzutowania [7] oraz
w procesach angiogenezy [8]. W pisSmiennictwie spotyka
si¢ informacje o zalezno$ci pomigdzy stopniem ekspresji
w tkance watrobowej genu kodujacego TGFf1, a stezeniem
biatka TGFB1 w osoczu [7, 9], brak natomiast danych na
temat korelacji pomigdzy iloscia mRNA TGFB1 w krwi ob-
wodowej a stopniem zaawansowania wtoknienia i dynami-
ka zmian zapalnych w watrobie.

Biorac pod uwagg, ze cytokiny dzialaja miejscowo -au-
tokrynnie, pobudzajac swoiste receptory na komorkach ma-
cierzystych, cennych informacji o stanie chorego moze do-
starczy¢ ilosciowa ocena mRNA TGFf1 i jego receptoréw
w zmianach zapalnych watroby [10, 11].

Celem pracy byto wyznaczenie profilu ekspresji genow
kodujacych TGFf1 i jego receptory TPRI, TPRII, TRRIII
oraz ocena relacji ilosciowych pomigdzy analizowanymi
transkryptami we krwi obwodowej u chorych na przewlekle
wirusowe zapalenie watroby typu B kwalifikowanych do le-
czenia interferonem.

Materiat i metody

Badaniami objgto grupg 42 chorych (14 kobiet i 28 me¢z-
czyzn), Sredni wiek 45 lat, z rozpoznaniem przewleklego
wirusowego zapalenia watroby typu B kwalifikowanych
do leczenia interferonem a (Tabela I). Wszyscy chorzy byli
wstepnie hospitalizowani w Klinice Chordb Zakaznych w Cho-
rzowie. W zaleznosci od stopnia aktywnos$ci zapalnej w watro-
bie grupe chorych typowanych do leczenia podzielono na dwie
podgrupy: I - grupa (20 os6b) aktywnos¢ zapalna > 3 punkty,
IT - grupa (22 osoby) aktywnos¢ zapalna <3 punkty w cztero-
punktowej skali Scheuera [12] w modyfikacji Gabriela [13].

U chorych z pwzw typu B kryteria wlaczenia do badan
byty nastgpujace:

e okres obserwacji dtuzszy niz 6 miesigcy od momentu

wykrycia zakazenia,

e potwierdzenie histopatologicznie zmian zapalnych
w bioptacie watroby (zmiany o nasileniu wigkszym
niz przewlekte minimalne zapalenie watroby, stopien
wldknienia F2-F3),

e podwyzszona co najmniej dwukrotnie i nie wigcej
niz pigciokrotnie w stosunku do normy aktywnosc
aminotransferaz (ALAT, AspAT) we krwi, stwier-
dzona co najmniej trzykrotnie w ciggu potrocznego
okresu obserwacji,

e obecnos¢ antygenu HBe w surowicy oraz potwier-
dzenie obecnosci DNA HBV we krwi.
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Kryteria wylaczenia chorych obejmowaly: niewyréwna-
na marsko$¢ watroby, niewyrownang cukrzycg, niewyrow-
nana czynnosc tarczycy, niewydolnos$¢ nerek, niewydolno$é
krazenia, cigzka depresj¢, choroby autoimmunologiczne,
reumatoidalne, wspolwystgpowanie zakazenia HCV, nad-
uzywanie alkoholu lub narkotykéw. U chorych tych w ciagu
ostatniego roku nie stosowano leczenia przeciwwirusowego,
immunomodulujacego lub terapii glikokortykosterydami.

U wszystkich chorych przed rozpoczgciem leczenia,
wykonano badania biochemicznych wyktadnikéw funk-
cji watroby (poziom bilirubiny, aktywnos¢ ALAT, AspAT,
GGTP), badanie w kierunku anty-HCV oraz oligobiopsj¢
watroby wykorzystujac zestaw Hepafix® (Braun Melsungen
AG, Melsungen, Germany).

Grupg kontrolna stanowito 30 zdrowych ochotnikow (12
kobiet 1 18 mgzczyzn; $redni wiek 39 lat) z prawidtowymi
warto$ciami badan biochemicznych, takich jak: aktywno$é
aminotransferaz, fosfatazy zasadowej, GGTP, prawidlowe
stezenie bilirubiny, glukozy, mocznika oraz kreatyniny we
krwi. U 0s6b tych nie stwierdzono obecnos$ci antygenu HBe
w badaniach serologicznych oraz nie potwierdzono obecno-
sci HBV DNA i HCV RNA we krwi. Przeprowadzono row-
niez badanie czynnosci tarczycy (stezenie TSH i fT4) oraz
badanie ultrasonograficzne jamy brzusznej. Badani ochotni-
cy zostali poinformowani o celu i sposobie przeprowadze-
nia badania oraz podpisali formularz §wiadomej zgody na
uczestnictwo w badaniu.

U wszystkich badanych krew w iloéci ok. 7 ml pobierano
z zyly tokciowej rano o godz. 8 na 0,5 M roztwor EDTA,
pH = 8,0 (125 ml roztworu EDTA na 5 ml krwi; 1,5 mg
EDTA na ml krwi). Jednojadrzaste komorki krwi obwodo-
wej (PBMC) otrzymywano przez wirowanie z uzyciem od-
czynnika Ficoll-Conray (Immunobiological Co., Gumma,
Japan).

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgod¢ Komisji
Bioetycznej przy Slaskiej Akademii Medycznej w Katowi-
cach (NN-013-84/01).

Ekstrakcja kwasu rybonukleinowego

Ekstrakcjg¢ RNA z PBMC przeprowadzono przy uzyciu
zestawu odczynnikow do izolacji catkowitego RNA (Total
RNA Prep Plus Kit, A&A Biotechnology, Gdansk, Polska)
zgodnie z zaleceniami producenta. St¢zenie wyizolowanego
RNA oraz stopien jego czystosci byt oceniany na podstawie
pomiarow spektrofotometrycznych dokonanych na kalku-
latorze DNA/RNA Gene-Quant Pro (Amersham Pharmacia
Biotech AB).

Reakcja QRT-PCR dla mRNA TGFB1
i jego receptorow T@RRI, TRRII, TRRIII

Aktywnos¢ transkrypcyjng badanych genow oceniano
na podstawie analizy kinetyki reakcji RT-PCR z zastoso-
waniem zestawu odczynnikéw SYBR Green Quantitect
RT-PCR Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) oraz detektora
sekwencji Opticon™ DNA Engine Sequence Detector (MJ
Research Inc., Watertown, MA, USA). Wykorzystano se-
kwencje starterow zaprojektowane i opublikowane przez
Strzatka i wsp. [8]. Odwrotna transkrypcj¢ (RT) prowadzo-
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Rycina 1. Przyktadowy elektroforegram przedstawiajacy rozdziat produktéw reakcji QRT
PCR w 6% zelu poliakrylamidowym barwionym solami srebra. Sciezka 1 — marker wiel-
kosci — plazmid pBR 322/Hae llI, $ciezka 2 — amplimer TGFB1 (152 pz), $ciezki 3 i 4 —
amplimer TBRI (201 pz), $ciezki 5 i 6 — amplimer TRRII (139 pz), $ciezki 7 i 8 — amplimer

Analiza statystyczna: Wyniki badan
poddano analizie statystycznej z wykorzy-
staniem licencjonowanej wersji programu
Statistica v.7.1 PL dla poziomu istotnosci
p<0,05. W odniesieniu do badanych cech
wykazano istotne odstgpstwo od rozktadu
normalnego. Istnienie réznic weryfikowa-
no za pomoca testu U Manna-Whitneya
(dla dwoch proéb niezaleznych). Do scha-
rakteryzowania badanych cech, wobec
stosowania metod nieparametrycznych,
zastosowano mediang jako miar¢ Srednia
i odstgp migdzykwartylowy (kwartyl I
i kwartyl III).

Wyniki
Miarg aktywnos$ci transkrypcyjnej ge-

néw kodujacych TGFB1 oraz jego recepto-
ry TBRI, TPRII i TBRIII byta liczba czaste-

TRRIIl (173pz).
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Rycina 2. Profil ekspresji mMRNA TGF-B1 w krwi obwodowej u chorych
na pwzw typu B kwalifikowanych do leczenia interferonem a oraz
u osob zdrowych (kontrola) Poziom istotnosci wyznaczono testem
U Manna-Whitneya. Wysokos$¢ stupka odpowiada wartosci mediany.

no w temperaturze 50°C przez 30 minut, natomiast ampli-
fikacj¢ prowadzono w warunkach temperaturowych: 95°C
przez 15 minut; 50 dwustopniowych cykli: 95°C przez 30
sekund i 60°C przez 60 sekund oraz koncowe wydluzanie
72°C przez 10 minut. Kazda reakcja przeprowadzona byta
w trzech powtorzeniach.

Dla wszystkich prob badanych byta wykonywana réw-
niez reakcja QRT-PCR dla mRNA genu B-aktyny, majaca
potwierdzi¢ natywno$¢ ekstraktu RNA w przypadku ewen-
tualnego braku/inhibicji ekspresji badanych genéw. Specy-
ficznos¢ reakcji RT-PCR potwierdzono technika elektrofo-
rezy w 6% zelu poliakrylamidowym barwionym solami sre-
bra (Rycina 1.) oraz wyznaczeniem temperatury topnienia
produktow PCR.

czek mRNA przeliczona na 1 pg catkowite-
go RNA wyekstrahowanego z 1 ml krwi.

W pierwszym etapie badan oceniono
aktywno$¢ transkrypcyjna genu kodujacego TGFB1 w krwi
obwodowej u chorych na pwzw typu B i u 0s6b zdrowych.
Stwierdzono, zwigkszong ekspresj¢ mRNA TGFB1 w krwi
obwodowej u chorych na pwzw typu B w poréwnaniu
z grupa kontrolna (test U Manna-Whitneya, p <0,001) (Ry-
cina 2).

W dalszej czgsci badan dokonano oceny aktywnosci
transkrypcyjnej genow kodujacych receptory TBRI, TBRII
i TBRIII w krwi obwodowej u chorych na pwzw typu B
kwalifikowanych do leczenia oraz w krwi obwodowej gru-
py kontrolnej. Przecigtnie, liczba kopii mRNA TBRI dla
0s6b HBV dodatnich wynosita 24360,0 czasteczek mRNA/
pug RNA, podczas gdy u os6b zdrowych ekspresja tego genu
byta nizsza (Me = 3967,0 czasteczek mRNA/pug RNA).
W przypadku receptora TPRII aktywnos$¢ transkrypcyj-
na u osob kwalifikowanych do leczenia interferonem byta
znacznie wyzsza (Me = 4002,0 kopii mRNA/pg RNA) niz
w przypadku oséb z grupy kontrolnej (Me = 425,0 czaste-
czek mRNA/ug RNA). Roznice w ekspresji, mRNA TBRI,
i TBRII, w krwi obwodowej u chorych na pwzw typu B
i u osob zdrowych byly znamienne statystycznie (test
U Manna-Whitneya; p <0,05). Nie stwierdzono natomiast
statystycznie istotnej réznicy w ekspresji mRNA recepto-
ra TBRIII w badanych grupach (test U Manna-Whitneya;
p > 0,05) (Rycina 3).

Wyznaczone profile stgzen dla mRNA TGFf1 oraz dla
jego trzech receptorow postuzyty do okreslenia wzajemnych
powiazan pomigdzy nimi u chorych na pwzw typu B kwa-
lifikowanych do leczenia interferonem o (Tabela II). Nale-
zy podkresli¢, ze korelacja ilosci mRNA TGF-B1/ugRNA
i ilosci mRNA receptora TPRII/ugRNA byla korelacja
istotng statystycznie. Wykazano réwniez, istnienie istotnej
statystycznie, ujemnej zaleznoséci pomigdzy iloscia mRNA
TGF-B1/ugRNA 1 iloscia mRNA receptora TRRI/ugRNA.
Nie stwierdzono natomiast statystycznie istotnej korelacji
pomigdzy aktywnoscia transkrypcyjna genu TGF-B1 a ilo-
Scia mRNA TBRIIIL.
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nia watroby (test U Manna-Whit-

neya, p > 0,05). Nie stwierdzono
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réwniez statystycznie istotnych
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oznaczanymi w bioptatach wa-
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cyjna receptorow TPRI, TPRII,
TBRIII (test U Manna-Whitneya,
p > 0,05).
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Rycina 3. Profil ekspresji mRNA receptoréw TRRI, TBRII i TBRIII w krwi obwodowej u chorych na
pwzw typu B kwalifikowanych do leczenia interferonem a oraz u os6b zdrowych (grupa kontrolna)
Poziom istotnosci wyznaczono testem U Manna-Whitneya. Wysoko$¢ stupka odpowiada wartosci
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stgzen genow kodujacych TGFB1
i jego receptory moze by¢ dodat-
kowym zrédtem informacji o zna-
czeniu diagnostycznym, a takze
moze by¢ podstawa do prognozo-
wania dalszego przebiegu infekcji
HBYV oraz wlasciwej kwalifikacji
do leczenia.

<3
Aktywnos¢ zapalna

Biopsja  watroby  nalezy
do standardéw diagnostycznych

Rycina 4. Aktywnos¢ transkrypcyjna TGF-B1 w krwi obwodowej u chorych na pwzw typu B kwa-
lifikowanych do leczenia interferonem a z watrobowg aktywnoscig zapalng mniejsza od 3 oraz
wiekszg lub rowng 3 punkty w czteropunktowej skali Scheuera. Poziom istotnosci wyznaczono te-
stem U Manna-Whitneya. Wysokos$¢ stupka odpowiada wartosci mediany, a zaznaczony przedziat

rozstepowi kwartylowemu.

i kwalifikacyjnych do leczenia
u chorych na pwzw typu B. Ist-
nieja jednak opinie, iz ocena stop-
nia aktywnosci zapalnej i stopnia
wloknienia w watrobie, jedynie
na podstawie badania histopato-

. . Test korelacji rang Speramana logicznego bioptatu jest niepetna

Korelowane cechy Liczebnosc¢ . . .
r t P i pomijajac subiektywne aspekty
TGFB1 érednia - TBRI $rednia 42 -0,5298 -2,5758 0,0196 tego badania, nie daje mozliwosci
TGFB1 érednia - TBRII $rednia 42 0,6614 3,6359 0,0020 pelnego wgladu w dynamike za-
TGFB1 $rednia - TBRIII $rednia 42 0,1091 0,3292 0,7495 Chodzqcych tam proceséw. Cze-

Tabela. II. Wyniki weryfikacji statystycznej oraz wartosci wspotczynnika korelacji rang Spearmana
dla ilosci MRNA TGF1 i ilosci mRNA jego receptoréw TRRI, TBRII, TBRIII u chorych na pwzw typu

B kwalifikowanych do leczenia interferonem a

W kolejnym etapie badan podjgto probe okreslenia wza-
jemnych powiazan pomigdzy aktywnoscia transkrypcyjna
TGFB1 i jego receptorow w krwi obwodowej a parametrami
oznaczanymi w bioptatach watroby (stopien aktywnosci za-
palnej i stopien widknienia watroby) w trakcie kwalifikacji
do leczenia interferonem a. Analizujac liczbe czasteczek
mRNA TGFB1 u chorych na pwzw typu B kwalifikowa-
nych do leczenia z aktywnoscia zapalna w watrobie < niz
3 punkty, nalezy oczekiwa¢ wynikéw zblizonych do 1000
kopii mRNA/pug RNA, natomiast w przypadku chorych,
u ktérych watrobowa aktywnos$¢ zapalna bedzie > od 3
punkty w skali Scheuera nalezy oczekiwa¢ aktywnosci
transkrypcyjnej TGFB1 zblizonej do 10000 kopii mRNA/pg
RNA (test U Manna-Whitneya, p < 0,05) (Rycina 4). Zalez-
nosci takiej nie odnotowano w stosunku do stopnia widknie-
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ste powtarzanie biopsji watroby
w celu monitorowania postepu cho-
roby czy tez efektow stosowanego
leczenia napotyka duze trudnosci.
W procesie fibrogenezy watrobowej, na ktory skta-
da si¢ proliferacja komoérek oraz akumulacja sktadnikow
macierzy pozakomorkowej, istotna rolg¢ odgrywa TGFB1
— czynnik stymulujacy i aktywujacy komorki gwiezdziste
[14, 15]. Nasilenie ekspresji TGFB1 nastgpuje w stanach
wymagajacych uaktywnienia procesow naprawczych, wy-
nikajacych np. z przebytego zapalenia [11]. Sa doniesienia,
ktore potwierdzaja korelacje pomigdzy stopniem ekspresji
TGFp1 w tkance watrobowej a stgzeniem tej cytokiny w su-
rowicy u chorych z przewlektymi chorobami watroby [16].
Wiele odkry¢ donosi o podwyzszonych poziomach TGFB1
W osoczu oraz w moczu u chorych na pwzw typu B lub C
[6, 17], co znajduje réwniez potwierdzenie w wynikach
badan wilasnych. Autorzy wigkszosci publikacji oznaczaja



jedynie stgzenie biatka TGFB1 metodami immunoenzyma-
tycznymi, najczgsciej stosujac technikg ELISA. Nalezy jed-
nak zwroci¢ uwage, ze zmiany stgzenia biatka - koncowego
produktu translacji, poprzedza zmiana aktywnos$ci trans-
krypcyjnej genu kodujacego to biatko. Dlatego tez celowym
wydaje ilosciowe oznaczenie poziomu mRNA genu koduja-
cego dane biatko.

W przedstawionej pracy wykorzystujac technike QRT-
PCR w czasie rzeczywistym, oceniono aktywno$¢ trans-
krypcyjna gendow kodujacych TGFI i jego trzy receptory
w krwi obwodowej u chorych z przewlekta infekcja HBV
i w krwi 0so6b zdrowych. Uzyskane wyniki pozwalaja wnio-
skowac, iz ekspresja genu kodujacego TGFB1 w krwi obwo-
dowej u chorych na pwzw typu B utrzymuje si¢ na wyzszym
statystycznie istotnym poziomie, przecigtnie 6,12 x 10* kopii
mRNA/pgRNA w poréwnaniu z grupa kontrolng - 1,60 x 10*
kopii mRNA/ugRNA. W badaniach Flisiaka i wsp. [18]
srednie stgzenie TGFB1 oznaczone w surowicy chorych na
pwzw typu B przekraczalo 29,6 ng/ml, podczas gdy w pra-
cy Marka i wsp. [4] $rednie stezenie TGFB1 wyznaczone
w surowicy chorych na pwzw typu C kwalifikowanych do
leczenia interferonem wynosito 36,7 ng/ml. W dostgpnym
mi piSmiennictwie nie znajdowano natomiast danych doty-
czacych liczby czasteczek mRNA TGFB1 w krwi obwodo-
wej u chorych na pwzw typu B.

Zakazenie HBYV, podobnie jak inne czynniki uszkadzaja-
ce watrobg, moze nasila¢ stan zapalny i postgp wtdknienia
watroby, co z kolei wiaze si¢ z wzmozona ekspresja TGFB1
[18]. Proces ten prowadzi do zmian morfologicznych i czyn-
no$ciowych w komorkach gwiazdzistych watroby, ktore
w wyniku transformacji do miofibroblastow staja si¢ zro-
diem biatek macierzy pozakomorkowej, gtownie kolagenu
i fibronektyny. Ponadto TGFB1 hamuje syntezg enzymow
proteolitycznych bioracych udziat w degradacji biatek ma-
cierzy pozakomorkowej - ECM oraz nasila ekspresjg genow
odpowiedzialnych za produkcj¢ inhibitorow metaloprote-
inaz [14, 18]. Dlatego tez celowym wydawato si¢ sprawdze-
nie zaleznos$ci pomigdzy liczba czasteczek mRNA TGFf1
w krwi obwodowej u chorych na pwzw typu B a stopniem
zawansowania zmian zapalnych i dynamika procesu wtok-
nienia w watrobie.

Badania przeprowadzone przez Neumana i wsp. [9],
dowiodly istnienia statystycznie istotnej zaleznosci po-
migdzy surowiczym poziomem TGFB1 a stopniem wiok-
nienia w watrobie u chorych z przewlekla infekcja HCV.
W grupie chorych ze stopniem wiloknienia watrobowego
1 w skali Knodell’a Neumana i wsp. [9] obserwowali $red-
nio 9,0 + 0,5ng TGFB1 w 1ml surowicy, natomiast u os6b
ze stopniem widknienia 2 $redni poziom TGFB1 w surowi-
cy wynosit 24 + 2ng/ml. W przypadku osob, u ktérych nie
dochodzito do progresji widknienia watrobowego, poziom
omawianej cytokiny w surowicy pozostawal niezmienny.
Bazujac na uzyskanych wynikach Neuman i wsp. [9] stwier-
dzili, ze pomiar poziomu TGFB1 w surowicy oséb z prze-
wlekla infekcja HCV moze stuzy¢ jako nieinwazyjny mar-
ker w ocenie stopnia widknienia watroby u tych chorych.

Podobne spostrzezenia poczynita m. in. Calabrese i wsp.
[5], ktora zanotowata statystycznie istotng zalezno$¢ pomig-
dzy stopniem wtoknienia i aktywno$cia zapalna w watrobie
a stgzeniem TGFBl w komorkach miazszowych watroby
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u chorych na pwzw typu B oraz u chorych z marskoscia wa-
troby. Przytoczone powyzej wyniki badan sa czg¢Sciowo zgod-
ne z obserwacjami wlasnymi, w ktdrych zanotowano istot-
na zalezno$¢ pomigdzy aktywnoscia transkrypcyjna TGFB1
w krwi obwodowej a stopniem aktywnosci zapalnej w watro-
bie u chorych na pwzw typu B, nie stwierdzono jednak takiej
zaleznosci w stosunku do stopnia wtoknienia watroby.

Biorac pod uwagg, ze cytokiny dzialaja miejscowo -au-
tokrynnie, pobudzajac swoiste receptory na komorkach ma-
cierzystych [8] cennych informacji o stanie chorego moze
dostarczy¢ analiza profilu ekspresji genow kodujacych
TGFp1 ijego receptory TBRI, TBRII oraz TRRIII zwtaszcza,
ze w dostgpnym pismiennictwie napotkano tylko nieliczne
prace dotyczace tego zagadnienia [5, 19].

W badaniach wlasnych zaobserwowano, ze istnieje do-
datnia korelacja pomigdzy ilo§cia mRNA TGFf1 a iloscia
mRNA receptora TBRII w krwi obwodowej u chorych na
pwzw typu B, a ponadto stwierdzono wigksza aktywno$¢
transkrypcyjna receptora TBRII w krwi obwodowej u cho-
rych w poréwnaniu z grupa kontrolna. Uzyskane wyniki
byly zgodne z wynikami badan Calabrese i wsp. [5], ktéra
zanotowata zwigkszona ekspresj¢ TGFB1 korelujaca z pod-
wyzszonym poziomem mRNA TBRII w watrobie u chorych
na pwzw typu B lub C.

Oceniajac aktywnos$¢ transkrypcyjna receptora TPRI
w krwi obwodowej u chorych na pwzw typu B zauwazono,
ze wystgpuje tu ujemna korelacja pomigdzy iloscia mRNA
receptora TPRI a iloscia mRNA TGFB1. Roznice w ekspre-
sji mRNA receptora TBRI w krwi obwodowej u chorych
na pwzw typu B i u oséb zdrowych byly znamienne sta-
tystycznie. ZaleznoSci takich nie odnotowano w przypadku
receptora TPRIIL. Dla porownania Roulot i wsp. [19] poda-
je, ze obserwowala zmniejszona ekspresjg receptora TPRII
i jednoczesnie zwigkszona ekspresje receptora TPRI po
zadziataniu czynnika uszkadzajacego jednakze w watrobie
u SZCZUrow.

Podsumowujac przeglad pismiennictwa oraz wyniki
badan wiasnych nalezy zauwazy¢, ze wyzsza aktywnos¢
transkrypcyjna genu kodujacego TGFB1 w krwi obwodo-
wej u chorych na pwzw typu B koreluje z ekspresja genow
kodujacych receptory TBRI, TBRII i moze stanowi¢ marker
réznicujacy chorych kwalifikowanych do leczenia interfe-
ronem o ze stopniem aktywnosci zapalnej w watrobie < lub
> niz 3 punkty w czteropunktowej skali Scheuera. Istnieje
jednakze potrzeba szeroko zakrojonych badan, przeprowa-
dzonych na duzych grupach w celu ostatecznego potwier-
dzenia przydatnosci oznaczen TGFB1 we krwi w kwalifika-
cji chorych z przewlektym zapaleniem watroby typu B do
leczenia interferonem.
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Molekularne podstawy aktywnosci farmakologicznej

i toksycznosci paracetamolu

Molecular basis of the pharmacological activity and toxicity

of acetaminophen
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Streszczenie

Przedawkowanie paracetamolu i bedace jego wynikiem
uszkodzenia watroby stanowia wazny problem kliniczny,
a mechanizm indukowanej przez ten lek hepatotoksycz-
nosci jest przedmiotem intensywnych badan i spornych
dyskusji od ponad 30 lat. Niedawno przeprowadzone ba-
dania sugeruja, ze tworzenie reaktywnych metabolitéw,
wyczerpanie rezerw glutationu i alkilacja biatek mito-
chondrialnych sa kluczowymi wydarzeniami inicjujacymi
dzialanie toksyczne paracetamolu. Zjawiska te prowadza
do zaburzenia w znacznym stopniu funkcjonowania mito-
chondridow, wyczerpania rezerw ATP, nasilonej fragmen-
tacji DNA oraz modyfikacji wielu bialek wewnatrzkomor-
kowych, co prowadzi w ostatecznosci do onkotycznej i
apoptocznej $mierci komorek watroby. Mechanizm dzia-
fania paracetamolu jest wciaz niecalkowicie zrozumia-
ly. Paracetamol jest uwazany za slaby inhibitor syntezy
prostaglandyn. Sugeruje sig¢, ze COX-3, produkt alter-
natywnego sktadania transkryptu COX-1 jest punktem
uchwytu dzialania leku, ale badania genomowe i kinetyczne
nie wskazuja na istotno$¢ kliniczng tego oddzialywania. Po-
nadto badania biochemiczne wskazuja na znaczenie uktadu
serotoninergicznego w dzialaniu paracetamolu poprzez jego
niebezposrednie oddziatywanie na ten uktad. Niedawne pra-
ce wykazaly takze, ze uklad opioidowy i kanabinoidowy sa
istotne w dzialaniu analgetycznym paracetamolu. Lek ten
ulega tej przemianie metabolicznej do arachidonylofenolo-
aminy (AM404), stanowiacej ligand dla receptorow CB1 i
bedacej inhibitorem wychwytu anandamidu.

Stowa kluczowe: acetaminofen, paracetamol, mechanizm
dzialania, hepatotoksycznosé

Paracetamol nalezy do chemicznych pochodnych aniliny
znanych z wlasciwosci przeciwgoraczkowych oraz zdolno-
$ci do wywotywania methemoglobinemii po zastosowaniu
duzych dawek. Sposrod hydroksylowanych pochodnych
aniliny zwanych aminofenolami (para, meta i orto), izomer
para wykazuje najmniejsza toksycznos¢. Proby otrzyma-
nia pochodnych p-aminofenolu o mniejszej toksyczno$ci
doprowadzily do syntezy pochodnej z acetylowana grupa
aminowa (N-acetylo-p-aminofenol) zwanej paracetamolem
lub acetaminofenem. Zidentyfikowano go juz w 1893 roku
jako metabolit powszechnie uzywanej wowczas fenacetyny,

Abstract

Acetaminophen overdose and the resulting hepatotoxic-
ity are important clinical problems and the mechanisms
of acetaminophen-induced liver cell injury have exten-
sively been investigated and controversially discussed for
over 30 years. Recent studies suggest that reactive me-
tabolites formation, glutathione depletion and alkilation
of mitochondrial proteins are crucial initiating events in
acetaminophen toxicity. These events lead to the massive
mitochondrial dysfunction and ATP depletion, extensive
DNA fragmentation and the modification of the intracel-
lular proteins, all of which contribute to the oncotic and
apoptotic cell death in the liver. The mechanism of ac-
tion of acetaminophen is still not clearly understood.
Acetaminophen is generally considered to be a weak in-
hibitor of the synthesis of prostaglandins. COX-3, a splice
variant of COX-1, has been suggested to be the site of
action of paracetamol, but genomic and kinetic analyses
indicate that this selective interaction is unlikely to be
clinically relevant. Modulation of the serotoninergic sys-
tem has also been suggested on the basis of biochemical
studies supporting acetaminophen indirect serotoniner-
gic effect. Recent studies suggest that endocannabinoid
and opioidergic systems are involved in acetaminophen-
induced analgesia. Paracetamol undergoes a metabolic
transformation to N-arachydonylphenolamine (AM404),
a CB1 receptor ligand and anandamide uptake inhibitor.

Key words: acetaminophen, paracetamol, mechanism of
action, hepatotoxicity

jednak dopiero w 1955 roku trafit na rynek farmaceutycz-
ny. Paracetamol to szeroko stosowany lek przeciwbolowy
i przeciwgoraczkowy o wciaz nie do konca wyjasnionym
zardbwno mechanizmie dzialania farmakologicznego, jak
i mechanizmie toksyczno$ci. Lek ten po przedawkowaniu
pozostaje glowna przyczyna uszkodzen watroby w USA
i Wielkiej Brytanii, a mechanizm wywotywanych uszkodzen
mimo trzydziestu lat badan nie jest weciaz w petni poznany
[1,2]. Celem pracy jest podsumowanie obecnego stanu ba-
dan dotyczacych mechanizmu dziatania farmakologicznego
oraz toksycznosci paracetamolu.
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Ryc. 1 Biotransformacja paracetamolu w organizmie cztowieka

Biotransformacija leku

Paracetamol (C,H/NO,) to biaty, krystaliczny proszek
o0 masie czasteczkowej 151,16uipK_ =9,51. Lek pozostaje
stabilny przez 3 lata w formie stalej i przez 2 lata w formie
roztworu. Podany doustnie paracetamol jest szybko i prawie
catkowicie absorbowany z przewodu pokarmowego na dro-
dze transportu biernego, gtownie w obrebie jelita cienkiego.
Biodostepno$¢ leku waha si¢ od 85% do 98% [3]. Wzgled-
nie mato leku wiaze si¢ z biatkami osocza (od 10 do 25%).
Znaczna lipofilno$¢ i mata masa czasteczkowa leku powodu-
je, ze tatwo przechodzi on bariere krew-mozg i osiaga mak-
symalne st¢zenie w ptynie mézgowo-rdzeniowym pomigdzy
2 a 3 godzing od podania. Gtéwne szlaki metaboliczne para-
cetamolu obejmuja koniugacje z aktywnym kwasem gluku-
ronowym (55%) (Ryc. 1, zwiazek A) i aktywnym siarczanem
(35%) (Ryc. 1, zwiazek B) oraz utlenianie przez cytochrom
P450 (Ryc. 1). Glukuronian paracetamolu jest transportowa-
ny do zblci przy udziale biatka Mrp2 (ang. multidrug resi-
stance protein 2, biatko oporno$ci wielolekowej typu 2) i do
krwi za pomoca biatka Mrp3 (ang. multidrug resistance pro-
tein 3, bialko opornosci wielolekowej typu 3). Eliminacja
siarczanu paracetamolu do zdlci przebiega rowniez z udzia-
fem biatka Mrp2 i w mniejszym stopniu BCRP (ang. bre-
ast cancer resistance protein, transporter nadrodziny ABC
zwiazany z opornoscig wielolekowa) [4]. Nie jest zidentyfi-
kowane biatko odpowiedzialne za transport tego metabolitu
do krwi. Pozostata czgs$¢ leku, ktora nie ulega reakcji 11 fazy,
jest metabolizowana przez uktad cytochromu P450 tworzac
aktywny metabolit N-acetylo-p-benzochinonoiming (NA-

20

niezmetabolizowanego

leku wynosi okoto 4%.

Mniejsze znaczenie maja
3-hydroksylacja (3- hydroksyparacetamol) (Ryc. 1, zwiazek
D) i tworzenie pochodnej 3-metoksylowej (Ryc. 1, zwiazek
E). Powstale z przebiegu I fazy zwiazki sa sprzggane z glu-
kuronianem lub siarczanem tworzac siarczan lub glukuro-
nian 3-metoksyacetaminofenu i 3-hydroksyacetaminofenu.
Dzieci maja mniejsza zdolnos¢ do tworzenia glukuronianu
niz doroéli, dlatego wsréd metabolitow dominuja u nich
siarczany.

Paracetamol przechodzi barier¢ krew-tozysko, a po 30
minutach od podania doustnego osiaga stezenie w krazeniu
ptodowym réwne stezeniu we krwi matki. Z uwagi na moz-
liwos¢ przebiegu reakcji z aktywnym siarczanem u plodu
lek ten jest uwazany za wzglednie bezpieczny podczas ciazy
jak 1 laktacji. Dziecko przyjmuje nie wigcej niz 2% dawki
leku spozytego przez matkg, a jego stgzenie w mleku ko-
biet karmiacych miesci si¢ w przedziale od 0,1% do 1,85%
dawki spozytej przez matkg. Paracetamol ulega dystrybu-
cji wzglednie rownomiernie we wszystkich ptynach ustro-
jowych, jedynie poziom w osoczu moze by¢ zmienny. Od
90% do 100% leku jest wydalane z moczem w ciagu 24 go-
dzin od podania [7].

Mechanizm dziatania farmakologicznego

Mimo dtugiej obecnoéci na rynku farmaceutycznym,
mechanizm dziatania farmakologicznego paracetamolu jest
wcigz niewyjasniony. Dobra rozpuszczalnos¢ tego zwiazku
w lipidach, stabe wiazanie si¢ z biatkami osocza i tatwos¢
przechodzenia bariery krew-mozg u ludzi i szczuréw suge-
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Ryc. 2 Mechanizm hepatotoksycznosci paracetamolu

ruje mozliwo$¢ osrodkowego mechanizmu dziatania prze-
ciwbolowego i przeciwgoraczkowego [7]. Obecnie znane
sa cztery mechanizmy osrodkowego dziatania paracetamolu
obejmujace zmiany w ukladzie serotoninergicznym, kana-
binoidowym, opioidowym i zmiany aktywnosci cyklooksy-
genaz.

Mechanizm o$rodkowego dziatania paracetamolu oparty
0 zmiany wywotywane w ukladzie serotoninergicznym po-
twierdzito wiele faktoéw doswiadczalnych. Lek ten stymu-
luje aktywnos¢ zstgpujacych szlakow serotoninergicznych,
co hamuje transmisj¢ sygnatow nocyceptywnych do rdzenia
kregowego [8]. Mechanizmy te obejmuja hamowanie synte-
zy NO, niebezposrednie oddziatywanie z receptorami sero-
toninergicznymi (5-HT2A i 5-HT3) i oslabienie uwalniania
PGE2 (ang. prostaglandin E2, prostaglandyna E2) na pozio-
mie rdzenia krggowego [9,10]. Paracetamol obniza liczbg
receptorow 5-HT2 w moézgu szczuréow o 30% po siedmiu
dniach terapii [11]. Hipotezg serotoninergicznego mechani-
zmu dziatania leku potwierdza ponadto fakt, iz jeden z anta-
gonistow receptora 5-HT3 (Tropisetron) znosi dzialanie an-
tynocyceptywne paracetamolu podawanego dozylnie. Efek-
tu inhibicji dzialania paracetamolu nie wykazano jednak
dla innych antagonistow receptorow 5-HT3 (Ondansetron,
Granisetron), co wskazuje na mozliwos¢ oddziatywania
tego leku z innym, nieznanym do chwili obecnej podtypem

syntez¢ prostaglandyn
w mozgu, czego jednak
nie potwierdzity poz-
niejsze badania, prowa-
dzace do sprzecznych wynikow. Poniewaz lek zastosowany
w wysokich dawkach w warunkach testow in vitro stabo
hamowat aktywnos¢ COX-1 i COX-2 (ang. cyclooxygena-
se-1, izoenzym 1 cyklooksygenazy) a w niskich dawkach
stymulowat aktywnos$¢ tych enzymoéw, dlatego zapropono-
wano istnienie trzeciej izoformy cyklooksygenazy COX-3,
stanowiacej punkt uchwytu dla paracetamolu [13]. COX-3
bedacy produktem alternatywnego sktadania transkryptu
izoformy COX-1 zawiera fragment intronu genu cyklook-
sygenazy 1 w warunkach testow in vitro na zwierzgtach byt
silnie hamowany przez paracetamol [14]. Wiaczenie 94 nu-
kleotydow pierwszego intronu zmienia ramkg odczytu i pro-
wadzi do przedwczesnej terminacji translacji kodowanego
polipeptydu. Wprowadzona nazwa COX-3 nie jest wlasci-
wa, gdyz sugeruje, ze jest to odrgbny gen cyklooksygezy,
tworzacy odrgbna sekwencj¢ biatkowa (izoenzym). Bardziej
wskazana jest nazwa COX-1b, gdyz forma COX-3 jest pro-
duktem tego samego genu co COX-1. Brak homologii se-
kwencji aminokwasowej COX-3 do innych znanych biatek,
jak réwniez do samych COX-1 i COX-2 powoduje, ze czg$¢
autoréw sugeruje, iz biatko to nie pelni funkcji zwiazanych
z biosynteza prostaglandyn. Ponadto zwraca si¢ uwage na
zdolno$¢ hamowania aktywnosci COX-3 przez bardzo wy-
sokie dawki paracetamolu (w warunkach testow in vitro lub
testow na zwierzgtach), trudne do osiagnigecia w warunkach
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klinicznych po zastosowaniu standardowych dawek leku
[15].

Paracetamol jest zdolny takze do oddzialywania z re-
ceptorami opioidowymi. Pini i wsp. [16] zauwazyli, Ze na-
lokson moze znosi¢ dziatanie antynocyceptywne paraceta-
molu w warunkach testu in vitro. Dalsze badania wykazaty,
ze paracetamol obniza stgzenie dynorfiny syntetyzowanej
bezposrednio po rozpoczgciu stanu zapalnego, a blokada
receptorow opioidowych k znosi dziatanie przeciwbolo-
we paracetamolu. Réwnoczesne podanie szczurom matej,
subprogowej dawki paracetamolu (100mg/kg m.c) i morfi-
ny (3mg/kg/m.c) powoduje taki sam efekt obnizajacy ilos¢
dynorfiny w korze mozgowej jak podanie wysokiej dawki
samego paracetamolu [17]. Obserwacje te staly si¢ przestan-
kami do wprowadzenia na rynek preparatéw ztozonych za-
wierajacych paracetamol i stabe leki opioidowe, szczegodlnie
tramadol. Potaczenie tych lekow wykazuje synergizm dzia-
ania farmakologicznego, przy czym paracetamol odpowia-
da za szybki, poczatkowy efekt przeciwbolowy, a tramadol
za przedtuzenie tego dziatania w czasie. Potaczenie to jest
dobrze tolerowane, skuteczne zar6wno w leczeniu ostrych
bolow pooperacyjnych jak i bolu przewleklego, jak rowniez
nie powoduje rozwoju tolerancji po okresie dwuletniej te-
rapii. Potaczenie paracetamolu i tramadolu rzadziej dawato
sennos$¢ 1 zaparcia w porownaniu z potaczeniem paraceta-
molu i kodeiny [18].

Hogestatt i wsp. [19] zaproponowali zupelnie odmienny
mechanizm dziatania paracetamolu w oparciu o receptory
kanabinoidowe CBI1. Autorzy ci wykazali, ze paracetamol
moze podlegaé deacetylacji z wytworzeniem p-aminofenolu
(Ryc. 1 zwiazek F), ktory sprzgga si¢ z kwasem arachido-
nowym tworzac produkt o nazwic AM404 (Ryc. 1, zwiazek
G). Zwiazek ten wykryto w mozgu szczurow po podaniu pa-
racetamolu, a w reakcjg jego syntezy zaangazowana jest hy-
drolaza amidow kwasow tluszczowych (ang. fatty acid ami-
de hydrolase, FAAH), uczestniczaca zar6wno w hydrolizie,
jak 1 syntezie amidow kwasow karboksylowych. Enzym ten
uczestniczy w syntezie jednego z naturalnych agonistow re-
ceptorow CB1- anandamidu, a jego brak u transgenicznych
myszy uniemozliwiat syntezg adduktu AM404. AM404 jest
agonistg receptorow kanabinoidowych CB1, co w potacze-
niu z aktywnoS$cia metabolitow powstajacych pod wptywem
cyklooksygenazy reguluje aktywno$¢ szlakow czucia bolu
i ma wptyw na termoregulacjg. Hipotezg ta potwierdza fakt
zniesienia efektu przeciwbolowego paracetamolu przez an-
tagonistow receptorow CB1. Jednocze$nie autorzy wyjasni-
li watpliwos$ci dotyczace wpltywu paracetamolu na syntezg
prostaglandyn w warunkach niektorych testow in vitro.
AM404 hamuje syntez¢ prostaglandyny PGE2 indukowa-
na przez lipopolisacharydy, a takze hamuje syntezg COX-1
i COX-2 w obrgbie makrofagéw, co thumaczy rozbieznosci
w wynikach uzyskanych badan [20].

Mechanizm toksycznosci

Wezesnym efektem biotransformacji po przedawko-
waniu paracetamolu jest wyczerpanie rezerw glutationu
w watrobie obejmujace zarowno kompartment cytoplazama-
tyczny jak i mitochondrialny (Ryc. 2). Wytworzony NAPQI
wobec braku GSH wchodzi w reakcjg z licznymi biatkami
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wewnatrzkomoérkowymi prowadzac do ich modyfikacji ko-
walencyjnej - arylacji. Tworzenie potaczen kowalencyjnych
z bialkami uwazano przez wiele lat za glowny mechanizm
hepatotoksycznosci paracetamolu [21], jednak niedawne
wyniki badan wydaja si¢ zaprzeczac tej hipotezie. Aktyw-
no$¢ wigkszosci enzymow podlegajacych modyfikacji ko-
walencyjnej jest jedynie w niewielkim stopniu obnizona,
z wyjatkiem syntetazy glutaminowej i syntetazy karbamo-
ilofosforanowej, ktorych aktywno$¢ spada o wigcej niz 50%
[22]. Stwierdzono, ze izomeryczny w stosunku do parace-
tamolu 3-hydroksyacetanilid powoduje wyczerpanie rezerw
GSH i modyfikacj¢ kowalencyjna wielu biatek, lecz nie daje
jednak efektu hepatotoksycznego. Obecnie wigkszo$¢ bada-
czy sktania si¢ do tezy uznajacej wyczerpanie rezerw GSH
i modyfikacje¢ kowalencyjna biatek mitochondrialnych przez
NAPQI za pierwszy etap kaskady procesow molekularnych
inicjujacych uszkodzenie watroby. Etap ten jednak musi
ulec potencjalizacji poprzez kolejne procesy patologiczne
w obrgbie hepatocytow [23].

Modyfikacja kowalencyjna biatek mitochondium po
przedawkowaniu paracetamolu zaburza pracg tancucha od-
dechowego. NAPQI wywotuje w hepatocytach stres oksy-
dacyjny, czego efektem jest wysoka kumulacja disiarczku
glutationu GSSG bedacego markerem tworzenia si¢ re-
aktywnych form tlenu wewnatrz komorki. Mitochondria
izolowane od zwierzat leczonych paracetamolem wykazu-
ja skrajnie wysokie stgzenie GSSG rowne niemalze calej
komorkowej puli tego leku. Wykazano, ze ani nadtlenek
wodoru ani rodniki hydroksylowe nie sa glownymi spraw-
cami uszkodzen watroby. Potwierdza to zar6wno brak pe-
roksydacji lipidow u zwierzat leczonych duzymi dawkami
paracetamolu, jak réwniez brak efektu hepatoprotekcyjnego
suplementacji duzymi dawkami witaminy E tych zwierzat
[24]. Zasadnicza rolg mediatora w uszkodzeniach hepato-
cytow przypisuje si¢ nadtlenoazotynowi (ONOO") powsta-
jacemu pod wptywem iNOS (ang. inducible nictric oxide
synthase, indukowalna synteza tlenku azotu) [25]. Synteza
tego zwiazku oraz wywotywany stres oksydacyjny hamuje
ATPaz¢ wapniowa-magnezowa, co prowadzi do akumulacji
jonow Ca* wewnatrz mitochondium i wzrostu przepusz-
czalno$ci wewngtrznej blony tego organellum. Tworza sig
woweczas pory MPT (ang. mitochondrial permeability trans-
ition pore) pozwalajace na transport zwiazkéw o masie cza-
steczkowej do 1500 u, nastgpuje spadek potencjatu mem-
branowego AY , uposledzenie produkcji ATP i uwolnienie
cytochromu ¢ zapoczatkowujacego apoptoze komorek [26].
Wzrost stezenia jonow Ca** w cytoplazmie prowadzi takze
do aktywacji proteaz kalpain, ktore trawia biatka struktural-
ne komorki i nasilaja zmiany nekrotyczne [27].

Przedawkowanie paracetamolu powoduje fragmentacje
DNA i kariolize bedace wynikiem aktywacji Ca?*-zaleznej
endonukleazy (Ryc. 2). Uwalnianie cytochromu ¢ z wngtrza
mitochondrium prowadzi do aktywacji kaspazy 3 rozpo-
czynajacej kaskade wydarzen zwiazanych z apoptoza [28].
Proapoptotyczne biatko Bax przemieszcza sig z cytozolu do
mitochondrium wywolujac tworzenie por w zewngtrznej
btonie mitochondrialnej. Dziatanie to wspomagaja takze
inne biatka proapoptotyczne Bad i skrocona forma biatka
Bid. Tworzenie por w btonie zewngtrznej mitochondrium
w polaczeniu z istniejacymi wcze$niej porami w blonie



wewngtrznej inicjowanymi przez nadtlenoazotyn prowadzi
do uwalniania biatek z przestrzeni transmembranowej tego
organellum. [29]. Uwolniony czynnik indukujacy apopto-
z¢ (ang. apoptosis inducing factor, AIF) i endonukleaza G
powoduja kondensacje¢ chromatyny i fragmentacj¢ DNA,
a cytochrom c i biatko Smac (ang. mitochondria derived
activator of caspases, bialko mitochondrialne aktywujace
kazspazy) aktywuja kaskade kaspaz, ktora jest jednak po-
wstrzymywana przez deficyt ATP. Masywne uszkodzenia
DNA jadra komorkowego i liczne fragmentacje bton mito-
chondrialnych w potaczeniu z nasilona aktywacja proteaz
(kalpainy) prowadza do przerwania ciaglosci blon komor-
kowych i nekrozy hepatocytow.

Mimo licznych prac i wielu lat badan istnieje sporo py-
tan dotyczacych hepatotoksycznoséci paracetamolu. Nadal
istnieje spor o udziat apoptozy i nekrozy w zmianach wywo-
tywanych przez paracetamol. Pierwsze prace sugerowaty, ze
po przedawkowaniu paracetamolu okoto 40% hepatocytow
umiera w wyniku apoptozy [30]. Szczegotowe badania mor-
fologiczne wskazywaty, ze gtowna przyczyna Smierci hepa-
tocytow (ponad 95%) jest nekroza. Wynikom tym wydaje
si¢ zaprzecza¢ olbrzymia ilos¢ faktow doswiadczalnych
$wiadczacych o toczacym sig¢ procesie apoptozy (translo-
kacja biatek Bax i Bid do mitochondrium, uwolnienie cy-
tochromu c, fragmentacja DNA pomigdzy nukleosomami)
[31]. Wciaz trwaja poszukiwania skutecznego leku zapobie-
gajacego uszkodzeniom watroby, a stosowana od wielu lat
acetylocysteina jest nadal jedynym skutecznym antidotum
w zatruciach preparatami paracetamolu. Wyjasnienia wy-
maga wptyw aktywnosci cytochromu P450, enzymow bio-
racych udziat w drugiej fazie biotransformacji oraz st¢zen
GSH i innych antyoksydantow na stopien zmian wywoty-
wanych przez paracetamol i indywidualng wrazliwo$¢ na
jego efekt toksyczny.

Nadziej¢ na odkrycie wielu tajemnic zwiazanych z tok-
syczno$cia paracetamolu przynosza badania genomowe
i rozwoj proteomiki. U zwierzat, ktorym podawano parace-
tamol w dawce 300mg/kg m.c wykazano zmiang aktywno-
$ci transkrypcyjnej ponad 300 genow kodujacych biatka cy-
klu komoérkowego, czynniki wzrostu, czasteczki adhezyjne,
mediatory zapalenia oraz bialka biorace udziat w sygnaliza-
cji wewnatrzkomorkowej [32]. Stosujac u badanych zwie-
rzat dawke lecznicza i toksyczna paracetamolu wykazano
znaczace roznice w ekspresji biatek mitochondrialnych, co
pozwala wysnué przypuszczenie, ze odgrywaja one kluczo-
wa rolg¢ w rozwoju toksyczno$ci [33]. Wyniki te potwier-
dzily takze badania porownujace ekspresje¢ biatek u dwoch
szczepéw myszy o réznej wrazliwosci na paracetamol.
Szczep myszy o wigkszej wrazliwo$ci wykazywat silniejszy
stopien zahamowania ekspresji biatlek mitochondrialnych
w stosunku do szczepu bardziej opornego, u ktoérego wysta-
pita wyzsza ekspresja enzyméw antyoksydacyjnych i bia-
tek odpowiedzi na stres oksydacyjny [34]. Pozostaje nam
gleboko wierzy¢, ze wiek XXI odkryje wszystkie tajemnice
zwiazane zarowno z mechanizmem dziatania jak i toksycz-
no$cia tego prostego aminofenolu, ktorego olbrzymie spo-
zycie przez populacj¢ europejska i amerykanska jest zupet-
nie nicadekwatne do wiedzy o nim.
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Streszczenie

Frakcjonowanie zoltek jaj kurzych przeprowadzono zmo-
dyfikowana metoda Losso i Nakai otrzymujac surowe
frakcje biatkowe: fosfowityng i liwetyng. Okreslono wy-
brane wlasciwosci fizykochemicznych otrzymanych frak-
cji biatkowych. Fosfowityng otrzymano z wydajno$cia
96%, a liwetyng z wydajnoscia 85,1%. Otrzymane frakcje
biatkowe zo6ltka beda stanowi¢ polprodukty do dalszego
ich oczyszczania. Zastosowana metoda do izolacji wybra-
nych substancji biatkowych zo6ttka jaja kurzego odznacza
si¢ dos¢ wysoka wydajnoscia i prostota.

Stowa kluczowe: rozdzial, zottka jaja, biatka, fosfowity-
na (foswityna), liwetyna

Wstep

Znaczenie jaj jako surowca stosowanego w medycynie
wzrasta ze wzgledu na perspektywe opracowania metod
otrzymywania kur transgenicznych, ktére moga by¢ wyko-
rzystane do produkcji biatek stosowanych w leczeniu wielu
chordb ludzi i zwierzat [1,2].

Jajo kurze zawiera biatka strukturalne, wiazace oraz
transportujace witaminy 1 mikroelementy, enzymy proteoli-
tyczne, inhibitory proteaz oraz immunoglobuliny [1-3]. Jest
bardzo bogatym Zrédlem pelnowartosciowego biatka i cen-
nych sktadnikow odzywczych - witamin: A, D, E, B,, B ,,
kwasu foliowego, biotyny oraz skladnikéw mineralnych:
sodu, potasu, wapnia, magnezu, fosforu, chloru, siarki, cyn-
ku, zelaza, miedzi, manganu, jodu, selenu. Bialko jaja ze
wzgledu na pelnowartosciowy sktad aminokwasowy zostato
uznane przez organizacj¢ FAO/WHO za migdzynarodowy
wzorzec. Substancje biatkowe zawarte w jaju stanowia 10%
masy biatka oraz 16,6% - masy zoltka. Do substancji biat-
kowych zoéltka nalezy: fosfowityna, liwetyna i lipoproteidy
[1-3].

Fosfowityna (foswityna) stanowi ~ 7% suchej masy zott-
ka. Jest biatkiem bogatym w fosfor. 50% reszt aminokwa-

Abstract

The fractionation of chicken egg yolks was carried out us-
ing a modified version of the Losso and Nakai method, re-
sulting in the obtainment of the following raw protein frac-
tions: phosvitine and livetine. Selected physicochemical
properties of the obtained protein fractions were defined.
Phosvitine was obtained with an efficiency of 96%, while
livetine was obtained with an efficiency of 85,1%. The
obtained protein fractions will constitute half-products for
further refinement. The applied method of isolating se-
lected protein substances of chicken egg yolks is marked
by a relatively high degree of efficiency and simplicity.

Key words: separating, chicken egg yolks, protein, phos-
vitine, livetine

sowych fosfowityny stanowia reszty fosfoseryny. Stwier-
dzono, ze tworzy ona rozpuszczalne kompleksy z wapniem
i magnezem. Zwigksza si¢ w ten sposob przyswajalnosé
wapnia i magnezu przez organizm [4,5]. Biatko to wiaze pra-
wie calte zelazo z z6ttka. Kompleks fosfowityny z zelazem
jest bardzo trwaly i utrzymuje si¢ nawet podczas ogrzewa-
nia z6ltka [6]. Fosfowityna posiada wlasciwosci antykoagu-
lacyjne i antyoksydacyjne [1,2,7,8]. Ze wzgledu na te wia-
Sciwosci jest stosowana do hamowania procesow oksydacji
w margarynach i masle. Jest §wietng alternatywa dla che-
micznych (nierzadko toksycznych) antyoksydantow.
Liwetyna stanowi 5% suchej masy zottka [1,2]. Jest aler-
genem obecnym w z6ltku jaj oraz w surowicy krwi kurczat.
Zostala ona zidentyfikowana jako czynnik czgsto alergizu-
jacy dzieci i osoby doroste [9,10]. Waznym alergenem zo61t-
ka jest a-liwetyna, odpowiedzialna za odczyny krzyzowe,
prawdopodobnie z albuminami [9,11]. Oczyszczone alerge-
ny bialka jaj uzywa sig obecnie do prob punktowych w ste-
zeniu 10 mg/ml [10,12]. Rozcienczona plazma zawierajaca
frakcj¢ liwetyn i LDL lipoprotein wykorzystywana jest do
otrzymywania preparatu immunoglobuliny zo6ttka [1].
Celem niniejszych badan bylo rozdzielenie sktadnikow
zottka jaja kurzego i okreslenie wybranych wlasciwosci fi-

* Praca naukowa finansowana ze §rodkow na realizacj¢ projektu rozwojowego ,,Chemiczna ekstrakcja frakcji proteinowo-
fosfolipidowych zoéttka jaja, ich enzymatyczna modyfikacja ukierunkowana na wykorzystanie biomedyczne oraz produkcje

suplementéw diety” (nr R 05 021 03) w latach: 2007-2010.
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zykochemicznych otrzymanych
frakcji biatkowych: surowej fos-
fowityny i liwetyny. Otrzymane
frakcje biatkowe zottka beda sta-
nowi¢ potprodukty do dalszego
ich oczyszczania.

Zottka—25 g
+300 ml H20

wirowanie

/\

Nadsacz (N-1)

Materiaty i metody Osad (O-1)
+ 100 ml H20

Zo6tka jaj kurzych suszone
rozpytowo — zawarto$¢ wilgoci: wirowanie

liofilizacja

4,2%; rozpuszczalnos$¢: 98,1%;
nr serii: 22.09.07, 278; pocho-

Frakcja-1 (IgY, LDL

dzenie: Zaklady Jajczarskie Nadsacz (N-2) Osad (0-2) lipoproteidy, y-liwetyna

Ovopol, Nowa Sol. I + heksan:etanol
o [

. o g liofilizacja
{i(fzdztal sktadnikow Zoltka Ekstrakcja
Jjaj kurzych |
Rondaia ; Frakcja-2 (Fosfolipidy) |
ozdzial  przeprowadzono Osad (0-3)

zmodyfikowana metoda Losso

+ 100 ml 1,74M NaCl

i Nakai [1,13].
Do badan uzyto 25 g zoéttek
suszonych rozpylowo. Zoéltka

Frakcja-3 (Fosfolipidy,

zalewano 300 ml zimniej wody
1 mieszano na mieszadle magne-
tycznym w ciggu 5 minut. Uzy-
skang jednorodna mieszaning
o wartosci pH = 6,49, doprowa-
dzano do wartosci pH = 5,25 za
pomoca 10% r-ru HCI mieszajac
na mieszadle magnetycznym
przez 1 h w temp. 6°C. Miesza-
ning nastgpnie wirowano (3000

obr./min.; 30 min.) i oddzielano

trojglicerydy) wirowanie
Osad (O-4)
+ 100 ml H20
Nadsacz (N-4) |
I wirowanie
liofilizacja
[ Frakcja-6
Frakcja-4 (Fosfowityna) (Pozostatosc)

osad od nadsaczu. Otrzyma-

ny nadsacz (N-1) zawierajacy
y-liwetyng, IgY (immunoglo-
buliny) oraz LDL lipoproteiny

Frakcja-5 (Lipowitelina,
fosfowityna)

liofilizowano (Frakcja-1). Czgsc
nierozpuszczalng (O-1) zalewa-
no 100 ml wody i mieszano na
mieszadle magnetycznym przez 1 h w temp. 6°C. Zawiesing
wirowano (3000 obr./min.; 30 min.), oddzielano osad (O-2)
od nadsaczu (N-2). Nadsacz (N-2) zawierajacy fosfolipidy
liofilizowano (Frakcja-2). Osad (O-2) ekstrahowano 250 ml
mieszaniny heksan — etanol (3:1) w ciagu 3 h w temp. 6°C.
Warstwa heksanowa (N-3) zawiera fosfolipidy 1 trojglicery-
dy (Frakcja-3). Cz¢$¢ nierozpuszczalng (O-3) zalewano na-
tomiast 100 ml 1,74 M r-ru NaCl i ekstrahowano mieszajac
na mieszadle magnetycznym przez 6 h w temp. 6°C. Catos¢
wirowano (3000 obr./min.; 30 min.), oddzielano osad (O-4)
od nadsaczu (N-4). Nadsacz (N-4) zawierajacy fosfowity-
ng liofilizowano (Frakcja-4). Osad (O-4) zalewano 100 ml
wody 1 pozostawiano w lodowce przez 24 h. Otrzymana
zawiesing wirowano (3000 obr./min.; 30 min.) i oddzielano
osad (O-5) od nadsaczu (N-5). Nadsacz (N-5) zawierajacy
lipowiteling i fosfowityng liofilizowano (Frakcja-5). Osad
(O-5) odrzucano.
Eksperyment powtorzono 5-krotnie.
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Ryc. 1. Schemat rozdziatu skfadnikéw zéttek jaj kurzych zmodyfikowana metodg Losso i Nakai [13]

Okreslenie wybranych wlasciwosci fizykochemicznych

Na poszczegodlnych etapach rozdziatu sktadnikow zolt-
ka okreslano nastgpujace wiasciwosci otrzymanych frakcji
biatkowych [14]:

Zawarto$¢ bialka — Mierzono absorbancj¢ 0,04% roz-
tworu bialka przy dlugosci fali A=278 nm. Wartosci absor-
bancji miescity si¢ w granicach 0,2-0,6. Pomiaréw dokony-
wano w kuwetach kwarcowych o grubosci 1 cm przy uzyciu
spektrofotometru UV-VIS | CE 3021~ (,,Cecil”, Anglia).
Doktadnos$¢ fotometryczna spektrofotometru wynosita
=+ 0,005 A;

Wspélezynnik optyczny (K) - Mierzono absorbancjg
0,04% roztworu bialka przy dtugosci fali A=278 nm oraz
A=250 nm. Okreslano stosunek absorbancji przy dtugosci
fali A= 278 nm do absorbancji przy A=250 nm; Mase cza-
steczkowa — Wyznaczano metoda elektroforezy dyskowej
w 10% zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturuja-
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cych [15]. Stosowano 10% zel

Frakcja Skiad Masa [g] | Wydajnos$¢ [%] | E(278 nm) | K278/250
— . o,

preparatywny, pH=8,8; 4,4% 1. |y-liwetyna, IgY, LDL lipoproteidy | 2,10 + 0,23 85,1 0,71jo. 182
zel zageszezajacy, pH=6.8; 2. |Fosfolipidy 0,30 + 0,11 10,0 n.o. n.o.
bufor elektrodowy, pH=7,3. 3. | Fosfolipidy, trajglicerydy 7,17 £ 0,91 79,8 n.o. n.o.
Nanoszono 20 pg biatka (20 4. | Fosfowityna 1,01 96,0 0,61].0. 0,89
ul probki). Rozdziatu doko- 5. | Lipowitelina, fosfowityna 88,1 mg 7,84 0,87 j.0. 1,26
nywano przy nat¢zeniu 20 n.o. - nie oznaczano
mA dla zelu zageszezajacego Tabela |. Wybrane wiasciwosci frakcji biatkowych zéitka — fosfowityny i liwetyny
i 30 mA dla preparatywnego.
Po wybarwieniu i utrwaleniu
. . i Pole pod K ;
zelu mierzono F)dleglosc pa Frakcja | Nr piku 209 po I’Zywoa Catkowite pole2 R m.cz.
sma od startu i wyznaczano [mm?] [%] pod krzywa [mm?] [kDa]
warto$¢ Rf dla kazdego pa- 1 0,16628 7,55 0,803\ 21,50
sma. Rf — stosunek odlegtosci 1. 2 1,23956 56,30 2,20165 0,677 36,01
kazdeeo pasma od SZgCZ tu 3 0,76694 34,83 0,393 78,20
o § Izﬂ o by : 1 2,00693 64,17 0,677| 36,27
zelu do odlegtosci przebyte) 4. 2 1,12059 31,54 3,12752 0452| 60,97
przez wskaznik. Zastosowa-

no wzorzec mas (Molecular
weight markers, m.w. range
— 12.300 — 78.000) i wyzna-
czono rownanie prostej regresji: y = -1,0027 x Rf + 5,2384,
wspotczynnik korelacji (R?) = 0,9889. Przedstawione row-
nanie opisuje istniejaca zalezno$¢ pomigdzy masa czastecz-
kowa wzorca, a wartoscia Rf. Po zakonczonej elektroforezie
wykonywano analiz¢ densytometryczna (przystawka densy-
tometryczna, Medson, Polska) [15].

Wyniki i ich omowienie

Poza technologicznym wykorzystaniem przetworow z jaj
w przemysle spozywczym, coraz czgsciej 1 szerzej rozwija
si¢ nowe kierunki ich zastosowania w przemysle: farmaceu-
tycznym, kosmetycznym, chemicznym i paszowym [1,8].
Jednak izolacja poszczegdlnych sktadnikow zoltka jaja ku-
rzego jest utrudniona ze wzglgdu na jego sktad chemiczny,
a w szczegolnosci duza ilos¢ lipidow - triacyloglicerydow
i fosfolipidow. Lipidy stanowia ~ 2/3 suchej masy substancji.
1/3 suchej masy stanowia natomiast biatka, z ktérych okoto
80% to lipoproteidy [1,13,16]. Do badan uzylismy zoltek jaj
kurzych suszonych rozpylowo. Z doniesien literaturowych
wynika, ze jako tzw. ,,z6ltka funkcjonalne” przewyzszaja
one wlasciwosciami zottka suche [1].

Wedlug zmodyfikowanej metody Losso i Nakai, fos-
fowityna ekstrahowana jest 1,74M r-rem NaCl z suchego
osadu biatek po uprzedniej ekstrakcji lipidow z granul. Roz-
dziat grawimetryczny (wirowanie lub sedymentacja) frakcji
lipowitelinowej zastapiono filtracja przez bibulg, a nastgp-
nie przez membrang o wielkosci porow 0,45 pm [13]. Ta
metoda filtracji nie jest jednak wykorzystywana w warun-
kach przemystowych, ze wzgledu na polaryzacj¢ membran
przez lipoproteidy.

Rozdziat zoltek przeprowadziliSmy zmodyfikowana me-
toda Losso i Nakai w celu uzyskania surowych frakcji biat-
kowych: fosfowityny i liwetyny. Schemat rozdziatu sktadni-
kow zoltek jaj kurzych przedstawiono na rys. 1.

Rozdzielajac sktadniki zo6ttka jaj kurzych wedhug przed-
stawionego schematu otrzymaliSmy 6 surowych frakcji.
Frakcje-1 zawierajaca y-liwetyng, IgY oraz lipoproteidy.
Frakcja-2 zawiera fosfolipidy; a frakcja-3 — fosfolipidy

Tabela Il. Parametry densytogramoéw otrzymanych frakgji biatkowych: fosfowityny i liwetyny

i trojglicerydy. Frakcja-4 zawiera fosfowityng, a frakcja-5
— lipowiteling 1 fosfowityng. Frakcja-6 stanowi pozostatose,
ktora odrzucano.

Otrzymali$my frakcje o masie od 88,1 mg do 7,17 g.
Biorac pod uwagg bilans masowy, wydajnosci otrzyma-
nych frakcji byly zéznicowane. Z najwigksza wydajnoscia
—96,0% otrzymano frakcje¢-4 zawierajaca fosfowityng. Fos-
fowityna znajduje si¢ rowniez we frakcji-5, ktora zawiera
takze lipowiteling. Stosunek molowy fosfowityny do lipo-
witeliny w tej frakcji wynosi 2:1, co odpowiada stosunkowi
wagowemu 0,23:1 [1]. Z dos¢ duza wydajnoscia — 85,1%
otrzymalismy takze frakcjg-1 zawierajaca migdzy innymi
liwetyng. 5,02 g otrzymali$my frakcji-6, ktora odrzucano.

Wybrane wlasciwosci frakcji biatkowych zottka — fosfo-
wityny 1 liwetyny zestawilismy w tabeli I.

Analiza spektrofotometryczna otrzymanej fosfowityny
wykazata, ze 1 mg otrzymanego biatka wykazuje ekstynkcje
0,61 j.o., a wzorzec — 0,48 j.0o. Wskazuje to, ze otrzymane
biatko jest jeszcze czgsciowo zanieczyszczone.

Zawartos¢ fosfowityny i liwetyny w otrzymanych frak-
cjach identyfikowali$my metoda elektroforezy na zelu PAA
w warunkach denaturujacych [15]. Parametry densytogra-
mow wybranych frakcji biatkowych zestawiono w tabeli II.

Wiadomo jest, ze fosfowityna sktada si¢ z dwoch frakcji
o masie czasteczkowej 160 i 190 kDa. Frakcje te moga jed-
nak dysocjowac na mniejsze fragmenty o masach czastecz-
kowych od 37 do 45 kDa [1].

Analiza otrzymanego Zelu wykazata na $ciezce naniesio-
nego osadu surowej fosfowityny (Frakcja-4) 2 gtowne praz-
ki o masach 36,27 kDa i 60,97 kDa. Biatko o masie 36,27
kDa odpowiada masie czasteczkowej fosfowityny. Obec-
nos¢ drugiego prazka moze natomiast $wiadczy¢ o obecno-
Sci zagregowanej czasteczki fosfowityny.

Liwetyna jest natomiast biatkiem bardzo ztozonym i nie
doktadnie poznanym. Rozdzielono ja na 3 frakcje a, B i,
w proporcjach 2:5:3, odpowiednio o masie czasteczkowej
80, 45 i 150 kDa. Z doniesien literaturowych wynika, ze
metoda elektroforezy na zelu PAA rozdzielono ja az na 15
frakeji [1].

Analiza densytogramu otrzymanej frakcji surowej liwe-
tyny (Frakcja-1) wykazata nam obecno$¢ 3 prazkow o ma-
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sie czasteczkowej — 78,2 kDa, 36 kDa i 21,5 kDa. Prazek
o masie czasteczkowej 78 kDa to najprawdopodobniej frak-
cja a-liwetyny. Masa czasteczkowa o-liwetyny wynosi bo-
wiem 80 kDa. Znaczna ilo$¢ otrzymanej frakcji liwetyny
— 2,10 g i fakt, ze jeden z prazkow wykazuje mas¢ odpo-
wiadajaca fosfowitynie, mozne wskazywac, ze znajduje si¢
w niej nie oddzielona fosfowityna.

Mozliwosci izolowania z jaj frakcji o wysokiej aktyw-
nosci biologicznej, takich jak: lizozym, cystatyna, immu-
noglobuliny, fosfowityna czy lecytyna stwarza ogromne
mozliwosci zastosowania ich, szczegdlnie w profilaktyce
i lecznictwie [1]. Pozostato§¢ po rozfrakcjonowaniu moze
natomiast stanowi¢ doskonaty produkt paszowy.

Whniosek

Metoda zastosowana przez nas do izolacji wybranych
substancji biatkowych zottka jaja kurzego odznacza sig dos¢
wysoka wydajnoscia 1 prostota. Otrzymanie surowych frak-
cji biatkowych daje mozliwos¢ opracowania metod dalsze-
go ich oczyszczania.
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Selen — pierwiastek niezhedny dla zdrowia cziowieka
Selenium - element necessary for the human health
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Streszczenie

Autorzy w pracy zwrécili uwage na znaczenie prze-
wleklych niedoboréw selenu w rozwoju niektorych
chordb. Selen jest jednym z pierwiastkow $ladowych
niezbednych do prawidlowego funkcjonowania orga-
nizmu. Stanowi integralny skladnik okoto 20 enzy-
méw, w tym peroksydazy glutationowej, dejodazy-I-5-
jodotyroninowej, co decyduje o jego wielokierunkowe;j
aktywno$ci biologicznej. Selen odgrywa wazna role
w zachowaniu homeostazy proceséw antyoksydacyj-
nych, wptywa na uktad hormonalny, procesy zapalne
i immunologiczne.

Stowa kluczowe:Selen, niedobory, peroksydaza glutatio-
nowa, stres oksydacyjny

Selen zostat odkryty w 1817 roku przez szwedzkiego
chemika Berzeliusa, ktory to nazwal go od imienia grec-
kiej bogini ksigzyca Selene. Dzi$, prawie 200 lat p6zniej,
jest uznany za istotny pierwiastek §ladowy, bardzo wazny
dla zdrowia ludzkiego. Zrodtem selenu w diecie sa zboza,
produkty zwierzgce, owoce morza. Zalecana dawka dla do-
rostych wynosi 50-100 pg i nie powinna przekraczaé¢ 400
ng. Stezenie selenu w organizmie zalezy przede wszystkim
od jego zawartosci w diecie, a przyswajalnos¢ - od formy
chemicznej. Latwiej przyswajalny jest selen z postaci orga-
nicznych niz nieorganicznych [1].

Selen w organizmie cztowieka wchodzi w sktad okoto
30 biatek, z ktorych kilkanascie to selenoenzymy. W bial-
kach enzymatycznych i innych selenobiatkach selen wbudo-
wany jest do aminokwasu: selenocysteiny. Selenoenzymami
sa m.in peroksydazy glutationowe, dejodynazy jodotyroni-
nowe, reduktazy tioredoksyny, syntetaza selenofosforanu 2,
selenobiatko P, selenobiatko W, selenobiatko 15kDa i inne
[2,3]. Posrednio poprzez te selenoenzymy ten mikroelement
jest kofaktorem wielu procesow metabolicznych.

Najlepiej poznana rola selenu jako pierwiastka $lado-
wego jest zwiazana z jego aktywnos$cia antyoksydacyjna.
Selenoenzymami petniacymi funkcje¢ komorkowych ,,anty-
utleniaczy” sa; peroksydazy glutationowe, reduktazy tiore-
doksyny i selenobiatko P [4].

Poza funkcja komorkowego antyoksydanta selen dzia-
la przeciwzapalnie, przeciwwirusowo, antykancerogennie

Abstract

In this work, the authors have put emphasis on chronic
deficiency of selenium in the development of certain dis-
eases. Selenium is one of the trace elements, which is
essential for the proper functioning of the organism. It
constitutes an integral part of approximately 20 enzymes
which include, glutatione peroxidase, iodothyronine 5°-
deiodinase, and this accounts for its multidirectional,
biological activity. Selenium plays an important role in
maintaining homeostasis of antioxidant processes, has an
influence on the hormonal system and inflammatory and
immune processes.

Key words: Selenium, deficiency, glutathione peroxidase,
oxidative stress

i mutagennie, tagodzi przebieg choroby u 0s6b zarazonych
wirusem HIV [2,5]. Selen, jako sktadnik dejodynazy jodo-
tyroniny, bierze udziat w produkcji hormonéw tarczycy, ma
zatem udzial w utrzymaniu eutyreozy [6]. Odnotowano tak-
ze ochronne dziatanie selenu w przypadku zatru¢ niektory-
mi metalami cigzkimi [7].

Niedobor selenu wiagze si¢ gtdéwnie z uszkodzeniem mig-
$nia sercowego(choroba Keshan) i z chorobami uktadu kost-
nego (choroba Kashin-Becka) [8,9].

Liczne badania sugeruja, ze niedoborowi selenu towa-
rZyszy pogorszenie nastroju, czgstsze wystgpowanie depre-
sji, niepokoju i agresji [2,3]. U 0s6b z choroba Alzheimera
1 Parkinsona stwierdzono nizsze st¢zenie selenu w tkance
moézgowej w porownaniu do tkanki oséb zdrowych [10].

W czasopismach medycznych pojawia si¢ co raz wig-
cej publikacji dotyczacych wolnych rodnikéw oraz reak-
tywnych form tlenu (RFT) i ich zwiazku z rozwojem wielu
choroéb przewleklych u ludzi. Wzrost st¢zenia RFT komorce
$wiadczy o uposledzeniu funkcjonowania mechanizméw
antyoksydacyjnych. Zaburzenie réwnowagi pomigdzy ilo-
$cig powstalych RFT a systemem ich degradacji moze pro-
wadzi¢ do stresu oksydacyjnego. Gléwnym mechanizmem
obronnym organizmu przed RFT jest uklad enzymow an-
tyoksydacyjnych oraz antyoksydanty drobnoczasteczkowe.
Podstawowymi enzymami tego ukladu sa: dysmutaza po-
nadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) oraz peroksydaza gluta-
tionowa (GSH-Px), ktorej synteza zalezy od stezenia selenu
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w organizmie. Selen, wchodzacy w sktad centrum aktywnego
GSH-Px, bierze posrednio udziat w eliminacji reaktywnych
form tlenu [11, 12]. RFT odgrywaja istotna rol¢ w patofizjo-
logii takich choréb jak miazdzyca naczyn krwionos$nych, cho-
roby sercowo-naczyniowe, choroby nowotworowe, cukrzyca,
przewlekta niewydolno$¢ nerek i inne. Jest wiele dowodow
$wiadczacych, ze selen i selenobialka wywieraja ochronny
wplyw na rozwdj niektorych chorob [3,6,13].

Istnieja grupy ludzi narazonych na wystapienie niedobo-
réw selenu. Zapotrzebowanie na selen wzrasta szczegolnie
wyraznie w okresie szybkiego wzrostu i rozwoju organizmu.
Badania wielu autoréw wykazaty [14,15], ze u kobiet cig-
zarnych stgzenie selenu zarowno w osoczu, jak i petnej krwi
obniza si¢ w miarg trwania ciazy, osiagajac najnizsze war-
tosci tuz przed porodem. W badaniach eksperymentalnych
wykazano, Ze selen tatwo przenika przez tozysko do ptodu.
Rosnacy ptod gromadzi w swoich tkankach selen szczegol-
nie intensywnie pod koniec trwania ciazy [16].

Niedobor selenu w okresie noworodkowym moze by¢
niekorzystny dla wczesniakow, ze wzgledu na niedojrzatosé
mechanizmow obrony antyoksydacyjnej i wigksza w zwiazku
z tym podatno$¢ na rozwoj chordb, u podtoza ktérych
stwierdza si¢ zwigkszona aktywno$¢ wolnych rodnikéw
tlenowych, jak na przyktad RDS (ang. Respiratory Distress
Syndrome) lub retinopatia wczesniakow [17].

Udokumentowany spadek stezenia selenu u kobiet
w ciazy, spowodowat zainteresowanie badaczy nad rola sele-
nu w patologii ciazy [15,18,19]. Niedobor selenu moze mie¢
znaczenie w rozwoju gestozy EPM (ang. Edema, proteinuria
and hypertension). Opdzniony wzrost ptodow w gestozie jest
spowodowany uszkodzeniem tozyska, prawdopodobnie przez
krazace nadtlenki lipidow. W innych badaniach suplementacja
selenem u kobiet zagrozonych rozwojem gestozy znaczaco
zmniejszyla liczbg przypadkéw nadcisnienia indukowanego
ciaza i obrzgkéw w poréwnaniu z grupa kontrolna [20].

Waznym problemem w pediatrii jest SIDS (ang. Sudden
Infant Death Syndrome). Winterbourn [21] w badaniach
przeprowadzonych w Nowej Zelandii w latach 1990-1992,
analizowata stezenie selenu w osoczu i czgstos¢ wystepo-
wania SIDS u niemowlat. Autorka wykazata wysoka, ujem-
na korelacj¢ migdzy stgzeniem selenu w osoczu a zgonami
z powodu SIDS.

Do obnizenia st¢zenia selenu w surowicy (i aktywnosci
GSH-Px) dochodzi u dzieci chorujacych na kwashiorhor
(choroba zwiazana z niedoborem biatka i niedozywieniem),
celiakig (zespot trzewny zwiazany z wchianianiem glutenu),
fenyloketonurig czy tez leczonych z powodu wtornego zle-
go wchianiania [22,23,24].

W wielu innych publikacjach zwrdcono réwniez uwagg,
ze u pacjentow odzywianych przez dtuzszy czas pozajeli-
towo dochodzi do powaznego obnizenia zawartosci selenu
w organizmie [25,26]. Roztwory podawane w catkowi-
tym odzywianiu pozajelitowym zawieraja niewielkie ilo-
Sci selenu lub nie zawieraja go w ogole. Kardiomiopatig
z towarzyszacym niskim st¢zeniem selenu we krwi opisa-
no u dwoch mezczyzn, od kilku lat odzywianych pozajeli-
towo [27]. Leczenie preparatami selenu nie dato pozytyw-
nych wynikow i obaj chorzy zmarli. Posmiertnie wykonane
oznaczenie selenu i aktywnosci peroksydazy glutationowej
(GSH-Px) wykazaty, ze wyniki byty kilkakrotnie nizsze od
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wartos$ci uzyskanych u 0s6b zdrowych. Wedtug autorow do
nicodwracalnych zmian w mig$niu sercowym i innych na-
rzadach doszto w wyniku niedoboru selenu a przyczynowe
leczenie choroby rozpoczgto zbyt pdzno.

Nerki sa narzadem o najwyzszym stgzeniu selenu i glow-
nym narzadem utrzymujacym state stgzenie tego pierwiast-
ka we krwi. W nerkach produkowana jest rowniez GSH-Px
osocza. Dlatego w przypadku niewydolno$ci tego narzadu
dochodzi do ostabienia obrony antyoksydacyjnej, co moze
skutkowa¢ powstaniem wielu powiktan u chorych z prze-
wlekla niewydolno$cia nerek. Wielu autorow potwierdzito
obnizenie st¢zenia selenu w pelnej krwi i osoczu u chorych
z przewlekla niewydolnoscia nerek zarowno niedializowa-
nych jak i dializowanych [28,29].

Selen wplywa na funkcjonowanie systemu immunolo-
gicznego [30]. Dziala immunostymulajco przez pobudzenie
proliferacji limfocytow T, nasilenie odpowiedzi na antyge-
ny i pobudzenie aktywnosci komoérek NK oraz limfocytow
cytotoksycznych. Mechanizm dziatania selenu jest zwigzany
z jego zdolnoscia do regulacji ekspres;ji receptora dla IL-2 na
powierzchni aktywowanych limfocytow i komorek NK [31].
Po 6 miesiacach badania, u 0s6b starszych przyjmujacych se-
lenwdawce 100 pg/dobg stwierdzono wzmocnienie odpowie-
dzi immunologicznej na mitogen do poziomu wystgpujacego
u mtodych, zdrowych oséb [3].

Wykazano, ze niskie stgzenie selenu w organizmie
zwigksza zjadliwos¢ wirusa Coxsackie (czemu przypisuje
si¢ rOwniez znaczenie etiologiczne w chorobie Keshan) [30],
przyspiesza namnazanie si¢ wirusa HIV w komorkach oraz
zwigksza ryzyko zachorowania na raka watroby w przypad-
ku wirusowego zapalenia watroby typu B lub C [32].

U mezczyzn selen wptywa na zdolno$ci reprodukcyjne
i bierze udzial w metabolizmie testosteronu [33]. Oldereid
i wsp. [34] stwierdzili dodatnia korelacj¢ ilosci selenu
w ejakulacie z ilo$cia plemnikow. Selen odgrywa wazna rolg
w procesie reprodukcji. Podanie selenu mgzczyznom z nie-
doborem tego pierwiastka i z zaburzeniami ptodnosci wpty-
wa na zwigkszenie szans posiadania potomstwa, chociaz sa
tez badania niewykazujace takiego dziatania.

W pismiennictwie rozwaza si¢ rolg selenu w skorze
i jej przydatkach u chorych na tuszczycg, w odniesieniu do
naskorka wskazuje sig¢ na udziat selenu w procesach kera-
tynizacji, gtéwnie poprzez tworzenie mostkow dwusiarcz-
kowych. U chorych na tuszczyce przypisuje si¢ selenowi
wplyw na parametry immunologiczne i biochemiczne za-
chodzace w obrgbie skory [35]. Drewa i wsp. [36] w bada-
niach in vitro stwierdzili protekcyjny wptyw selenianu na
keranocyty naswietlane promieniowaniem ultrafioletowym.

Znane sa rdwniez prace analizujace rolg selenu w ast-
mie oskrzelowej. Badania te sa jednak nieliczne, a wyniki
niejednoznaczne. Znaczenie selenu w patofizjologii astmy
oskrzelowej moze wyraza¢ si¢ wplywem tego pierwiast-
ka na funkcje komoérek immunologicznie kompetentnych
i tkankowy odczyn zapalny [37]. Jednym z przewlektych
schorzen o niewyjasnionej etiologii jest reumatoidalne za-
palenie stawoéw (RZS). Stwierdzono, Ze u pacjentéw z RZS
otrzymujacych selen nast¢puje normalizacja parametrow
stanu zapalnego (biatko C-reaktywne, alfa 2-globulina,
PGE,), poprawa stanu klinicznego i zmniejszenie dolegli-
wosci [38,39].



Choroby uktadu krazenia sa jedna z gtownych przy-
czyn zgondw w krajach wysokorozwinigtych. Wielu auto-
row wykazato zwiazek pomigdzy st¢zeniem selenu we krwi
a czgstoscig wystgpowania chordb sercowo-naczyniowych,
chociaz sa doniesienia, w ktorych takich zalezno$ci nie
stwierdzono [40,41,42]. Nieznany jest mechanizm dziatania
selenu, przypuszcza sig, ze dziata on poprzez GSH-Px. Ni-
skie stgzenie selenu przyczynia si¢ do obnizenia aktywno-
sci GSH-Px i wzrostu stgzenia wodoronadtlenkow, ktorych
nagromadzenie moze powodowac uszkodzenia srodbtonka
naczyn krwiono$nych. Niskie st¢zenie moze by¢ takze zwia-
zane z obnizeniem metabolizmu prostaglandyn w ptytkach
krwi i przyczynia¢ si¢ do podwyzszonej lepkosci ptytek oraz
tworzenia zakrzepow.

Wigkszo$¢ badan epidemiologicznych pochodzacych
z roznych osrodkéw dowiodly o istnieniu ujemnej ko-
relacji pomigdzy umieralno$cia z powodu raka a spozy-
ciem selenu i jego zawarto$cig w diecie. Zostala wykryta
odwrotna korelacja pomig¢dzy poziomem selenu a umie-
ralno$cig spowodowana rakiem przelyku lub zZotadka,
a takze ryzykiem raka ptuc [43,44]. U pacjentéw z nowo-
tworami, u ktorych st¢zenie selenu we krwi byto wyzsze,
wykazano tagodniejszy charakter guzow i mniejsza licz-
be przerzutéw. Te odkrycia sugeruja, ze dodawanie sele-
nu do diety moze mie¢ ochronne dziatanie w stosunku do
niektorych rodzajow nowotworéw u o0séb z obnizonym
spozyciem selenu.

W Chinach, gdzie odnotowano duza liczbg zachorowan
na raka watroby spowodowane wirusowym zapaleniem
watroby typu B, potaczone z duzym skazeniem zywnosci
aflatoksynami, podawanie selenu zmniejszyto czgstos¢ wy-
stgpowania choroby o 35% [45].

W badaniach przeprowadzonych przez Clarka i wsp.
[46] wykazano, ze leczenie selenem nie wplyngto znacza-
co na zachorowalnos¢ na nieczerniakowe nowotwory skory
(non-melanoma), natomiast u pacjentéw otrzymujacych do-
datek selenu do diety, ryzyko rozwoju raka ptuc, gruczotu
krokowego, okre¢znicy czy odbytnicy spadto. Zachorowal-
no$¢ na raka gruczotu krokowego spadta az o 65%. Glow-
nym wnioskiem wyciagnigtym z badania byt fakt, Zze pre-
wencyjne dziatanie selenu bylo skuteczniejsze u pacjentow,
ktorzy mieli niskie st¢zenie wyjsciowe selenu, w momencie
rozpoczegcia badan.

Whanger [47] na podstawie analizy wynikow uzyska-
nych z materiatu ludzkiego i od zwierzat stwierdzit, Ze nie-
zaleznie od ilo$ci pierwiastka zawartego w diecie, podanie
selenu w ilosci 100 pg a nawet 200 pg dziennie, jest ko-
nieczne aby zapobiec lub opdzni¢ rozwoj raka. Wiaze si¢
to z faktem, ze najaktywniejsza antykancerogennie forma
selenu -CH,SeH) — wystgpuje w organizmie w wyzszych
stezeniach u 0s6b przyjmujacych podwyzszone dawki tego
pierwiastka.

Liczne doniesienia potwierdzaja hipotezg, ze suplemen-
tacja diety w selen powoduje obnizenie ryzyka powstania
nowotworu gruczotu krokowego [48]. Selen moze mieé
réwniez istotne znaczenie w zapobieganiu raka jelita gru-
bego [49]. Clark i wsp. [50] w randomizowanych badaniach
z udzialem 974 me¢zczyzn, przyjmujacych 200 pg selenu
na dobg wykazali 37% redukcj¢ zachorowalnosci na raka
prostaty i 2 razy mniejsze ryzyko jego rozwoju u uczestni-
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kéw poddanych suplementacji. Natomiast Reid i wsp. [51]
poddali analizie czgsto$¢ wystgpowania gruczolaka jelita
grubego u pacjentdw poddanych supplementacji diety sele-
nem. W swojej pracy udowodnili redukcj¢ ryzyka wystapie-
nia gruczolaka jelita grubego w grupie palaczy papieros6w
iu badanych z niskim st¢zeniem selenu we krwi na poczatku
badania. Pomimo ze wigkszo$¢ badan epidemiologicznych
wskazuje zwiazek pomigdzy niskim stgzenie selenu we
krwi a ryzykiem rozwoju raka jelita grubego, w niektorych
badaniach nie udato si¢ wykaza¢ tej zalezno$ci. Podobnie,
badania stezenia selenu we krwi u kobiet z rakiem sutka nie
dostarczyly tak zgodnych wynikéw, jak nad rakiem innych
narzadow [52]. Autorzy uwazaja, ze brak réznic zwigzany
jest z faktem, Ze rozwijajacy si¢ w gruczole piersiowym guz
jest struktura izolowana, majaca niewielki zwiazek z innymi
czgSciami organizmu.

Wiele obszernych badan epidemiologicznych wy-
kazuje, ze suplementacja diety selenem wskazana jest,
gdy podaz tego mikroelementu w Zywnosci jest ogra-
niczona. Problem niedoboréw selenu w diecie wynika-
jacy z jego malej zawartosci w $rodowisku (w glebie
i roslinach) jest intensywnie badany, w tym tez przez pol-
skich naukowcow. Ze wzgledu na maty indeks terapeutycz-
ny istotne jest okreslenie wptywu wielkosci dawki selenu
na przebieg choroby. Okreslenie znaczenia selenu w pato-
genezie wielu chorob jest wigc problemem nadal otwartym
i wymagajacym dalszych badan.
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SYNTHESIS AND BIOLOGICAL PROPERTIES
OF NEW PYRIMIDINE DERIVATIVES
AND 1, 2, 3, 4-TETRAHYDROPYRIMIDO[4,5-d] PYRIMIDINES

Department of Organic Chemistry,

Medical Academy, Wroctaw
Jerzy Cieplik

Abstract

In the first part a decision was made to substitute a sulphur atom in the pyrimidine ring with an oxygen atom, and
compare anti-bacterial properties of resulting compounds. Then, 5-hydroxyeter-derivatives and 5-aminohydroxy-
hetero-derivatives of pyrimidine were obtained and their microbiological activity tested. In the further part, a set
of pyrimidine sulphonamides were obtained and their biological properties compared. In the final part of the study,
a Mannich reaction was realised in a pyrimidine system, obtaining 1,2,3,4-tetrahydropyrimid-[4,5-d]-pyrimidine.
Using various aromatic aldehydes a set of new derivaties were obtained, having interesting microbiological proper-

ties.

Keywords: Pyrimidines, sulfonamidoderivatives, antibacterial activity

1. SYNTHESIS AND BIOLOGI-
CAL PROPERTIES OF 4-THIOXO-
AND -PYRIMIDINE 4-OXO-5-
DERIVATIVE

Ethyl  2-phenyl-6-methyl-4-thioxo-5-pyri-
midinecarboxylate I) was used as a parent sub-
stance which was then hydrolyzed to 2-phenyl-
6-methyl-4-thioxo-5-pyrimidinecarboxylic acid
(IT). Carboxylic was reduced with LiAIH, (lith-
ium tetrahydroaluminate) yielding 2-phenyl-5
-hydroxymethyl-6-methyl-4-thioxopyrimidine
(III). In addition, the sulfur atom at position “4”
of the pyrimidine ring was substituted with the
oxygen atom since such a change in the system,
according to the literature reports may increase
biological activity and at the same time may re-
duce the toxicity of the derivatives obtained. This
way ethyl 2-phenyl-6-methyl-4-oxo-5-pyrimidine-
carboxylate (IV) and 2-phenyl-6-methyl-4-oxo-
S-pyrimidinecarboxylic acid (V) were prepared.
Both these newly prepared compounds IV and V
were reduced with LiAlH, dissolved in dioxane
(Scheme 1) ® .
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2. SYNTHESE OF
PYRIMIDINE 5-HYDROXYETHER AND
5-AMINOHYDROXYETHER DERIVATIVES

According to earlier suggestions proposed by Japa-
nese chemists who modified the Sparsomycin antibiotic,
it was decided to prepare pyrimidine 5-hydroxyether and
S-alkylaminohydroxyether derivatives. Literature reports
indicate that the substitutes occurring in position “5” of the
pyrimidine ring have an essential effect on biological prop-
erties in this ring.

2-phenyl-6-methyl-4-thioxo-5-pyrimidinecarboxylic
acid (II) was used as a parent substance. Acid II was fused
with various aromatic amines yielding 4-arylamine-2-phe-
nyl-6-methyl-5-pyrimidinecarboxylic acid (VII). Acid VII
was reduced with LiAlH, yielding 4-aryl-2-phenyl-5-hy-
droxymethyl-6-methylpyrimidine (VIII). Hydroxymethyl-
pyrimidine VIII was converted into sodium alcoholates with
pyrimidine derivative (IX). Compound IX was treated with
epichlorhydrine, yielding 4-aryl-amine-2-phenyl-6-methyl-
5-epoxypropoxymethylpyrimidine  (X). 4-arylamine-2-
phenyl-6-methyl-5-epoxypropoxypyrimidines (X) prepared
were transitional intermediate products for further synthe-
ses. By treating pyrimidine 5-epoxy derivative with NaOH
solution in methanol, pyrimidine 5-dihydroxyepoxy deriva-
tives (XI) were obtained. Compound (X) was treated with
various amino alcohols, aliphatic, aromatic and heterocyclic
amines.

Derivatives XI, XII, XIII, XIV, XV, XVI, XVII were
subject to microbiological tests on five selected bacterial
strains: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epider-
midis, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas
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aeruginosa. From among a number of compounds investi-
gated, the most interesting properties were shown by com-
pound XVII with the trifluoromethylphenylethylpipera-
zinehyd-roxypropoxymethyl substitute and also with the
5-alkylaminehydroxy-propoxymethylene substitute (XII).
These compounds inhibited the growth of Staphylococcus
epidermitis in 12 pg/ml doses and Escherichia coli in 6 pg/
ml doses (Scheme 2 and 3) @ .

3. SYNTHESIS AND ANTIBACTERIAL
PROPERTIES OF PYRIMIDINE-5-
SULFONAMIDE DERIVATIVES

Literature data show that nitrogen atoms result in a de-
crease of electronic density at “CH” groups of the pyrimi-
dine ring, that is, at positions 2, 4, 6. Therefore, the same
substitutes behave in a different way and affect differently
the pyrimidine ring depending on their positions, either at
position “4” or position “5” of the pyrimidine ring. The NH,,
OH groups at positions 2, 4, 6 reduce the aromaticity of the
pyrimidine ring without giving typical diazotization reac-
tions and reactions with FeCl,. On the other hand, the same
groups at position “5” increase the aromaticity of the pyrimi-
dine ring, undergoing the diazotization reaction — (NH,) and
the reaction with FeCl, — (OH). Therefore, it was advisable
carrying out a number of syntheses aiming at the preparation
of a series of pyrimidinesulphonamides, substituted at posi-
tions “4” and “5”, having in mind pyrimidinesulphonamides
used earlier in medical treatments.

4-Aryl-2-phenyl-6-methyl-5-hydroxymethylpyrimidine
(VIII) was the parent substance in these studies. It was
treated with SOCI, yielding 4-arylamine-5-chloromethyl-2

.
AryI -NH, LIAIH NH H
~H
N (0]
| H
=
NZ CH,

Vil

¢Na
- @

S [e}
NH oM
I Z
N ScH,
Il

A~ OH
I)I\O/\(\H
©)\ = OH
NZ CcH,

Xl

Schemat 2

CI\@\ C‘\Q\
NH CH. NH
CH
N /\(\N NJ\I\O/\(\N/\r 3
I . L . on M ocn
N N~ CH,

Xl

H
N N7 o
0/\( I)r\ /\(\H
OH Z OH
cl W™ ey

XV xvi

e
a” t “NH
N N O/\(\N N
P on — CF,
N7 CH,
Xvii

Schemat 3

35



Farm Przegl Nauk, 2009,3

Q1
©/k

£

NH H
| H
~
XVII

A
e .
—Z
N CH, a:4-H
b :4-Cl
VIl c:4-OH
d: 4-0CMs
/ e :4-CH,
S
NH
NH,OH N
.

¢

//O

o,
N
H

\
L0,

N

@ﬁCO

XX

NH,

Schemat 4

-phenyl-6-methylpyrimidine (XVIII). Resulting
pyrimidine chloroderivative XVIII was subject
to ammonolysis with 25% NH, - H/O solution
yielding 5-aminomethyl-4-arylamino-2-phenyl-6
-methylpyrimidine (XIX). Compound XIX was
condensed with p-toluenosulfonic chloride, yield-
ing pyrimidine 4-arylamino-2-phenyl-6-methyl-
5[(4methylphenyl) sulfonamidomethyl] (XX).On
the other hand, treating pyrimidine chloro deriva-
tive XVIII with 4-acetaminophenylsulfonamide,
pyrimidine 3-arylamino-2-phenyl-2-phenyl-6
-methyl-5-[(4-acetaminophenyl)sulfonamido-
methyl] (XXI) was obtained. Sulfonamide XXI
prepared was hydrolyzed with the HCI solution
yielding pyrimidine 4-aryl-2-phenyl-6-methyl-
5-[(4-aminophenyl)sulfonamidomethyl] (XXII)
(scheme 4) @,

4. SYNTHESIS AND ANTIBACTE-
RIAL PROPERTIES OF PYRIMI-
DINE-4-SULFONO-DERIVATIVES
ACID AND ESTERS

In continuation of our previous studies con-
cerning different effects of the same substitutes
at positions “4” and “5”, it was decided to car-
ry out a number of syntheses aiming at prepar-
ing a series of pyrimidine 4-sulfono derivatives
and then investigating their biological activities
in order to compare with pyrimidine 5-sulfono
derivatives prepared earlier. A number of ana-
logical syntheses were carried out in order to
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obtain pyrimidine 4-sulfonamido derivatives.
The reactions were csrried out on both ethyl
esters of 4-arylamimo-2-phenyl-6-methyl-5
-pyrimidinecarboxylic acid (XXIIl)and on
4-arylamine-2-phenyl-6-methyl-5-pyrimidi-
necarboxylicc acid (VII) in order to compare
their antibacterial action with those pyrimidine
5-sulfonamido derivatives obtained earlier. The
parent substance in these syntheses was ethyl
ester of 4-arylamine-2-phenyl-6-methyl—5-
pyrimidinecarboxylic acid (XXIII) which was

and with p-acetaminephenylsulfonic chlorid-
sulphonyloe yielding ethyl ester of 4-{[(4-
chlorophenyl)]-4-[(4-methylphenyl)sulfonylo]
amino}-2-phenyl-6-methyl-5-pyrimidine
carboxylic acid (XXV). Compound (XXV) was
then subject to acid hydrolysis yielding ethyl
ester of 4-{[4-(aminophenylo)sulfonyl]-4-[(4-
chlorophenylo)amino]}-2-phenyl-6-methyl-5-
pyrimidinecarboxylic acid (XXVI) @ .

The results of these studies (scheme 5).

Similar syntheses were carried out using
pyrimidine-5-carboxylic acid VII as parent sub-
stance. Treating 4-aryl-2-phenyl-5-methyl-5-py-
rimidinecarboxylic acid (VII) with p-toluenesul-
fonic chloride yielded 4-{[(4-chlorophenylo)-4
-(4-methylophenylo)sulphonylo]amino-6-meth-
ylopyrimidino-5-carboxylic acid (XXVII) and
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4-{[(4-(acetaminophenylo)sulfonylo-4-(4-chlo-
rophenylo)amino}-2-phenylo-6-methyl-5-pyri-
midinocarboxylic acid (XXVIII). Then compound XVIII
was subject to acid hydrolysis yielding 4-{[(4-aminophe-
nylo)sulfonylo-4—(4-chlorophenylo)]amino}-2-phe-
nyl-6-methylpyrimidine-5-carbnoxylic acid (XXIX) © |
(Scheme 6).

5. SYNTHESIS OF 1,2,3,4-T-
ETRAHYDROPYRIMIDO[4,5-d] PYRIMIDI-
NE-3-SULFONO DERIVATIVES

Earlier syntheses of pyrimidine[4, 5-d][1, 3]oxazines
showed that the derivatives prepared have strong antibacte-
rial properties. In order to obtain the structures similar to
the highly active chemical therapeutic agents used currently,
such as quinolone compounds (pipemidic acid), pyromidic
acid), a synthesis process was carried out, resulting in com-
bined compounds of the pyrimidine ring with another pyri-
midine ring. Combining 1, 2, 3, 4-tetrahydropyrimido[4,5-d]
pyrimidine with the sulfonamide radical seemed to be inter-
esting and advisable. This was achieved by two independent
methods.

In the first method 2-phenyl-4-[(4-methoxyphenyl)
amino]-6-methyl-5-chloromethylpyrimidine (XVIII) was
used as the parent substance. By condensing it with p-tol-
uenesulfonamide yielded 2-phenyl-4-[(4-methoxyphenyl)
amino]-6-methyl-5-[(4-methylphenyl)sulfonamido-methyl]
pyrimidine (XX). Then the Mannich reaction was carried
out on compound (XX) by cyclizing intermediate product
(XX) to 7-phenyl-1-(4-methoxyphenyl)-3-(4-methylphenyl)

sulfonyl-5-methyl-1,2,3,4-tetrahydro-pyrimido[4.5-d]pyri-
midine (XXXI).

In the second method which was found to be more ef-
ficient, chloroderivative (XVIII) was treated with 25% am-
monia solution yielding 2-phenyl-4-(4-methoxyphenyl)
amino-6-methyl-5-aminomethylpyrimidine (XIX). 5-amin-
oderivative (XIX) was cyclized by means of formaldehyde,
yielding 7-phenyl-1-(4-methoxyphenyl)-5-methyl-1,2,3,4-
tetrahydropyrimido[4,5-d]pyrimidine (XXX) which was
then condensed with p-toluenosulfonic chloride, resulting
once again in compound (XXXI) @, (Scheme 7).

6. SYNTHESIS AND BIOLOGI-

CAL PROPERTIES OF 1, 2, 3, 4-T-
ETRAHYDROPYRIMIDO[4,5-d]PYRIMIDI-
NE DERIVATIVES

During our work on synthesis of 1,2,3,4-tetrahydro-
pyrimidino[4,5-d] pyrimidines, these compounds were
also prepared by two independent methods. One of the
method was cyclization of 5-aminomethyl-2,4-diphenyl-6-
methylpyrimidine (XIX) which was earlier prepared from
pyrimidine 5-chloro derivative (XVIII) by means of ethyl
orthoformate, yielding 1,7-diphenyl-5-methyl-1,2,3,4-
tetrahydropyrimido[4,5-d] pyrimidine (XXX). Identical
compound was prepared by cyclizing pyrimidine 5-amino
derivative XIX in the Mannich reaction (Scheme 8).

As a result of nucleophilic substitution of pyrimidine
S-chloro derivative XVIII with the amine group and then
cyclizing pyrimidine 5-amino derivatives XIX by the Man-
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nich method to 1,2,3,4-tetrahydropyrimido[4,5-d]pyrimi-
dines XXX. These papers were published in SCIENTIA
PHARMACEUTICA Oesterreichische Phar-

pared and their structures were confirmed by spectroscopic
studies: 'H NMR, infrared spectroscopy (IR), mass spec-
troscopy as well as elementary analysis. The configuration
of certain structures was also demonstrated by the chemical
method, by preparing the same compounds by two differ-
ent, independent chemical methods. From among all newly
prepared derivatives about 150 selected compounds were
investigated with respect to their microbiological proper-
ties, both in antibacterial and antifungal tests. Other 50
compounds were subject to cytostatic and immunological
tests. The results of antineoplastic and immunological tests
were quite often very interesting; however, they were not
discussed in the present paper, with attention focused only
on their microbiological activity.

In a number of reductions of 2-phenyl-5-methyl-4-thi-
oxo-5-pyrimidinecarboxylic acid II, LiAIH, (lithium tet-
rahydroaluminate) was used as reducing agent. Reductions
were initially carried out in dioxane which was later replaced
with THF (tetrahydrofurane) which was found to be a much
better solvent for such reactions. Interesting antibacterial re-
sults were shown by 2-phenyl-6-methyl-4-oxo-5-pyrimidi-
necarboxylic acid (V) in which replacing of the sulfur atom
at position “4” of the pyrimidine ring with the oxygen atom
increases its antibacterial properties and decreases toxicity
of the compound.

In the next stage of studies, the sulfur atom at position “4”
of the pyrimidine ring was substituted with various aromatic
amines by fusing the respective amines with 2-phenyl-6-me-
thyl-4-thioxo-5-pyrimidine carboxylic acid. Further reduc-
tion of the carboxylic group to the hydroxymethyl group at

mazeutische Gesellschaft (2003), 79, (3), 245-
252.

7. SYNTHESIS AND MICROBIO-

LOGICAL PROPERTIES OF 1, 2, )

R@\
N NH
N

3, 4-TETRAHYDROPYRIMIDO[4, e oo
5-d]PYRIMIDINE 3-ALKYL AND c:30, 5
3-ARYL DERIVATIVES P

Earlier syntheses described in the previous
section and their interesting results encouraged
me to carry out further research work in this
system. By treating pyrimidine 5-chloro deriva-
tive XVIII with various aliphatic and aromatic
amines, S-aminosubstituted derivatives XXXIV
and XXXV were prepared which were later cy-
clized in the Mannich reaction since this method
was found to be more efficient than those two pre-
sented earlier. 1,2,3,4-tetrahydropyrimido[4,5-d]
pyrimidine 3-alkyl and 3-aryl derivatives
XXXVI, XXXVII were obtained (Scheme
10). Aliphatic and aromatic amine compounds
XXXIV, XXXV and their derivatives of 1,2,3,4-
tetrahydropyrimido[4,5-d]pyrimidines XXXVI,
XXXVII were investigated for their antibacterial
activity ® (Scheme 10).

8. SUMMARY and CONCLUSIONS

As a result of syntheses described in the postdoc-
toral thesis, over 200 new compounds were pre-
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position “5” of the pyrimidine ring was carried out by means
of both LiAIH, and NaBH, (sodium tetrahydroborate). Py-
rimidine 5-hydroxymethyl derivatives VII were converted
into alcoholates in benzene. Final products were prepared
by treating intermediate 5-epoxypropoxymethylpyrimidine
X with respective aliphatic or aromatic amines, conducting
the reactions in benzene at solvent boiling point. Pyrimidine
5-alkylaminohydroxyethers XII prepared and heterocyclic
derivatives of pyrimidine hydroxyethero-5-substitutes XVII
inhibited to large extent the growth of bacterial strains. From
among a number of compounds investigated the most in-
teresting results were demonstrated by compound XVII
with a trifluoromethyl-phenylethylpiperazinehydroxypro-
poxymethylene substitute as well as with a Salkylamine-
hydroxypropoxymethyl substitute (XII). These compounds
inhibited the growth of Staphylococcus epidermidis in 12
pg/ml doses and Escherichia coli of 6 pg/ml.

5-hydroxymethyl derivatives of pyrimidine VII were
converted into pyrimidine S5-chloromethyl derivatives
XVIII by means of SOCL, in benzene. Pyrimidine 5-chloro
derivative XVIII was treated with 25% aqueous ammo-
nia solution yielding pyrimidine 5-amino derivative XIX
which was condensed with 4-toluenesulfonic chloride in
benzene resulting in sulphonamide XX. A number of sul-
fonamides were prepared by treating directly pyrimidine
5-chloromethyl derivative XVIII with 4-acetaminephe-
nylsulphonamide. Then 5-sulphonamide derivatives

XXI were hydrolyzed yielding sulfonamides XXII. 13
still undescribed 5-sulfonamide derivatives XX, XXI and
XXII were obtained which were subject to microbiological
tests on ten selected strains: Escherichia coli, Enterobacter
faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis, Serracia marcesceus, Proteus vulgaris,
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae, Can-
dida albicans.

The results of microbiological tests demonstrated that
the amino group in the benzene ring of the sulfonamide
radical increases considerably the microbiological activity
while the presence of the alkyl group at the benzene ring
of the sulfonamide radical decreases definitely inhibition of
the growth of bacterial strains. Also the substitute at carbon
“4” of the pyrimidine ring is not unimportant. Activities
of the compounds are particularly enhanced by electron-
egative substitutes, e.g. “Cl”. It is also promising that the
compounds obtained inhibit the growth of some fungi, for
instance Candida albicans.

Literature reports indicate that the nitrogen atoms in the
pyrimidine result in a decrease in electronic density at “CH”
groups adjacent to the nitrogen atoms, that is, positions 2,
4, 6. Therefore, the same substitutes behave in a different
way and have a different effect on the pyrimidine ring and
thereby on the biological properties depending on their posi-
tions at “4” or “5” of that ring. The NH,, OH groups at posi-
tions 2, 4, 6 decrease the aromaticity of the pyrimidine ring
without giving a characteristic diazotization reaction and
reaction with FeCl,. On the other hand, the same groups at
position “5” increase the aromaticity of the pyrimidine ring,
undergoing the diazotization reaction — (NH,) and reaction

copyright © 2009 Grupa dr. A. R. Kwieciriskiego ISSN 1425-5073

with FeCl, - (OH). Therefore, it was advisable carrying out
a number of syntheses aiming at preparation of a series of
pyrimidinesulfonamides, substituted in positions “4” and
“5”, having in mind pyrimidine sulfonamides used earlier
in medical care.

Ethyl esters of pyrimidine 4-sulfamide derivatives
XXIV, XXV and XXVI (scheme 5) were prepared by treat-
ing ethyl 4-arylamino-2-phenyl-6-methyl-5-pyrimidinecar-
boxylate XXIII with appropriate p-toluenosulfonic chloride
or 4-acetaminophenylsulfonic chloride in the presence of
THE. In the latter case derivatives XXV were hydrolyzed by
unblocking the amino group. Biological activity is enhanced
by electronegative substitutes, such as, for example, a halo-
gen atom in the benzene ring at position 4 of the pyrimidine
ring (Scheme 5). On the other hand, hydrolyzing the ester
group in compounds XXIV, XXV and XXVI to carboxylic
acids XXVII, XXVIII, XXIX enhanced considerably anti-
bacterial activity of the compounds prepared (scheme 6).

Earlier work on synthesis of highly biologically ac-
tive pyrimidino[4,5-d][1.3]oxazines as well as the work
on quinolonic chemical therapeutical agents carried out
during my foreign period of service in the Viennese Uni-
versity of Technology encouraged me to carry out cycliza-
tion of 4,5-diamino derivatives of pyrimidine to the 1, 2,
3, 4-tetrahydropyrimido[4,5-d]pyrimidine system since the
initial attempts of cyclizing unsubstituted pyrimidine 5-ami-
nomethyl derivative gave promising results (scheme 8).

Good results of preliminary work on cyclization of 1,
2, 3, 4-tetrahydropyrimido[4,5-d]pyrimidines and high bi-
ological activity of the compounds prepared induced me
to expand these studies. Therefore, on treating pyrimidine
5-chloromethyl derivative XVIII with various amines, both
aliphatic and aromatic, 5-alkylamino derivatives of pyrimi-
dine XXXIV and 5-arylamino derivatives XXXV were pre-
oared and these were later cyclized in the Mannich reaction.
1, 2, 3, 4-Tetrahydropyrimido[4,5-d]pyrimidine derivatives
prepared demonstrate extremely good antibacterial results
if a highly electronegative substitute, for instance, chlorine
atom is attached to the benzene ring at the first nitrogen
atom. On the other hand, out of alkyl substitutes at position
“37”, allyl radical has the most positive effect on increasing
the biological activity; however, extending the chain further
results in decreasing the antibacterial properties.

Fifteen aromatically substituted 1, 2, 3, 4-tetra-
hydropyrimido[4.5-d] pyrimidine derivatives XXXVII
were microbiologically tested on 9 bacterial strains: Es-
cherichia coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Ser-
ratia inarcesceus, Proteus vulgaris, Staphylococcus epi-
dermidis, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans. 1,
2, 3, 4-Tetrahydropyrimido[4,5-d]pyrimidine derivatives
XXXVII mentioned above demonstrate extremely good
antibacterial properties if there is the benzene ring with a
highly electronegative substitute, for instance, chlorine atom
in position “1” while at position “3” in the second benzene
ring an electropositive substitute is located which enhances
the solubility of a given compound, affecting indirectly the
increase of its biological activity.

N
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Wspotczesne problemy flehologii — Przewlekta Choroba Zylna

Dominik Kotodziej, Mirostaw Polok, Urszula Oleskéw, Dorota Jabtecka, Dominika Grigier

Katedra i Zaktad Toksykologii Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach

Kierownik placowki: Prof. dr hab. Jerzy Kwapulinski

Streszczenie

Przewlekta choroba zylna, bgdaca stanem niewydolnosci
krazenia zylnego staje si¢ z roku na rok coraz wigkszym
problemem mogacym dotykac¢ w krajach rozwinigtych do
40% populacji. Przyczyna PCHZ jest uposledzenie droz-
nosci zyl, niewydolno$¢ zastawek lub oba te mechanizmy
tacznie. Najwazniejsza metoda diagnostyczna PCHZ sto-
sowana w Polsce i na $wiecie jest ultrasonografia dopple-
rowska. Leczenie zachowawcze polega na zminimalizo-
waniu czynnikow ryzyka, terapii uciskowej i stosowaniu
lekow flebotropowych. Leczenie chirurgiczne obejmuje
leczenie operacyjne.

Stowa kluczowe: przewlekta choroba Zylna, leki flebotro-
powe, zylaki

Przewlekta choroba zylna (Chronic Venous Disease
— CVD) jest stanem niewydolnosci krazenia zylnego w na-
stepstwie czeSciowego uposledzenia droznosci zyt lub zabu-
rzenia funkcji zastawek zylnych. CVD nalezy odrézni¢ od
niewydolnosci zylnej, ktora jest stanem charakteryzujacym
si¢ zaburzonym odptywem i nadci$nieniem zylnym u pa-
cjenta w pozycji stojacej, ktory to stan jest wtorny do zmian
obstrukcyjnych w zylach, ich poszerzenia lub zaburzenia
funkcji. Niewydolno$¢ zylna dotyczy naczyn zylnych jako
takich, podczas gdy przewlekta choroba zylna dotyczy takze
skory, tkanki podskdrnej i migsni. Niewydolno$¢ zylna po-
woduje nadcisnienie zylne, ktére w konsekwencji prowadzi
do przewleklej choroby zylne;j.

Z powodu trudnosci w poréwnaniu wynikéw poszcze-
gblnych badan epidemiologicznych, wynikajacych z roz-
bieznych kryteriow klasyfikacji pacjentow, czgstos¢ wyste-
powania przewleklej choroby zylnej nie zostata do konca
poznana. Mimo to szacuje si¢ iz CVD wystepuje $rednio
u 1-40 % kobiet i 1-17 % mezczyzn na $wiecie. Stwierdzo-
no istotna zalezno$¢ wystgpowania CVD od rejonu geogra-
ficznego, gdzie najwyzsza zapadalno$é notuje si¢ w krajach
rozwinigtych, co potwierdza zwiazek migdzy trybem zycia
ludzi a chorobami zyt.

Summary

Chronic venous disease, which is a state of venous insuffi-
ciency, is becoming a more severe problem by the year; it
may affect up to 40 % of the population in the developed
countries. The reason of CVD is the venous patency impa-
irment, venous insufficiency or both of these mechanisms.
The main diagnostic method for CVD, used worldwide
(also in Poland), is Doppler ultrasonography. Conserva-
tive therapy includes reducing risk factors, compression
therapy and application of phlebotropic drugs. Surgical
treatment involves an operation.

Key words: chronic venous disease (CVD), phlebotropic
drugs, varicose veins

Przyczyna przewlektej choroby zylnej jest nadci$nienie
zylne, bedace efektem niewydolno$ci zastawek, niedrozno-
$ci zyt lub obu tych zjawisk tacznie. Pierwotna niewydol-
no$¢ zastawek jest zwigzana z czynnikami genetycznymi
i wrodzonymi, wiekiem, charakterem pracy, w wyniku cze-
go dochodzi do postepujacych zmian w zastawkach. Wtorna
niewydolnos$¢ zastawek jest najczgsciej spowodowana pro-
cesem rekanalizacji po przebytej zakrzepicy zyt glebokich.
Przyczyna niewydolnosci zastawek moze by¢ rowniez dys-
funkcja migéni zaburzenie czynnosci pompy mig$niowej
w przebiegu pierwotnych lub wtornych dystrofii migs$nio-
wych. Pierwotna niedroznos$¢ zyt jest efektem wrodzonych
anomalii — braku zyt (aplazji), niedorozwoju (hipoplaz;ji)
lub nieprawidtowego rozwoju (angiodysplazji), ucisku z ze-
wnatrz przez pasma tacznotkankowe, obturacji czg$ciowej
lub calkowitej $wiatta naczynia przez przetrwate struktury
btoniaste. Powodem wtdrnej niedroznosci zyl jest niepelna
rekanalizacja po przebytym procesie zakrzepowym, ucisk
zyt z zewnatrz (np. przez guz nowotworowy). Zmiany te po-
woduja zwigkszenie ci$nienia w uktadzie zylnym glebokim
1 w nastgpstwie wtdrna niewydolno$¢ zyt taczacych oraz
nadci$nienie w uktadzie zyt powierzchownych. Szczegdlnie
widoczne jest to w okolicy dystynalnych zyt przeszywaja-
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cych, taczacych uktad gieboki i powierzchowny w rejonie
kostki przysrodkowej, gdzie obserwuje si¢ najwigksze na-
silenie zmian skornych w przebiegu CVD. W nastgpstwie
powyzszych zmian zachodzacych w makrokrazeniu docho-
dzi do zaburzen w mikrokrazeniu i aktywacji mechanizméw
powodujacych uszkodzenie tkanek. Na skutek zmian he-
modynamicznych we wlosniczkach dochodzi poczatkowo
do ,,rulonizacji” leukocytow, a nastgpnie do ich adhezji do
$cian $rodbtonka i uwolnienia cytokin oraz enzymow prote-
olitycznych. Prowadzi to do uszkodzenia $rédbtonka, czego
konsekwencja jest destrukcja tkanki okotonaczyniowej. Zja-
wisko to zwane jest putapka leukocytarng. Teoria ta ttuma-
czy powstawanie owrzodzenia zylnego w zaawansowanej
postaci CVD i uzupehia tzw. teori¢ mankietu fibrynowego
— wskutek wzmozonej przepuszczalnosci wtosniczek ele-
menty morfotyczne krwi, woda i biatka osocza przedostaja
si¢ do tkanek. Fibrynogen powoduje tworzenie mankietow
fibrynowych wokot naczyn, ktore to mankiety utrudniaja
wymiang tlenu i prowadza do uszkodzenia tkanek. Niedo-
tlenienie prowadzi do otwarcia przetok te¢tniczo-zylnych
w skorze, co poglgbia jeszcze ten proces. Obrzgk konczy-
ny w przebiegu CVD tlumaczy si¢ zwigkszeniem cisnienia
hydrostatycznego w czg$ci zylnej mikrokrazenia, uszkodze-
niem naczyn chtonnych w przebiegu zapalen skory i tkanki
podskdrnej oraz przechodzeniem molekut biatka poprzez
uszkodzone naczynia wlosowate, co prowadzi do wtornej
ucieczki wody do przestrzeni migdzykomorkowe;.

Istnieje kilka klasyfikacji przewleklej choroby zylnej,
jednakze najbardziej rozpowszechniona jest klasyfikacja
CEAP (clinical, etiological, anatomic, pathophysiological),
obejmujaca aspekty kliniczne, etiologiczne, anatomiczne
i patofizjologiczne CVD. Powstata ona podczas VI Mig-
dzynarodowego Kongresu Ekspertow, ktory odbyt si¢ na
Hawajach w 1994 roku. Klasyfikacja ta jest oparta na uzu-
petnionych i powtornie opracowanych danych z publikacji
Reporting Standards In Venous Disease.

Klasyfikacja CEAP
Cecha C (klasyfikacja kliniczna):
C, Brak widocznych lub wyczuwalnych palpacyjnie
zmian zylakowych,

C, Obecnos¢ teleangicktazji lub zylakow siatkowatych,

C; Zylaki,

C, Obrzegk,

C, Zmiany skorne pochodzenia zylnego: przebarwie-
nia, wypryski pochodzenia zylnego, zapalenie tkanki
podskorne;j,

C, Zmiany skorne jak w stopniu C, z blizna powrzo-
dowa,

C, Zmiany skorne jak w stopniu C, z niezabliZnio-
nym owrzodzeniem.

Cecha E (klasyfikacja etiologiczna):
E, Zmiany wrodzone,
E Zmiany pierwotne, a Wigc 0 nieznanej przyczy-
nie,
E, Zmiany wtorne o znanej przyczynie:
- pozakrzepowe,
- pourazowe,
- inne.
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Cecha A (klasyfikacja anatomiczna):

A, Uktad zylny powierzchowny:
1 Teleangiektazje, zylaki siatkowate,
2 Zyta odpiszczelowa powyzej kolana,
3 Zyta odpiszczelowa ponizej kolana,
4 Zyha odstrzatkowa,
5 Zmiany w obrgbie zyt spoza uktadu zyt odpisz-
czelowej i odstrzatkowe;.

Ay Uklad zylny gleboki:
6 Zyta glowna dolna,
7 Zyta biodrowa wspdlna,
8 Zyta biodrowa wewnetrzna,
9 Zyta biodrowa zewnetrzna,
10 Zyty miednicy: okolicy narzadéw piciowych,
wigzadta szerokiego itp.
11 Zyta udowa wspélna,
12 Zyta udowa gleboka,
13 Zyta udowa (powierzchowna),
14 Zyta podkolanowa,
15 Zyly goleni (tydki): piszczelowe przednie
i tylne, strzatkowe,
16 Zyly mieéni szkieletowych: brzuchatego tyd-
ki, ptaszczowatego, inne.

A, Zyly przeszywajace:
17 Uda,
18 Goleni.

Cecha P (klasyfikacja fizjopatologiczna):
P, Refluks,
P, Niedroznosc,
P., Wspdtistnienie obu mechanizmow.

Do czynnikow ryzyka CVD nalezy zaliczy¢:

wiek — jest gtdwnym czynnikiem ryzyka. W rozwoju
osobniczym czgsto$¢ wystgpowania zylakow w ukta-
dzie zyty odpiszczelowej lub odstrzatkowej oraz czg-
sto$¢ wystgpowania teleangiektazji i zylakow siatko-
watych ro$nie proporcjonalnie do wieku. W zwiazku
z tym w populacji 70-latkow zylaki lub teleangiekta-
zje wystgpuja u okoto 70% mezczyzn i kobiet.
czynniki dziedziczne — wystgpowanie zmian zyla-
kowych czgsto ma charakter rodzinny. Wywiad ro-
dzinny u pacjentéw z zylakami jest 2-krotnie czg-
$ciej obciazony niz u 0séb, u ktorych zylakow sig nie
stwierdza. Do tej pory nie udato si¢ zidentyfikowaé
genu i sposobu dziedziczenia CVD. Przypuszcza si¢
iz przyczyna moga by¢ zmiany strukturalne macierzy
pozakomorkowej Sciany zyty lub jej zastawek — sto-
sunek kolagenu do elastyny Iub zaburzenia elemen-
tow komorkowych $ciany zyt.

pte¢ — w wigkszos$ci badan epidemiologicznych wy-
kazano wigksza czgsto§¢ wystepowania zylakow
u kobiet.

ciaza — przyczyna jest dziatanie gldwnie progeste-
ronu na $ciany zyl, a takze wzrost objgtosci krwi
krazacej w uktadzie zylnym oraz zmiany w uktadzie
krzepnigcia krwi. Nie stwierdzono korelacji pomig-
dzy liczba ciaz a ryzykiem CVD.



- praca w pozycji stojacej lub siedzacej — niepracujaca
pompa mig$niowa oraz utrudniony odptyw krwi do
serca przyczynia si¢ do rozwoju CVD.

- otylos¢ — zwigkszona masa ciata przy jednoczes$nie
wigkszej predyspozycji do zapalen tkanki podskor-
nej wptywa na rozwoj CVD.

- zaburzenia w ukladzie krzepnigcia krwi, niedobor
biatek uktadu krzepnigcia, nowotwory (najczestsza
przyczyna uszkodzenia zyty jest wystapienie skrzepu
i proces rekanalizacji zyly, powodujacy zniszczenie
nie tylko $ciany zyly, ale takze jej zastawek).

- niektore leki — np. doustne leki antykoncepcyjne.

- przewlekte zaparcia — spozywanie pokarmow z mata
zawartoscia btonnika zwigksza rowniez ryzyko po-
wstawania zylakow. Podwyzszone ci$nienie we-
wnatrz jamy brzusznej w trakcie defekacji przenosi
si¢ przez zyly biodrowe na zyly konczyn dolnych,
powodujac stopniowe uszkodzenie ich zastawek.

Oproécz wymienionych powyzej czynnikow na zwigk-
szone ryzyko CVD wptywaja rowniez: cukrzyca, miazdzyca
tetnic konczyn dolnych, nadmierna wiotko$¢ aparatu wigza-
dlowego, duze zabiegi operacyjne, dtugie unieruchomienie,
leczenie przeciwnowotworowe, choroba zakrzepowo-zato-
rowa, niewydolnosc¢ serca 11l i IV klasy oraz niewydolno$¢
oddechowa.

Objawy podmiotowe przewleklej choroby zylnej nie sa
dla niej swoiste. Zglaszaja je osoby z choroba zylng wszyst-
kich stopni, od objawowego stopnia C do stopnia C, (czyn-
ne owrzodzenie). Zawsze nalezy ustali¢ naturg, rodzaj i czas
kazdego ze zglaszanych objawdw, a nastgpnie rozwazyc
je 1 poszukiwaé innej mozliwej przyczyny dolegliwosci.
Do najczgstszych objawow podmiotowych CVD naleza:
bdl (bolesnos¢ w rzucie zylaka lub zmienionego naczynia
w przebiegu zakrzepowego zapalenia zyt powierzchow-
nych, rozlany bdl dystynalnych czgsci konczyn dolnych,
zylne chromanie przestankowe), uczucie cig¢zkosci nog
(w wielu przypadkach u kobiet ma charakter cykliczny
— faza przedmiesiaczkowa), $wiad, nocne kurcze migsni
i zespo! niespokojnych nog.

Do objawéw przedmiotowych CVD naleza:

- poszerzenia zylne — wystgpuja najwczesniej, poczatko-
wo jako teleangiektazje (poszerzenia zytek skornych
o $rednicy do 1 mm), p6zniej zyly siatkowate (poszerze-
nia zylek skornych o $rednicy do 4 mm). Czgsto trak-
towane jedynie jako problem kosmetyczny, jednakze
u 30% pacjentéw z teleangicktazjami stwierdza si¢ juz
uszkodzenie zastawek zylnych.

- zylaki — stanowia najcz¢stsza manifestacje klinicz-
na przewleklej choroby zylnej. Mozna je podzieli¢
na pierwotne i wtorne. Pierwotne sa spowodowane
nieprawidtowosciami w uktadzie powierzchownym
— wrodzona sktonno$cia do nieprawidtowej funkcji
zastawek oraz ostabieniem $ciany zylnej. Zylaki wtor-
ne wystgpuja w nastgpstwie niewydolnosci zyt glebo-
kich, przeszywajacych lub wskutek istnienia przetok
tgtniczo-zylnych. Wyrozniamy nastgpujace typy zyla-
kow:
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» zylaki spoza uktadu zyly odpiszczelowej i odstrzat-
kowej:

- zylaki siatkowate,
- zylaki sromu,
- zylaki krocza.

» zylaki uktadu zyty odpiszczelowej i odstrzatkowe;j:
- zylaki pni gldéwnych — pnia zyty odpiszczelowej
i odstrzatkowe;j,
- zylaki pni dodatkowych (lub naczyn pobocz-
nych uktadu zyly odpiszczelowej i odstrzatko-
wej.

- obrzek konczyny,

- przebarwienia wskutek odktadania si¢ hemosyderyny
w skorze i tkance podskornej,

- zapalenia wypryskowe,

- stwardnienia thuszczowo-skorne,

- blizny ze zmniejszona pigmentacja skory (atrophie blan-
che),

- wygojone lub czynne owrzodzenia zylne,

- wildknienie i zaciaganie skory wlasciwej,

- usztywnienie stawow skokowych wskutek zmian de-
strukcyjnych skory, tkanki podskornej, §ciggien oraz za-
burzen pompy mig$niowe;j,

- brzek limfatyczny i brodawczakowato$¢ skory na skutek
zaburzen ze strony naczyn limfatycznych.

Diagnostyka przewleklej choroby zylnej obejmuje: wy-
wiad z pacjentem, badanie przedmiotowe, a czgsto takze ba-
dania dodatkowe (najczgsciej ultrasonografi¢ dopplerowska).
1. Wywiad — usystematyzowany wywiad umozliwia okre-

$lenie znaczenia poszczegbélnych objawdw, oceng rdz-
nych czynnikéw ryzyka chorob zyt i ustalenie roko-
wania. Podczas przeprowadzania wywiadu u chorych
z podejrzeniem CVD nalezy oceni¢ czynniki ryzyka tej
choroby, zwroci¢ uwagg na zglaszane dolegliwosci, ich
korelacjg z czasem (nasilenie w godzinach popotudnio-
wych, zmniejszenie dolegliwosci podczas spoczynku
nocnego), temperatura otoczenia oraz wysitkiem fizycz-
nym. Istotne jest wystgpowanie chorob zyt w wywiadzie,
zarOwno u pacjenta, jak i w jego rodzinie, rodzaj ich le-
czenia farmakologicznego czy tez operacyjnego. Nalezy
rowniez zebra¢ szczegdlowy wywiad w kierunku: cho-
rob tetnic, schorzen neurologicznych a takze schorzen
stawow 1 struktur pozastawowych.

2. Badanie przedmiotowe — powinno by¢ przeprowadzone
dwuetapowo — w pozycji lezacej oraz w pozycji stoja-
cej. Podczas badania w pozycji lezacej ocenia si¢: zmia-
ny skorne, obrzgk (charakter obrzgku — migkki obrzgk,
po ucisku powstaje dotek, zmiany stwardniate, wiel-
ko$¢ obrzgku — obwody konczyn oraz umiejscowienie
zmian), symetri¢ konczyn, zaburzenia statyki (obecnosc¢
modzeli, palcow miloteczkowatych, koslawych palu-
chow, obnizenie tuku stopy i ruchomos$¢ stawow) oraz
niewydolnos¢ tetnic. W pozycji stojacej widoczne jest
napigcie $cian powierzchownego uktadu zylnego, a zyla-
ki sa lepiej widoczne i bardziej dostepne w badaniu pal-
pacyjnym. Podczas badania pacjent powinien znajdowac
si¢ na podndzku flebologicznym, opierajac cigzar ciata
najpierw na jednej, potem na drugiej nodze, co umozli-
wia rozluznienie badanej konczyny.
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Postgp w dziedzinie nieinwazyjnej diagnostyki czynno-
Sciowej spowodowatl zmniejszenie znaczenia prob klinicz-
nych, niemniej jednak nadal sa one szybka i tania pomoca
diagnostyczna. Do stosowanych prob flebologicznych nale-
za:

- objaw fali (proba Schwartza) — pozwala wykry¢
uszkodzenie zastawek zyl powierzchownych oraz
wzajemne zalezno$ci migdzy dwoma lub wigcej zy-
lakami. Pacjent stoi wyprostowany. Badajacy opuku-
je palcami zylg wzdtuz jej przebiegu lub najblizszy
zylak. Obecnos¢ fali wstrzasowej potwierdza istnie-
nie refluksu zylnego.

- proba kaszlowa — kaszel wywotuje nagly wzrost
ci$nienia wewnatrzbrzusznego. Ucisk zyly gldwnej
dolnej powoduje refluks, ktory mozna wyczugé, doty-
kajac ujscia zyly odpiszczelowej lub zylaka.

- proba Trendelenburga — pozwala na ujawnienie nie-
wydolno$ci ujscia zyly odpiszczelowej. Pacjentowi
lezacemu na plecach zaklada si¢ opaske elastyczna
wokot gornej czgsci uda, a nastgpnie chory wstaje.
Jezeli niewydolne sa zyly przeszywajace, zylaki nie
wypelniaja si¢, zanim nie zostanie zdj¢ta opaska. Je-
zeli niewydolne jest ujscie zyly odpiszczelowej, po
zdjeciu opaski elastycznej dochodzi do naglego roz-
szerzenia tej zyly.

- proba Perthesa — za jej pomoca mozna potwierdzié
drozno$¢ uktadu glebokiego oraz wydolnos¢ zyt
przeszywajacych. Pacjent stoi, a opaskg elastycznag
zaktada si¢ ponizej kolana. Po wykonaniu ¢wiczen
(chodzenie, zgigcia kolan) zylaki oprozniaja sig, je-
zeli uktad gleboki jest drozny, a zyly przeszywajace
sa wydolne.

3. Badania dodatkowe — w razie watpliwo$ci diagnostycz-
nych kolejnym etapem postgpowania sa badania ultradz-
wiekowe. Badanie tzw. Slepym Dopplerem traktowane
jest jako test przesiewowy w wykrywaniu niewydolnych
potaczen piszczelowo-udowych. Ultrasonografia techni-
ka podwojnego obrazowania (duplex) charakteryzuje si¢
wysoka czuto$cia dla refluksu zyt glebokich, uwidacz-
nia odcinki niedrozne oraz w dobrym stopniu umozli-
wia lokalizacj¢ zmian podskornych. W do§wiadczonych
rgkach stanowi najwazniejsze narze¢dzie diagnostyczne
we flebologii. Flebografia wstgpujaca i zst¢pujaca stano-
wia nadal ztoty standard oceny patologii uktadu zylnego.
Pozwalaja doktadnie zobrazowa¢ niedroznos$ci oraz oce-
ni¢ refluks gleboki. Jednak ze wzgledu na inwazyjnosé,
mozliwos¢ odczynow uczuleniowych oraz koszt badania
flebografia powinna by¢ wykonywana jedynie w trud-
nych diagnostycznie przypadkach w oddziatach angio-
chirurgicznych. Zastosowanie pletyzmografii oraz fo-
topletyzmografii ograniczone jest do specjalistycznych
osrodkow klinicznych, wedhug raportu VEINES metody
te cechuje niska czuto$¢ i specyficzno$¢ oraz mata war-
tos¢ diagnostyczna w wykrywaniu refluksu zylnego. Na-
lezy podkresli¢ wzajemne uzupetnianie si¢ metod dia-
gnostycznych oraz ich dostgpno$¢ w przypadku praktyki
lekarza rodzinnego. Obok doktadnie przeprowadzonego
badania fizykalnego powszechnie dostgpnym i wiary-
godnym badaniem wydaja si¢ by¢ badania dopplerow-
skie.
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Istnieja cztery podstawowe metody leczenia przewle-
ktych zaburzen zylnych konczyn dolnych: farmakoterapia,
kompresoterapia, skleroterapia i leczenie operacyjne.

W farmakoterapii zastosowanie znajduja leki poprawia-
jace napigcie Sciany zylnej oraz przeciwdziatajace skut-
kom zaburzen w mikrokrazeniu i zastojowi limfatycznemu,
zawsze towarzyszacych patologii zylnej. Wielu autoréw
podkresla znaczenie potaczenia diosminy i hesperydyny
w ulatwiajacej wchianianie mikronizowanej formie. Do
najwazniejszych produktéw naturalnych naleza substancje
zawierajace jako czynnik aktywny rutyng, troxerutyng oraz
escyng. Do najwazniejszych produktéw syntetycznych za-
liczamy tribenozyd, heptaminol, hefteron i dobesylan wap-
niowy. Kolejna grupe tworza leki reologicznie czynne, jak
pentoksyfilina oraz dekstrany. W wielu przypadkach zacho-
dzi konieczno$¢ stosowania lekow przeciwzakrzepowych
jak antagonisci witaminy K (np. acenokumarol), heparyna
klasyczna lub heparyny drobnoczasteczkowe.

Terapia uciskowa (kompresoterapia) poprzez zmniej-
szenie $rednicy naczynia zylnego i przepuszczalnosci wilo-
$niczkowej ulatwia powrdt zylny. Przeciwdzialajac obrze-
kowi oraz zastojowi limfatycznemu dziatanie swoje kieruje
na gtéwne, zglaszane przez chorych dolegliwosci. Zastoso-
wanie znajduja tu zaréwno elastyczne, jak i nieelastyczne
bandaze oraz rézne rodzaje poniczoch i rajstop uciskowych.
Idealnym jest stopniowanie kompresji (ucisk okreslany jest
w stopniach od 0 do III). Jest jedna z najtanszych oraz wyso-
ce skutecznych metod leczenia, na skutek braku informacji
zbyt rzadko dotychczas stosowana w polskich warunkach.

Skleroterapia za zadanie stawia sobie likwidacjg zyla-
kow poprzez $rédnaczyniowe iniekcje chemicznych $rod-
kéw obliterujacych. Rozpoczecie reakcji fibrynolitycznej
w obrebie naczynia zylnego wywotywac ma jego zaro$nig-
cie. Stosowana bywa gtownie w przypadkach teleangiekta-
zji oraz 7yt siateczkowatych, czgsto jej wyniki sa wylacznie
kosmetyczne i czasowe. 11o$¢ powiktan jest wysoce zalezna
od rodzaju i stezenia $rodka chemicznego oraz do$wiadcze-
nia wykonujacego zabieg. Zalecana jest rOwniez w leczeniu
zylakow bocznych gatgzi zyly odpiszczelowej oraz zylakow
nawrotowych po leczeniu chirurgicznym.

Leczenie operacyjne CVD wiaze si¢ z istotna poprawa
jakosci zycia i oceny stanu zdrowia przez chorych. Uzupel-
nienie terapii kompresyjnej oraz farmakologicznej zabiega-
mi chirurgicznymi znamiennie zmniejsza odsetek nawrotow
przewleklych owrzodzen zylnych. Mozliwosci leczenia zy-
lakow konczyn dolnych to:

- wysokie podwiazanie zyly odpiszczelowej,

- usunigcie (stripping) zyly odpiszczelowej — zaré6wno
wysokie podwiazania, jak i usunigcie zyly odpisz-
czelowej moga by¢ powiktane zakazeniem, martwi-
ca skory, powstaniem krwiaka, chtonotokiem Iub po-
wstaniem zbiornika chtonki

- usunigcie zyly z drobnych cig¢ — efekt kosmetyczny
tej operacji jest dobry. Wsrod powiktan opisywano
pecherze skorne, martwice skory, miejscowe zabu-
rzenia czucia, krwiaki, przebarwienia skory,

- selektywne podwiazanie niewydolnych zyt przeszy-
wajacych,

- endoskopowe lub otwarte podpowigziowe przecigcie
zyt przeszywajacych,



- kriochirurgia zylakow,

- naprawa zastawek zylnych,

- przeszczep odcinka zyty,

- zakladanie opaski na zyly z niewydolnymi zastawka-
mi (banding).

Postgpy chirurgii naczyniowej, systematyczne pogte-
bianie wiedzy i umiej¢tnosci praktycznych oraz wspotpraca
pomiedzy lekarzami réznych specjalnosci pozwalaja sku-
tecznie leczy¢ chorych z CVD, zapobiegaja inwalidztwu,
redukuja liczbg hospitalizacji, a tym samym przedtuzaja zy-
cie chorym i zwigkszaja jego komfort.

Adres do korespondencji:
mgr farm. Dominik Kotodziej
ul. Augustynika 17/19

41-300 Dabrowa Gornicza
e-mail: chemik81(@jinteria.pl

copyright © 2009 Grupa dr. A. R. Kwieciriskiego ISSN 1425-5073

PiSmiennictwo:

1.

2.

Y

Ramelet A-A, Kern P, Perrin M, : Zylaki I teleangiekta-
zje 2004.

Zubilewicz T, Wronski J, Michalak J, : Medycyna Ro-
dzinna 2/2002; 96-100.

Liwien M, : Przewlekta choroba zylna; Przew Lek 2006;
5:70-79.

Coleridge-Smith PD, Mikrokrazenie w chorobach zyt;
2000.

Becker F, Patologia uktadu zylnego 2006.

Noszczyk W, Chirurgia tetnic i zyt obwodowych 1998.
Ziaja K, Poradnik leczenia chorob zyt 1996.
Zmudzinska M, Czarnecka-Operacz M, Przewlekta nie-
wydolnos$¢ zylna — aktualny stan wiedzy; PDiA 2005;
XX1I, 2: 65-69.

Checinski P, Choroby naczyn wybrane problemy 2008.

45



Farm Przegl Nauk, 2009,3, 46-53-

Zmiany w aktywnosci kinazy kompleksu dehydrogenazy
pirogronianowej (PDH) w watrobach szczurow pod wplywem
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Effect of high and low dose of Caffeic Acid on liver pyruvate
dehydrogenase kinase activity in rats (part I).
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Streszczenie

Kompleks dehydrogenazy pirogronianowej (PDH) jest
regulatorowym enzymem przemiany weglowodanow
i lipidow. PDH warunkuje ukierunkowanie okreslonych
torow metabolicznych w stanie sytosci, w okresach mig-
dzy positkowych i stanie gtodu. Aktywnos¢ PDH podle-
ga precyzyjnej regulacji dziataniem specyficznej kinazy
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej (PDK) oraz
dziataniem fosfatazy (PDP).

Kwas kawowy (kwas 3,4-dihydroksycynamonowy) to
zwiazek chemiczny pochodzenia roslinnego, nalezacy
do grupy kwasow fenolowych. Zwyczajowo ten kwas
fenolowy zaliczany jest do grupy polifenoli. Zwiazki po-
lifenolowe stanowia znaczacy sktadnik diety cztowicka.
Powszechnie znane sa wlasciwosci antyoksydacyjne tych
zwiazkow. Wykazano hamujacy wptyw kwasu kawowe-
go na rozwoj reakcji alergicznej. Potwierdzono dziatanie
ochronne przed nowotworzeniem na komorki organizmu,
chociaz catkowicie nie poznano mechanizmu tych procesow.
Badano hepatoprotekcyjnie oddziatywanie kwasu kawowe-
go, ktory zapobiegat uszkodzeniom wywolanych dziataniem
innych ksenobiotykow. Stwierdzono takze dzialanie prze-
ciwbakteryjne oraz przeciwwirusowe tego kwasu.
Nieliczne prace po$wigcono badaniu oddziatywania po-
lifenoli, w tym kwasu kawowego, na gospodarkg weglo-
wodanowa organizmow ssakow. Szczegodlnie interesujace
jest okreslenie wptywu zwiazkow polifenolowych na kie-
runek przebiegu tor6w metabolicznych. Nie badano wpty-
wu polifenoli na aktywno§¢ PDH oraz kinazy kompleksu
PDH in vivo.

Stowa kluczowe: Kompleks dehydrogenazy pirogronia-
nowej (PDH), Kinaza kompleksu dehydrogenazy pirogro-
nianowej (PDK), kwas kawowy, polifenole, gospodarka
weglowodanowa i lipidowa organizmu

Abstract

Pyruvate dehydrogenase complex (PDH) catalyses the ox-
idative decarboxylation of pyruvate to acetylCo-A. PDH
plays an important role in carbohydrate and lipid metab-
olism. Mammalian PDH complex is precisely regulated
by specific PDH kinase (PDK) and PDH phosphatase
(PDP).

Caffeic Acid (3,4-dihydroxy cinnamate acid) is a poly-
phenolic compound ubiquitous in plants and also in hu-
man diet. Several studies have shown that this phenolic
acid is an effecive antioxidant and may contribute to the
prevention of deseases associated with oxidative stress.
Anticancer, hepatoprotective and antibacterial activity of
Caffeic Acid have been reported.

It was established that PDK activity is modified by the
various groups of xenobiotics. It is probable that poly-
phenols may improve carbohydrate and lipid metabolism.
However, precise molecular action of these compounds is
still unclear. It is of interest to find out if Caffeic Acid
change PDK activity in vivo.

Key words: Pyruvate Dehydrogenase Complex (PDH),
Pyruvate Dehydrogenase Kinase (PDK), Caffeic Acid,
Polyphenols, Carbohydrate and Lipid Metabolism
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1. Wstep

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie suplemen-
tami diety pochodzenia roslinnego. Jednak wiedza o od-
dzialywaniu substancji biologicznie czynnych zawartych
w ekstraktach roslinnych na organizm cztowieka jest jesz-
cze niepelna. Ze wzgledu rosnace zainteresowanie produk-
tami roslinnymi oraz wzbogacanie diety o réznorodne eks-
trakty roslinne, niezbgdne jest precyzyjne zbadanie wptywu
zwiazkow aktywnych na organizm cztowieka i okreslenie
mechanizméw oddziatywania tych zwiazkéw. Wstenych
informacji w tym zakresie dostarczyly wyniki badan epide-
miologicznych. Stwierdzono, ze w populacji mieszkancow
Morza Srédziemnego regularne umiarkowane spozywanie
czerwonego wina bogatego w zwiazki polifenolowe dzia-
ta protekcyjne w chorobie niedokrwiennej serca i w innych
chorobach naczyniowych nawet przy duzym spozyciu nasy-
conych kwasow ttuszczowych z dieta. Zjawisko to nazwano
,francuskim paradoksem” [1]. Kolejne obserwacje wykaza-
ly, ze mieszkancy Sardynii, przy stosunkowo wysokiej za-
warto$ci kwasow tluszczowych nasyconych w diecie, rza-
dziej choruja na choroby cywilizacyjne, a dtugos¢ ich zycia
jest wyzsza niz przecigtnego Europejczyka [2]. Jednocze-
$nie nalezy podkresli¢, ze na tych terenach spozycie czer-
wonego wina oraz warzyw i owocow jest wigksze, niz na
pozostatych obszarach Europy. Wykazano, ze czynnikami
powodujacymi dobroczynne dziatanie sa zawarte w diecie
srodziemnomorskiej polifenole [3,4]. W wyniku dalszych
badan, w wielu populacjach ludzkich potwierdzono, Ze spo-
zywanie diety bogatej w polifenole, na przyktad herbaty lub
wina, duzej iloSci warzyw i owocow, wptywa pozytywnie
na stan zdrowia oraz dlugo$¢ zycia ludzi. Taka zalezno$é
zanotowano szczegdlnie w populacji mieszkancow wyspy
Okinawa w Japonii [5].

2. Kwas kawowy

Kwas kawowy (kwas 3,4-dihydroksycynamonowy) to
zwiazek chemiczny pochodzenia rosélinnego, nalezacy do
grupy kwasow fenolowych. Kwas kawowy jest pochodna
kwasu cynamonowego. Czasteczka kwasu kawowego skta-
da si¢ z jednego pierscienia fenylowego potaczonego po-
przez resztg allilowa z grupa karboksylowa. Z pierscieniem
w pozycji 3 i 4 polaczone sa dwie grupy hydroksylowe (ry-
cina 1) [6,7].

Glownym  7Zro-
dlem kwasu kawo-
wego w diecie czto-
wieka sa napoje ta-
kie jak kawa i czer-
wone wino. Ponadto
H w pozywieniu kwas

kwasu kawowy wystepuje
w owocach, takich

jak jablka, grusz-

ki, jagody, brzoskwinie oraz warzywach (baklazany, kar-
czochy). Zrodlem kwasu kawowego jest rowniez propolis.
[8,9]. Pozywienie ludzi zamieszkujacych poszczegodlne re-
jony $wiata jest odmienne pod wzglgdem zawartosci kwasu
kawowego. Na zrdznicowanie diety wptywaja wzgledy kul-

OH

OH
HOOC

Rycina 1. Schemat
kawowego [6,7]
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turowe lub $rodowiskowe. W produktach roslinnych kwas
kawowy moze wystgpowaé w postaci wolnej lub jako ester
z kwasem chinowym, czyli jako kwas chlorogenowy (rycina
2). Dzienne spozycie kawy dostarcza okoto 0,5-1g kwasu
chlorogenowego [9,10]. W czerwonym winie kwas kawo-
wy wystgpuje w postaci wolnej, a przecigtna zawarto$¢ tego
zwiazku wynosi kilka mg/I [11].

2.1 METABOLIZM KWASU KAWOWEGO W ORGANIZMIE

Procesy wchianiania kwasu chlorogenowego oraz wol-
nego kwasu kawowego prawdopodobnie przebiegaja w od-
mienny sposob. Wykazano, ze w organizmie ludzkim tylko
okoto 30% kwasu chlorogenowego wprowadzonego z po-
sitkiem ulega wchtanianiu, natomiast dla wolnego kwasu
kawowego efektywno$¢ wchianiania jest wysoka i wynosi
okoto 95% [12]. Mechanizmy wchtaniania kwasu chloroge-
nowego i wolnego kwasu kawowego oraz miejsca absorp-
cji tych zwiazkow w przewodzie pokarmowym nie zosta-
ly jeszcze do konca poznane. Wiadomo jednak, ze stopien
wchtaniania zwiazkow polifenolowych uzalezniony jest od
rodzaju, wlasciwosci chemicznych i fizycznych zwiazkow
polifenolowych oraz od obecnosci i rodzaju grup funkcyj-
nych [13].

Wykazano, ze czasteczka kwasu chlorogenowego czg-
sciowo ulega hydrolizie do kwasu chinowego i kwasu ka-
wowego w zoladku i w jelicie cienkim, a nast¢pnie kazdy
z tych zwiazkoéw ulega odmiennym procesom absorpcji. Cza-
steczki kwasu kawowego wchtaniane sg poprzez transport
bierny juz w zoladku przez komorki oktadzinowe [14,15].
Proces ten zalezny jest od niskiego pH soku zotadkowego.
Ponadto kwas kawowy ulega wchtanianiu w jelicie czczym.
W warunkach podwyzszonego pH wchtanianie kwasu ka-
wowego przez rabek szczoteczkowy komorek nabtonko-
wych jelita odbywa si¢ na zasadzie transportu aktywnego
zaleznego od jonow Na' [16]. Obydwa mechanizmy wchia-
niania zbadano u gryzoni, prawdopodobnie u ludzi procesy
te przebiegaja podobnie. W enterocytach, komodrkach jelita
cienkiego, kwas 3,4-dihydroksycynamonowy podlega glu-
kuronizacji dzialaniem enzymu UDP-glukuronylotransfe-
razy. [10]. Dodatkowo, w pewnym zakresie, kwas chloro-
genowy moze by¢ transportowany do wngtrza kolonocytow
w gornym odcinku jelita grubego [12].

Istotna role¢ w absorpcji oraz w metabolizmie kwasu
chlorogenowego i kwasu kawowego pelni flora jelita gru-
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bego [17]. W badaniach prowadzonych u ludzi wykazano,
iz czg$¢ kwasu chlorogenowego, ktora nie ulegla hydrolizie
w poczatkowym odcinku przewodu pokarmowego zostaje
poddana dziataniu esteraz bakterii mikroflory jelita grubego.
Bakterie hydrolizujac kwas chlorogenowy umozliwiaja pro-
ces wchtaniania kwasu kawowego do krwioobiegu. Wyka-
zano, ze gtownymi metabolitami zaabsorbowanego i prze-
ksztatlconego przez mikroflorg jelitowa kwasu kawowego sa
kwas m-kumarynowy, kwas m-hydroksyfenylopropionowy
(mHPP) oraz kwas 3,4-dihydroksyfenylopropionowy
(DHPP). Stwierdzono takze, ze bakterie mikroflory jelita
grubego moga przeprowadzac reakcj¢ metylacji kwasu ka-
wowego do kwasu ferulowego i izoferulowego [18].

Po przejsciu do krwiobiegu kwas kawowy zaro6wno
w formie wolnej jak 1 zwiazanej z kwasem glukuronowym
transportowany jest z krwig zyly wrotnej do watroby. Wy-
kazano, ze u cztowieka kwas ferulowy, kwas izoferulowy
oraz kwas dihydroferulowy moga stanowi¢ wyktadniki
biodostgpnoséci 1 metabolizmu estrow kwasu kawowego.
W krwioobiegu kwas kawowy w formie wolnej transporto-
wany jest w postaci kompleksow z albuminami osocza krwi
[19]. Podczas pierwszego przejscia przez watrobg kwas ka-
wowy ulega metylacji. Reakcja ta katalizowana jest przez
katecholo-O-metylotransferazg (COMT), a produktami re-
akcji sa kwas ferulowy i kwas izoferulowy [10,20]. Praw-
dopodobnie kwas kawowy moze rowniez ulegaé w watrobie
redukcji do kwasu dihydrokawowego. Poniewaz kwas fe-
rulowy powstaje z kwasu kawowego przy udziale COMT,
mozna przypuszczaC, ze analogicznie substratem reakcji
katalizowanej przez metylotransferazg moze by¢ kwas di-
hydrokawowy, ktory nastgpnie ulega przemianie do kwa-
su dihydroferulowego [18]. Kwas ferulowy i izoferulowy
ulegaja w watrobie sprzg¢ganiu z kwasem glukuronowym.
Reakcja ta jest katalizowana przez UDP-glukuronylotrans-
ferazg. W nastgpstwie glukuronidacji powstaja zwiazki
chemiczne o nowych wiasciwosciach biologicznych, m.in.
wiasciwosciach antyoksydacyjnych [21]. Prawdopodobnie
kwas izoferulowy moze ulega¢ dalszym przemianom, czyli
redukcji do kwasu dihydroferulowego, ktory z kolei ulega
przeksztatceniu do kwasu wanilinowego. W badaniach far-
makokinetycznych przeprowadzonych u ludzi, zaobserwo-
wano po spozyciu kawy wzrost stgzenia kwasu wanilinowe-
go w osoczu krwi [22]. Kwas izoferulowy jest unikalnym
markerem, poniewaz nie wystgpuje w diecie cztowieka, na-
tomiast prekursorami kwasu dihydroferulowego moga by¢
okreslone flawonoidy [23].

Wykazano, ze kwas kawowy oraz metabolity tego zwiaz-
ku transportowane sg z hepatocytow do krwiobiegu. Stwier-
dzono, ze maksymalne stgzenie kwasu kawowego, kwasu
ferulowego i kwasu izoferulowego we krwi u ludzi pojawia
si¢ po okoto 1 godzinie od spozycia positku zawierajacego
polifenole. Maksymalne stgzenie kwasu dihydroferulowego
i kwasu dihydrokawowego w osoczu nastgpuje po uptywie
6-7 godzin [18,23].

Czg$¢ metabolitow kwasu kawowego moze byé wy-
dzielana z z6kcia do §wiatla przewodu pokarmowego, gdzie
ulegaja ponownie wchionigciu lub wydaleniu z organizmu
z katem. W badaniach farmakokinetycznych przeprowadzo-
nych u ludzi stwierdzono obecno$¢ jedynie sladowych ilosci
kwasu chlorogenowego w moczu [12]. Wykazano natomiast
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obecnos¢ w moczu kwasu kawowego oraz metabolitow,
kwasu ferulowego i izoferulowego w postaci zwiazanej
z glukuronianem, jak réwniez kwasu dihydroferulowego
i kwasu wanilinowego w postaci wolnej [18,22].

Dotychczas nie opisano mechanizmu transportu kwasu
kawowego do wngtrza komorek. Wiasciwosci fizyko-che-
miczne zwiazku moga odgrywac zasadnicza rolg¢ w przeni-
kaniu czasteczek przez blony biologiczne. Z jednej strony
wystepowanie w strukturze kwasu kawowego pierScienia
aromatycznego warunkuje powinowactwo zwiazku do
lipidow, z drugiej strony obecnos$¢ grupy karboksylowej
i grup hydroksylowych powoduje, ze zwiazek jest w pew-
nym stopniu hydrofilny. Wykazano, ze zwiazki polifeno-
lowe wnikaja w dwuwarstwe lipidowa komorki, jednak
charakter oddziatywania z btonami komoérkowymi i spo-
sob wnikania czasteczek do komorek nie zostat w pelni
poznany [24].

2.2 ODDZIALYWANIE KWASU KAWOWEGO W ORGANIZMIE

Ze wzgledu na fakt, ze wigkszo$¢ badan dotyczacych
wplywu kwasu kawowego na przemiany metaboliczne ma
charakter badan epidemiologicznych, trudno jest scharakte-
ryzowac aktywnos¢ biologiczna tego zwiazku w organizmie
cztowieka i innych ssakoéw. Ponadto wiele doniesien opisuje
jedynie efekt biologiczny wywolany przez kwas fenolowy,
brak w pismiennictwie opisu pelnego molekularnego me-
chanizmu oddziatywania tego zwiazku w organizmie.

Jednak nawet na podstawie wynikéw badan, ktore je-
dynie w pewnym zakresie badaja oddziatywanie polifenoli
mozna stwierdzi¢, ze kwas kawowy wykazuje wielokierun-
kowy wplyw na organizm zaréwno cztowieka, jak i innych
ssakoéw. Do tej pory najlepiej poznano wilasciwosci prze-
ciwutleniajace tego zwiazku. Antyoksydacyjne dziatanie
kwasow fenolowych potwierdzono wielokrotnie zar6wno
w badaniach in vitro, jak i w badaniach in vivo u ssakow [25].
Zaréwno kwas chlorogenowy, jak i kwas kawowy hamuja
peroksydacje estrow cholesterolu, kwasow thuszczowych
i trojglicerydow frakcji LDL w osoczu krwi cztowieka, za-
pobiegajac w ten sposob tworzeniu blaszki miazdzycowej
w tetnicach. Zwiazki polifenolowe, takze kwas kawowy,
sa bardzo efektywnymi zmiataczami wolnych rodnikow.
Wytwarzanie w organizmie czasteczek posiadajacych nie-
sparowany elektron jest procesem fizjologicznym i wynika
z przebiegu wielu reakcji biochemicznych, jednak nawet
niewielki wzrost ilosci tych czynnikbw moze przyczyniaé
si¢ do uszkodzenia struktur komérkowych i funkcjonowania
enzymow. Ze wzgledu na fakt, ze ilo§¢ glutationu w komor-
kach nie zawsze wystarcza do efektywnego zapobiegania
niekontrolowanym reakcjom wolnorodnikowym, polifenole
stanowia dodatkowe akceptory wolnych elektronow.

Prawdopodobnie kwas chlorogenowy, ktory nie ulegt
absorpcji w przewodzie pokarmowym, moze wywierac
efekt ochrony na uszkodzone komérki kolonocytéw przed
kancerogennymi czynnikami w trawionym pokarmie. Nie
poznano specyfiki tego oddzialywania, jednak wyniki badan
epidemiologicznych przeprowadzonych u ludzi wykazaty
odwrotng korelacj¢ pomigdzy spozyciem napojow zawiera-
jacych kwas kawowy, a nowotworem okregznicy [15].

Wiadomo, ze przedtuzajacy si¢ stan podwyzszonej ak-
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Tabela 1. Wptyw polifenoli na przemiany weglowodandéw u ssakéw

WPLYW POLIFENOLI NA MECHANIZMY REGULUJACE PROCES WCHLANIANIA WEGLOWODANOW

RODZAJ ODDZIALYWANIA ZRODLO
zwigkszajg aktywnos¢ a-amylazy 32
tworzg kompleksy z czasteczkami skrobi w Swietle jelita i zmniejszajg wydajnos¢ trawienia tego 32,33
wielocukru
hamujg Na* zalezny transport glukozy do wnetrza enterocytéw ze Swiatta jelita cienkiego 34
hamuja transport glukozy przez receptor GLUT-2 w enterocytach 35

WPLYW POLIFENOLI NA ENZYMY REGULATOROWE GOSPODARKI WEGLOWODANOWEJ

zwigkszajg aktywnos¢ syntazy glikogenowej 33

obnizajg aktywnosc¢ fosforylazy glikogenowej 33

zwiekszajg aktywnos¢ dehydrogenazy gliceraldehydo 3-fosforanowej 36

obnizajg aktywnos¢ karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej 37
WPLYW POLIFENOLI NA POZIOM GLUKOZY W OSOCZU KRWI

obnizajg poziom glukozy w osoczu krwi \ 32,33,37

tywnosci enzymu lipooksygenazy-5 w organizmie cztowie-
ka odgrywa zasadnicza rol¢ w patomechanizmie rozwoju
astmy i innych choréb o podiozu alergicznym. Wykazano
hamujacy wptyw kwasu kawowego na aktywnos¢ lipo-
oksygenazy, co w efekcie moze prowadzi¢ do zahamo-
wania reakcji alergicznej [27]. Jak do tej pory wyniki
tych eksperymentéw nie znalazty praktycznego zasto-
sowania.

Istotnym kierunkiem badan wptywu kwasu kawowego
na organizm jest okres§lenie mechanizmu warunkujacego
jego przeciwnowotworowe wilasciwosci. Dziatanie ochron-
ne przed nowotworzeniem na komorki organizmu zaob-
serwowano w przypadku kilku zwiazkéw polifenolowych,
ale mechanizm (mechanizmy) tego dzialania sa ciagle in-
tensywnie badane. Przypuszcza sig, ze kwas chlorogenowy
oraz kwas kawowy hamuja tworzenie mutagennych i kance-
rogennych nitrozoamin. Kwasy fenolowe sa inhibitorami re-
akcji N-nitrozylacji, zapobiegajac w ten sposob przemianie
prokancerogenoéw do kancerogendow [10]. W badaniach in
vitro 1 in vivo u ludzi, wykazano, ze kwas kawowy i kwas fe-
rulowy moga ochrania¢ skor¢ przed skutkami mutagennego
promieniowania UV [28]. W badaniach prowadzonych na
ludzkiej linii komérkowej Hep 3B udowodniono hamujacy
wplyw kwasu kawowego ekstrahowanego z propolisu na
aktywnos¢ metaloproteinazy-9 (MMP-9), enzymu macierzy
zewnatrzkomorkowej, ktéry w warunkach fizjologicznych
uczestniczy w procesach angiogenezy, gojenia ran i agre-
gacji plytek. Zmiany aktywno$ci metaloproteinaz charak-
terystyczne sg dla wielu stanéw patologicznych, takich jak
procesy zapalne, choroby degeneracyjne, nowotworzenie.
Metaloproteinazy odgrywaja istotng rolg¢ w progresji nowo-
tworu poprzez pobudzanie wzrostu komorek raka, tworzenie
przerzutow i aktywowanie miejscowej angiogenezy. Meta-
loproteinaza-9 (zelatynaza B) jest jednym z induktoréw pro-
liferacji komorek guza oraz przerzutdow nowotworowych.
Chociaz wptyw kwasu kawowego na aktywnos$¢ metalopro-
teinaz nie zostat jeszcze w pelni scharakteryzowany, wyniki
badan Parka i wsp. wykazaly, ze zwiazek ten poprzez wptyw
na aktywno$¢ metaloproteinaz moze powodowaé nawet za-
hamowanie procesu proliferacji komoérek nowotworowych
[29].

Badano dzialanie przeciwbakteryjne oraz przeciwwiru-
sowe kwasu kawowego. Stwierdzono, ze polimery fenolowe

syntetyzowane z kwasu kawowego i kwasu chlorogenowego
powoduja inhibicj¢ RNA zaleznej polimerazy (rewertazy)
u retrowirusé6w. Wyniki eksperymentéw Sydowa i wsp. juz
w latach 80-tych wyznaczyly kierunek badan nad funkcja
ochronng kwasu kawowego w infekcjach spowodowanych
przez retrowirusy [30].

Stwierdzono, ze kwas kawowy i metabolity tego zwiaz-
ku oddzialuja na przemiany biochemiczne zachodzace
w komorkach watrobowych. U gryzoni wykazano hepato-
protekcyjne oddziatywanie kwasu kawowego. W ekspery-
mencie szczurom podawano wysokie dawki paracetamolu
i tetrachlorku wegla (CCl,). Juz niewiclkic dawki kwasu
kawowego (6 mg/kg) zapobiegaly uszkodzeniom watroby
zwierzat laboratoryjnych wywolanych dziataniem kseno-
biotykow [26].

Nieliczne prace poswigcono badaniu oddziatywania
polifenoli, w tym kwasu kawowego, na gospodarke weg-
glowodanowa organizméw ssakow. Najczesciej wyniki
eksperymentdw opisuja jedynie stwierdzenie istnienia efek-
tu biologicznego w organizmie. Na przyktad w badaniach
z zastosowaniem kwasu kawowego przeprowadzonych
u szczuréw wykazano, ze kwas kawowy powoduje spadek
stezenia glukozy w surowicy szczuréw z indukowang cukrzy-
catypu l. Jednocze$nie nie wykazano zmian st¢zenia glukozy
w surowicy krwizwierzat o prawidlowym metabolizmie [31].
Nie wiadomo, czy kwas kawowy wptywa na jeden okreslony
czynnik warunkujacy regulacje glikemii, czy efekt fizjolo-
giczny wywolany przez ten zwiazek polifenolowy jest suma
kilku mechanizméw dziatania. Pomimo, ze zwyczajowo
przyjelo sie zalicza¢ zwiazki polifenolowe do grupy substan-
cji regulujacych metabolizm, dotychczas niewiele wiadomo
o mechanizmach tego wptywu. Oddzialywanie polifenoli na
przemiany weglowodandw u ssakow przedstawiono w Ta-
beli 1.

Do tej pory mechanizmy oddzialywania polifenoli na
poziomie molekularnym poznano w niewielkim zakresie.
Szczegdblnie interesujace jest okreslenie wpltywu zwiazkow
polifenolowych na kierunek przebiegu toréw metabolicz-
nych w organizmie cztowieka. Nie badano wptywu polife-
noli na aktywno$¢ kluczowego enzymu regulatorowego toku
przemian weglowodanow i lipidéw u ssakoéw, a mianowicie
na aktywno$¢ kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej
(PDH).

49



Farm Przegl Nauk, 2009,3

3. Kompleks dehydrogenazy pirogronia-
nowej (PDH)

3.1 BUDOWA I FUNKCJA KOMPLEKSU DEHYDROGENAZY PIRO-
GRONIANOWEJ (PDH)

Kompleks dehydrogenazy pirogronianowej (PDH) ka-
talizuje reakcje tlenowej dekarboksylacji pirogronianu do
acetylo-CoA. Przebieg reakc;ji jest nastgpujacy:

pirogronian + CoA + NAD" - acetylo-CoA
+ CO, + NADH

W reakcji biora udziat kofaktory, takie jak pirofosforan
tiaminy (TPP), amid kwasu liponowego oraz dinukleotyd
flawinoadeninowy (FAD).

Kompleks PDH jest zespotem enzyméw mitochon-
drialnych. Masa czasteczkowa kompleksu PDH u ssakoéw
wynosi przecigtnie okoto 9 200 kDa (38). W sktad kom-
pleksu PDH wchodzi $ci$le okreslona ilo$¢ kopii trzech
podjednostkek: E1 - dehydrogenazy pirogronianowej (EC
1.2.4.1), E2 — acetylotransferazy dihydroliponianowej (EC
2.3.1.12) oraz E3 - dehydrogenazy dihydroliponianowe;j
(EC 1.8.1.4). Tlos¢ kopii poszczegdlnych podjednostek
w kompleksie enzymatycznym rozni si¢ pomigdzy orga-
nizmami i jest z reguly charakterystyczna dla okreslonej
tkanki. Ponadto w PDH wystepuje biatko X zintegrowane
z podjednostka E2. Z kompleksem PDH potaczone sa takze
enzymy regulatorowe: specyficzna kinaza dehydrogenazy
pirogronianowej (PDK, EC 2.7.1.99) oraz fosfataza dehy-
drogenazy pirogronianowej (PDP) [38,39].

3.2 REGULACJA AKTYWNOSCI KOMPLEKSU PDH

Aktywnos¢ kompleksu PDH zalezy od stanu energe-
tycznego organizmu [40]. W stanie fizjologicznej sytosci
kompleks ten jest aktywny, natomiast w okresach mig-
dzytrawiennych nastgpuje ograniczenie aktywnosci PDH.
W pierwszym przypadku pirogronian powstaty w wyniku
przemian glikolitycznych jest dekarboksylowany do acety-
loCoA. W drugim przypadku w tkankach organizmu wy-
stepuje ograniczenie katabolizmu glukozy do pirogronianu
i spadek zuzywania tego substratu. W tym okresie tkanki
(z wyjatkiem erytrocytow) przeksztalcaja inne niz glukoza
substraty energetyczne, np. ciata ketonowe.

Aktywnos¢ kompleksu dehydrogenazy pirogronianowe;j
podlega precyzyjnej dlugo- i krétkoterminowej regulacji.
Regulacja aktywnosci PDH w dlugim terminie wynika ze
zmian aktywnoS$ci transkrypcji genow dla biatek komplek-
su. Wykazano, ze u ssakow ta forma regulacji aktywnosci

Tabela 2. Tkankowo specyficzna ekspresja izoform PDK

PDH zalezy od rodzaju diety, wieku oraz aktywnosci fizycz-
nej [38,39,41].

Krotkoterminowa regulacja aktywnosci PDH zachodzi
poprzez modyfikacj¢ allosteryczna lub modyfikacj¢ kowa-
lencyjna. Regulacja allosteryczna kompleksu nastgpuje za
posrednictwem koncowych produktow dekarboksylacji pi-
rogronianu, ktéore hamuja aktywnos¢ PDH. Wykazano na
przyktad, ze acetylo-CoA oraz NADH sa allosterycznymi
inhibitorami kompleksu [38,39,41].

Glowna role w krotkoterminowej regulacji aktywno-
$ci PDH odgrywa modyfikacja kowalencyjna. Reakcja ta
zachodzi poprzez odwracalng fosforylacjg i defosforylacjg
kompleksu przy udziale wspomnianych wyzej enzymow
regulatorowych, specyficznej kinazy PDH (PDK) oraz fos-
fatazy PDH (PDP). Przylaczenie fosforanu do kompleksu
przez PDK powoduje utratg aktywnosci PDH, natomiast
odtaczenie fosforanu przez PDP przywraca aktywno$¢ en-
zymu [41].

3.3 BUDOWA KINAZY DEHYDROGENAZY PIROGRONIANOWEJ
(PDK) ORAZ FOSFATAZY DEHYDROGENAZY PIROGRONIANO-
wes (PDP)

Wykazano, ze PDK jest heterodimerem zbudowanym
z dwoch podjednostek, o oraz . Masa czasteczkowa tan-
cucha o wynosi 48kDa, natomiast masa czasteczkowa
fancucha B wynosi 45kDa. Podjednostka o peni funkcjg
katalityczng natomiast podjednostka B pelni funkcje regu-
latorowa. Dotychczas u ssakow zidentyfikowano cztery izo-
enzymy kinazy PDH. Enzymy te oznaczono jako PDK-1,
PDK-2, PDK-3, PDK-4. Kazda z izoform wykazuje tkan-
kowo specyficzna ekspresj¢ oraz kodowana jest przez inny
gen, ponadto kazda z izoform posiada odmienne wlasciwo-
$ci kinetyczne (Tabela 2) [39,42].

Aktywno$¢ poszczegdlnych izoform uzalezniona jest od
obecnosci w Srodowisku reakcyjnym jonoéw Ca2+, Mg2+
oraz od pH srodowiska. Pomimo tych réznic wsp6lna cecha
wszystkich izoform PDK jest wysoka specyficznos¢ w sto-
sunku do kompleksu PDH [39,42].

Fosfataza dehydrogenazy pirogronianowej (PDP) jest
heterodimerem, w sktad ktorego wchodza dwie podjednost-
ki: katalityczna o masie czasteczkowej 50 kDa oraz regula-
torowa o masie 97kDa. W jednej czasteczce enzymu pod-
jednostki te wystgpuja w dwoch kopiach. Fosfataza PDH
fatwo oddysocjowuje od kompleksu PDH, w odr6znieniu od
PDK, ktora wykazuje silniejsze wiazanie z biatkami kom-
pleksu [44].

Budowg i funkcj¢ PDP poznano i opisano w mniejszym
stopniu, niz PDK. Do tej pory zidentyfikowano dwa izoen-
zymy fosfatazy PDH, ktore nazwano PDP-1, PDP2. Wyka-

u szczuréw [42,43]

Specyficzna aktywnos¢
Izoenzym Tkanka pecyn z. y‘_N
( nmol/min/mg biatka)

PDK-1 miesien sercowy 650+/-80

PDK-2 wszystkie tkanki 50+/-5

PDK-3 jadra 1250+/-200

migsnie szkieletowe,
PDK-4 s 400+/-60
migsien sercowy, watroba
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zano, ze izoenzymy te wykazuja specyficzne wyst¢gpowanie
w okreslonych tkankach. Wysoka ekspresj¢ PDP-1 wyka-
zano w mig$niu sercowym, natomiast PDP-2, w watrobie.
Stwierdzono réwniez, ze istnieja roznice we wlasciwosciach
kinetycznych obu izoenzymow [38,44].

3.4 REGULACJA AKTYWNOSCI KINAZY DEHYDROGENAZY PI-
ROGRONIANOWEJ (PDK) ORAZ FOSFATAZY DEHYDROGENAZY
PIROGRONIANOWEJ (PDP)

Aktywnos¢ PDK podlega regulacji krotko- i dlugoter-
minowej. Regulacja krotkoterminowa polega glownie na
kontroli poprzez efektory allosteryczne. Efektory te regulu-
ja aktywnos$¢ na zasadzie sprzgzen zwrotnych. Do tej grupy
naleza substraty i produkty reakcji tlenowej dekarboksylacji
pirogronianu, katalizowanej przez kompleks PDH. Kwas
pirogronowy powoduje inaktywacj¢ PDK, a w konsekwen-
cji aktywacjg¢ kompleksu dehydrogenazy pirogronianowe;.
Wzrost aktywnosci PDK jest konsekwencja wzrostu stosun-
ku stezen [acetylo-CoA]/[CoA], potencjatu oksydoreduk-
cyjnego [NADH]/[NAD+], jak réwniez wzrost stosunku po-
tencjalu energetycznego [ATP])/[ADP] w komorce [40,41].
Aktywnos¢ PDK jest rowniez regulowana stgzeniem kofak-
torow dla podjednostek kompleksu PDH [38]. Pirofosforan
tiaminy wiazac si¢ z podjednostka E1 kompleksu powodu-
je zmiang konformacji enzymu i utrudnia polaczenie PDK
z tym bialkiem. W wyniku tego procesu PDK nie moze do-
prowadzi¢ do inaktywacji kompleksu PDH [42].

Efekt inhibicji kompleksu PDH moze by¢ wzmocniony
obecnoscia kationow w srodowisku, np K* i NH4 * wzmagaja
hamowanie aktywnosci kinazy przez ADP [39]. Aktywnos$¢
katalityczna PDK oraz PDP warunkowana jest st¢zeniem
w $rodowisku jonow Mg?* oraz Ca*. Jony Mg?" umozli-
wiaja przylaczenie PDK do kompleksu PDH, natomiast
jony Ca® pelnig istotng rol¢ w procesie przytaczenia PDP
do kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej. Wykazano,
ze PDP jest bardziej wrazliwa na zmiany st¢zenia jondw
w srodowisku niz PDK. Stwierdzono takze odmienny wptyw
jondéw na aktywnos¢ poszczegolnych izoform PDP [44].

Aktywno$¢ PDK S$cisle zalezy od stanu energetycznego
organizmu. W czasie glodu aktywnos¢ PDK jest wysoka,
natomiast w okresie sytosci aktywnos¢ PDK ulega ograni-
czeniu. U ssakow aktywnos¢ kinazy PDH zwiazana jest $ci-
$le z rodzajem tkanki i jej zapotrzebowaniem na substraty
energetyczne [39].

Regulacja dlugoterminowa odbywa si¢ poprzez re-
gulacj¢ ekspresji genu dla izoenzyméw PDK. Jednym
z najwazniejszych czynnikow wptywajacych na eks-
presje genu w dlugim okresie czasu jest rodzaj diety.
Wykazano, ze dieta bogata w weglowodany ogranicza
ekspresj¢ PDK w watrobie, natomiast wysoka zawarto$¢
w pozywieniu kwasoéw tluszczowych pobudza aktyw-
nos¢ syntezy biatka dla PDK. Ponadto zaobserwowano,
iz nienasycone kwasy tluszczowe wywotuja silniejszy
efekt niz kwasy nasycone [45].

Wplyw diety na aktywnos¢ fosfatazy PDH nie zostat do
konca wyjasniony. Wykazano jednak, ze aktywno$¢ PDP ma
szczegolne znaczenie w okresach miedzypositkowych oraz
w stanach zwigkszonego zapotrzebowania na acetylo-CoA,
takich jak wysitek fizyczny [46].
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3.5 KowmrLEks PDH A METABOLIZM WEGLOWODANOW
I LIPIDOW

Prawidtowe funkcjonowanie organizmu zalezy od wia-
sciwej regulacji metabolizmu weglowodandw, lipidow
i aminokwasow. Zmiana kierunku przebiegu toréw katabo-
lizmu i syntezy tych zwiazkow wynika ze zmian stanu ener-
getycznego organizmu [41]. Rolg regulatorowa w natgzeniu
przemian metabolicznych substratow energetycznych spet-
nia kompleks dehydrogenazy pirogronianowej [42,46].

Zaréwno zbyt niskie jak i zbyt wysokie stgzenie sub-
stratow energetycznych we krwi, w szczegolnosci glukozy
w komorkach watroby, stwarza zagrozenie dla wlasciwego
funkcjonowania organizmu. Glukoza jest zwiazkiem che-
micznym osmotycznie czynnym, dlatego tez w okresie po-
positkowym w watrobie zwiazek ten szybko ulega kataboli-
zmowi w torze glikolizy [46]. W ten sposdb w stanie sytosci
zwigkszony katabolizm glukozy powoduje wzrost st¢zenia
pirogronianu, a nastgpnie przeksztatcanie tego zwiazku do
acetylo-CoA w reakcji katalizowanej przez kompleks PDH.
AcetyloCoA moze zosta¢ skierowany na dwa odmienne tory
metaboliczne. Po pierwsze zwiazek ten ulega catkowitemu
utlenieniu do CO, w cyklu kwasu cytrynowego. Aktywno$¢
PDK jest w tych warunkach ograniczona, co skutkuje wyso-
ka aktywnoscia kompleksu PDH. Odmiennym torem prze-
mian acetylo-CoA powstatego z tlenowej dekarboksylacji
pirogronianu jest synteza kwasow tluszczowych. Acetylo-
CoA, transportowany z mitochondriéw do cytoplazmy, moze
by¢ zuzywany do syntezy kwasow thuszczowych i choleste-
rolu [40]. Proces ten zachodzi aktywnie w stanie sytosci,
w najwigkszym stopniu w watrobie i w tkance ttuszczowe;.
W ten sposdb kompleks PDH mozna uwazaé za enzym re-
gulatorowy przemian zaréwno lipidow jak i weglowodanow.
Kompleks dehydrogenazy pirogronianowej reguluje zatem
proces katabolizmu glukozy, poniewaz w wyniku przemian
katabolicznych acetylo-CoA wytwarzane sa wigzania wyso-
koenergetyczne w procesie fosforylacji oksydatywnej. Z dru-
giej strony PDH reguluje procesy biosyntezy zwiazkow, do-
starczajac acetylo-CoA do syntezy lipidow i steroli [38,46].

W stanie gltodu w wigkszosci tkanek nastgpuje ograni-
czenie aktywnosci glikolizy, co zmniejsza dostgpnos¢ piro-
gronianu, substratu dla kompleksu PDH. W konsekwencji
dochodzi do wzrostu aktywnosci PDK i ograniczenia ak-
tywnosci PDH. Glukoza moze by¢ wtedy syntetyzowana de
novo z prekursorow w reakcji glukoneogenezy szczegodlnie
aktywnie w tkance watrobowe;j [38,46].

Spadek stezenia acetylo-CoA powstatego z dekarbok-
sylacji pirogronianu katalizowanej przez PDH hamuje
w nastgpstwie syntez¢ de novo kwasow thuszczowych w cy-
toplazmie. W tych warunkach ulega nasileniu tor -oksydacji
kwasow thuszczowych. W stanie wysokiej aktywnosci pro-
cesu B-oksydacji wzrasta rowniez aktywnos¢ PDK aktywo-
wanej wysokim stezeniem kwasow tluszczowych i ciat ke-
tonowych oraz wysokim stosunkiem [acetylo-CoA]/[CoA],
[NADHJ/[NAD*] oraz [ATP])/[ADP] w mitochondriach.
W efekcie aktywnos¢ kompleksu PDH zostaje zahamowana,
a pirogronian ulega przeksztatceniu do glukozy na drodze
glukoneogenezy [40,41]. Podobnie jak w stanie sytosci, tak-
ze w stanie glodu kompleks PDH stanowi etap regulatorowy
przemiany weglowodanow i lipidow [39].
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Utrzymanie stalego poziomu glukozy we krwi i odpo-
wiedniego nat¢zenia proceséw katabolizmu i syntezy tego
cukru oraz katabolizmu i syntezy kwasow thuszczowych jest
podstawa cyklu weglowodanowo - lipidowego. Mechanizm
regulacji tego cyklu jest $cisle zwiazany jest z aktywno$cia
kompleksu dehydrogenazy pirogronianowej. Rodzaj diety
w znacznym stopniu modyfikuje aktywnos¢ kinazy PDH
i w efekcie kierunek przebiegu reakcji cyklu [40].

Precyzyjna kontrola metabolizmu wegglowodanow
i lipidéw warunkuje prawidtowe funkcjonowanie catego or-
ganizmu oraz utrzymanie prawidlowego stgzenia glukozy
we krwi. Centralng rolg w metabolizmie zarowno glukozy
jak i kwasow thuszczowych petni watroba. W razie potrzeby
magazynowane w watrobie zapasy glikogenu moga ulegaé
szybkiej mobilizacji. W okresach migdzy trawiennych szlak
syntezy glukozy de novo przebiega glownie w watrobie.
Prawidlowy przebieg tych procesow speinia istotng rolg
w regulacji poziomu glukozy we krwi i zapewnia wlasciwe
zaopatrzenie tkanek w ten substrat energetyczny [46].
Rozregulowanie precyzyjnego funkcjonowania toréw
katabolizmu i syntezy glukozy prowadzi do wielu powiktan.
Przyktadem jest otylos¢, przewlekte schorzenie, ktérego
podstawe stanowi zaburzenie naturalnego rytmu gtod-sy-
to$¢ oraz cukrzyca, charakteryzujaca si¢ utrzymujaca si¢ hi-
perglikemia. Glikemi¢ dodatkowo zwigksza nasilona synte-
za glukozy w torze glukoneogenezy oraz rozktad glikogenu
w watrobie. Hiperglikemia oraz hiperlipidemia, towarzysza-
ce cukrzycy, powoduja wystapienie szeregu zaburzen w or-
ganizmie, ktorych efektami sa mikroangiopatia (retinopatia,
nefropatia) i makroangiopatia (rozwoj blaszek miazdzyco-
wych) prowadzace do nadcisnienia, powiktan zakrzepowo-
zatorowych, niedokrwienia tkanek (tzw. stopa cukrzycowa)
oraz powiktan neurologicznych (neuropatia cukrzycowa).

W zapobieganiu negatywnym skutkom wynikajacym
z otylosci, istotne jest wyeliminowanie czynnikow ryzyka,
przede wszystkim nadmiaru spozywanych pokarmow zawie-
rajacych cukry proste oraz lipidy, szczegodlnie zawierajace
nasycone kwasy tluszczowe a takze zwigkszenie aktywno-
Sci fizycznej. Wyniki badan epidemiologicznych wskazuja
jednoznacznie, ze dieta powinna zawieraé owoce i warzy-
wa. Pozywienie bogate w zwiazki polifenolowe oraz wia-
Sciwa aktywnos$¢ fizyczna uwrazliwia tkanki obwodowe na
dziatanie insuliny, przez co st¢zenie glukozy, triacygliceroli
i cholesterolu frakcji LDL w surowicy ulega zmniejszeniu,
natomiast st¢zenie cholesterolu HDL wzrasta [4,10,45].

3.6 WPLYW KSENOBIOTYKOW NA AKTYWNOSC¢ PDK

Oprocz podstawowych sktadnikow pokarmu w die-
cie wystgpuja inne zwiazki organiczne, ktore moga regu-
lowaé procesy metaboliczne organizmu. Aktywno$¢ PDK,
a przez to i kompleksu PDH pozostaje pod wptywem roznych
zwiazkoéw chemicznych o charakterze ksenobiotykow [47].

Do tej pory jednak nie poznano molekularnego mechani-
zmu oddziatywania kwasu kawowego na tory metaboliczne
w organizmie cztlowieka. W szczegdlnosci nie badano wpty-
wu tego zwiazku polifenolowego na aktywno$¢ kluczowe-
go enzymu regulatorowego toku przemian wegglowodandéw
i lipidow u ssakdow, a mianowicie na aktywno$¢ kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej (PDH).
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Regulamin redagowania prac
w ,,Farmaceutycznym Przegladzie Naukowym”

1. FPN zamieszcza prace oryginalne doswiadczalne , kli-
niczne i pogladowe, z zakresu nauk farmaceutycz-
nych, medycznych i nauk pokrewnych.

2. Manuskrypt w jezyku polskim lub angielskim nale-
zy przesyta¢ w formie elektronicznej na adres: fpn@
kwiecinski.pl (w wyjatkowych przypadkach na dys-
kietce 3,5” lub dysku CD-ROM) oraz - w jednym eg-
zemplarzu wydruku komputerowego (z tabelami, wy-
kresami i rycinami) na adres Redakgcji.

Opis dysku powinien zawiera¢ imie i nazwisko pierw-
szego autora i tytut pracy. Teksty i grafiki powinny
tworzy¢ osobne zbiory. Nie nalezy umieszczaé rycin
i fotografii w plikach tekstowych. Redakcja zaleca uzy-
cie edytoréw tekstow: Star Office, Word, Word Perfect.

Preferowany format dla grafiki to *.TIFF, kolor: CMYK,
rozdzielczos¢ 300 dpi.

3. Prace podlegaja ocenie przez recenzentéw wyzna-

czonych kazdorazowo przez Redaktora Naczelnego.

Zacheca sie autorow do proponowania nazwisk re-

cenzentow. Redakcja zastrzega sobie prawo doko-

nywania poprawek i skrotéw tekstu (w porozumieniu

Z autorem).

Do pracy nalezy dotaczy¢ oSwiadczenie, ze praca nie

byta uprzednio publikowana ani nie zostata wystana

do redakcji innego czasopisma oraz - zgode Kierow-
nika Jednostki, skad praca pochodzi, na zamieszcze-
nie publikacji w czasopismie.

5. Wszystkie badania prowadzone na ludziach lub zwie-
rzetach, ktére sa przedmiotem pracy naukowej, opi-
sanej w manuskrypcie, musza miec¢ akceptacje, od-
powiednio, Komisji Bioetycznej lub Etyczne;j.

6. Przestane materiaty wraz z recenzja pozostaja w do-
kumentacji redakgji.

7. Wydawca nabywa na zasadzie wytacznos$ci ogot praw
autorskich do wydrukowanych prac (w tym prawo do
wydania drukiem, na nosnikach elektronicznych CD
i innych oraz w Internecie). Dopuszcza sie natomiast
drukowanie streszczen bez zgody Wydawcy.

8. Instrukcja dla autoréow

8.1. Maszynopis powinien by¢ drukowany jednostron-
nie na biatym papierze formatu A4, z zachowa-
niem podwdjnego odstepu miedzy wierszami oraz
marginesem 2,5 cm.

Strona tytutowa powinna zawierac: tytut lub sto-
pien naukowy, imie i nazwisko (imiona i nazwiska)
autoréw w petnym brzmieniu, tytut pracy w jezyku
polskim i angielskim, nazwe placéwki naukowej,
oraz tytut lub stopien naukowy, imie i nazwisko
kierownika placéwki naukowej, skad pochodzi pra-
ca. U dotu strony nalezy podac imie i nazwisko oraz
adres, telefon i e-mail autora odpowiedzialnego za
korespondencje, dotyczaca manuskryptu.

Druga strona manuskryptu powinna zawieraé
streszczenie (150-250 stow w jezyku polskim
i angielskim), w ktérym nalezy podac¢ kroétkie
wprowadzenie, cel badania, podstawowe proce-
dury (wybér badanych oséb lub zwierzat doswiad-
czalnych, metody badan), gtéwne wyniki oraz
whioski. Pod streszczeniem nalezy umiesci¢ stowa
kluczowe w jezyku polskim i angielskim, zgodnie
z Medical Subject Headings Index Medicus.

8.2.

8.3.

8.4. Oryginalne prace powinny by¢ podzielone na roz-
dziaty, wedtug schematu: wstep, materiat i meto-
dy, wyniki badan, dyskusja oraz wnioski.

8.5. PiSmiennictwo powinno by¢ utozone wg kolejnosci
cytowania w tekscie pracy. Skréty tytutdow czaso-
pism powinny by¢ zgodne z Index Medicus. Kazda
pozycja - pisana od nowego wiersza, powinna by¢
opatrzona numerem oraz zredagowana zgodnie
Z nizej podanym przyktadem:

- czasopismo naukowe:

Varga J, Abraham D. Systemic sclerosis: a prototypic
multisystem fibrotic disorder. J Clin Invest 2007; 117:
557-67.

Jezeli autoréw jest wiecej niz trzech, wéwczas nalezy po-
dac nazwisko pierwszego z nich, z dopiskiem ,i wsp.”.

Komosinska-Vassev K i wsp.: Graves’ disease-associated
changes in the serum lysosomal glycosidases activity and
the glycosaminoglycan content. Clin Chim Acta 2003;
331: 97-102.

- wydawnictwo zbiorowe:

Rodwell VW. Biatka: struktura i wtasciwosci. W: Biochemia
Harpera. Red. Murray RK i wsp. Wydawnictwo Lekarskie
PZWL. Warszawa 1994, 59-69.

- monografia:

Bankowski E. Biochemia. Urban & Partner.
2004.

Wroctaw

Powotania w tekscie, umieszczone w nawiasach kwa-
dratowych, powinny by¢ oznaczone cyframi arabskimi.
Liczbe pozycji piSmiennictwa nalezy ograniczyé: w pra-
cach oryginalnych do 20 pozycji, w pogladowych do 30
i w pozostatych do 10.

8.6. Ryciny (wykresy, rysunki, fotografie czarno-biate
i kolorowe) powinny by¢ umieszczone w osobnej
kopercie, ponumerowane, opatrzone nazwiskiem
autora i tytutem pracy, z zaznaczeniem ,goéra”,
,dot”. Opisy rycin nalezy poda¢ na oddzielnej
stronie z numerami ilustracji podanymi cyframi
arabskimi. Materiaty ilustracyjne, poprzednio pu-
blikowane, nalezy zaopatrzy¢ w pisemna zgode
Wydawcy na ponowna publikacje.

Tabele, umieszczone kazda na osobnej stronie,
nalezy ponumerowac cyframi rzymskimi i opa-
trzy¢ tytutami umieszczonymi nad tabela. Opisy
tabel nalezy poda¢ na oddzielnej stronie z nume-
rami tabel, podanymi cyframi rzymskimi.
Zalecana objeto$¢ pracy oryginalnej i pogladowej
wynosi 10, pozostatych - 5 stron.

8.7.

8.8.

Adres Redakcji:

Farmaceutyczny Przeglad Naukowy
43-300 Bielsko-Biala

ul. Wisniowa 25/2

tel: 033/816 28 99

e-mail: fpn@kwiecinski.pl

55



PRENUMERATA

Prosimy o wypetnienie kuponu drukowanymi literami
M a rm a c e u vcz ny 0 dokonanie wptat na poczcie lub w banku.
Bedziemy wdzieczni za uzycie naszego kuponu.
Pierwszy egzemplarz pisma w ramach wykupionej prenume-
rzeg q au owy raty otrzymajgPanstwo po okoto 2 tygodniach
e od dokonania wptaty

Dodatkowych informaciji udziela Dziat Prenumeraty
i Kolportazu:

PISMO POD PATRONATEM WYDZIALU FARMACEUTYCZNEGO SLASKIEGO UNIWERSYTETU MEDYCZNEGO W KATOWICACH

WYDAWCA Grup.a/ D_r. A.R. Kwieciﬁskiego _
ul. Wisniowa 25/2, 43-303 Bielsko-Biata

O TEL. 033 817 38 99
wiecinski

Nr rachunku odbiorcy: nazwa odbiorcy IR
i oabiorey Grupa dr. A. R. Kwiecinskiego
74 1050 1070 1000 0090 6083 4158 43-303 Bielsko-Biata, ul. Wisniowa 25/2
L.k. nr rachunku odbiorcy
74 1050 1070 1000 0090|6083 4158

ODBIORCA:

kwota

W PLN

Grupa dr. A. R. Kwiecinskiego

kwota stownie (wptata)/nr rachunku (przelew)

ul. Wisniowa 25/2, 43-303 Bielsko-Biata

nazwa i adres zleceniodawcy

polecenie przelewu/wpfata gotowkowa

kwota:
wnlacaiqcv' nazwa i adres zleceniodawcy cd.
tytutem
tytutem cd.
PRENUMERATA FARMACEUTYCZNY PRZEGLAD NAUKOWY
Zamawiam
FARMACEUTYCGZNY PRZEGLAD NAUKOWY
Nr ------------ Op'ata
Pieczec, data i podpis(y) zleceniodawcy (w przypadku przelewu)
Ni hunku odbiorcy: nazwa odbiorcy -
" rachun ogbiorey Grupa dr. A. R. Kwiecinskiego
74 1050 1070 1000 0090 6083 4158 43-303 Bielsko-Biata, ul. Wisniowa 25/2
1.k. nr rachunku odbiorcy
74 1050 1070 1000 0090(6083 4158
ODBIORCA: kwota
Grupa dr. A. R. Kwiecinskiego W PLN

kwota stownie (wptata)/nr rachunku (przelew)

ul. Wisniowa 25/2, 43-303 Bielsko-Biata

nazwa i adres zleceniodawcy

polecenie przelewu/wpfata gotowkowa

kwota:
nazwa i adres zleceniodawcy cd.
wplacajacy:
tytutem
tytutem cd.
PRENUMERATA FARMACEUTYCZNY PRZEGLAD NAUKOWY
Zamawiam
FARMACEUTYCZNY PRZEGLAD NAUKOWY
| —

Optata

Piecze¢, data i podpis(y) zleceniodawcy (w przypadku przelewu)









