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Szanowni Czytelnicy,

niedawno obserwowali§my w Europie panike wywolang wystepowaniem $miertelnych przypad-
kéw zatrucia pokarmowego odzwierzecym typem E. coli. Falszywie — jak si¢ okazato — ,,wing” przypisa-
no hiszpanskim ogdérkom i pomidorom. Spowodowato to w konsekwencji masowe ograniczenie spozycia
wszelkich warzyw 1 owocéw. Mimo ze prawdopodobnym zrédlem infekcji byly przemystowo produko-
wane kielki sojowe, to dla wielu oséb zaistniala sytuacja stata si¢ dodatkowym argumentem usprawied-
liwiajacym ich wieloletnie btedy dietetyczne i kontynuowanie zywienia opartego na wysoko przetworzo-
nych produktach — ,,bo tak jest bezpieczniej”. Tymczasem z ostatnio opublikowanych w ,,European Heart
Journal” (2011 May; 32(10): 1235-43) badan EPIC (European Prospective Investigation into Cancer and
Nutrition — Heart Study), ktore obje¢ty osmioletnig obserwacja ponad 313 tysigcy zdrowych obywateli
8 krajow europejskich, jasno wynika, ze ilos¢ spozywanych codziennie warzyw i owocow, niezaleznie od
czynnikow ryzyka, determinuje $miertelno§¢ z powodu niedokrwiennej choroby serca. Przy poréwnaniu
spozycia ($rednio) 240 g w stosunku do 640 g dziennie réznica w $miertelnosci wynosi 22%.

W tym samym czasie co badanie EPIC, w ,,New England Journal of Medicine” (2011 June 23;
364: 2392-2404) ukazato si¢ opracowanie grupy zywieniowcow z Bostonu, oceniajace przyczyny wzrostu
masy ciata u prawie 120 tysigcy osob. W czteroletnich okresach obserwacji wykazano, ze podstawowym
czynnikiem wplywajacym na mase ciata jest spozywanie chipsow ziemniaczanych, frytek, stodzonych na-
pojow 1 czerwonego migsa. Z kolei warzywa i owoce wraz z produktami zbozowymi, orzechy i jogurt
majg wlasciwos$ci przeciwstawne. Tak wigc kolejny raz udowodniono, ze przestrzeganie podstawowych
zasad diety §rodziemnomorskiej wpltywa na zachowanie zdrowia i przede wszystkim zmniejsza ryzyko
chorob uktadu sercowo-naczyniowego.

Przypominam, ze zaréwno o tych zagadnieniach, jak i o innych czynnikach patogenetycznych
miazdzycy bedziemy dyskutowali na tegorocznym zjezdzie Polskiego Towarzystwa Badan nad Miazdzyca
w dniach 20-23 pazdziernika w zamku Krag k. Koszalina. Zachgcam do aktywnego uczestnictwa i przesy-
fania streszczen (patrz komunikat).

Z powazaniem
Marek Naruszewicz
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ARTYKUL REDAKCYJNY

mgr Agnieszka Zajkowska, mgr Anna Stachurska, prof. dr hab. n. farm. Maciej Matecki

MIKRORNA-208 JAKO BIOMARKER

USZKODZENIA MIESNIA SERCOWEGO

MICRONA-208 AS A BIOMARKER OF HEART FAILURE

Streszczenie

Dynamiczny rozwoj diagnostyki moleku-
larnej w zakresie choréb naczyniowo-sercowych
mozliwy jest dzigki postgpom badan podstawowych
oraz jednoczes$nie dzigki istnieniu ciaglej potrzeby
poszukiwania nowych, bardziej optymalnych kli-
nicznie biomarkeréw pojawienia si¢ i przebiegu
chordéb. Doniesienia naukowe wskazuja, ze marke-
rami uzytecznymi diagnostycznie moga by¢ row-
niez czasteczki kwasow nukleinowych — miRNA.
Stwierdza si¢, iz miRNA-208 moze stanowi¢ swo-
isty marker uszkodzenia mig$nia sercowego w prze-
biegu np. zawatu czy zabiegdw pomostowania aor-
talno-wieficowego. Uzyteczno$¢ kliniczng miRNA
potwierdzaja 1 zwickszaja rowniez badania wskazu-
jace, ze jest mozliwe oznaczanie czasteczek miRNA
w ptynach ustrojowych, np. krwi, moczu, $linie.

Stlowa Kkluczowe: diagnostyczne kwasy
nukleinowe, mikroRNA, choroby serca

Abstract

The dynamic development of molecular di-
agnostics in the field of cardiovascular diseases is
possible because of advances in basic research as
well as a still existing need to seek new, more op-
timal clinical biomarkers of disease. Scientific re-
ports indicate nucleic acids — miRNAs as the useful
diagnostic markers. It is concluded that miRNA-
-208 may be a specific marker for myocardial dam-
age in the course of heart attack or coronary artery
bypass grafting. The clinical utility of miRNAs in-
creases due to research indicating the possibility of
determination of miRNA molecules in body fluids
such as blood, urine, saliva.

Key words: diagnostic nucleic acids, mi-
croRNA, heart diseases

Wprowadzenie

Choroby uktadu krazenia zaliczane sa do
gtéwnych przyczyn zgonéw w krajach rozwinig-
tych. Promocja ,,zdrowego stylu zycia” i profi-
laktyka, nowe leki i metody leczenia oraz przede
wszystkim postepy w diagnostyce sprawiaja, ze
mozliwe jest konsekwentne ograniczanie zjawi-
ska chor6éb naczyniowo-sercowych w wielu spo-
feczenstwach [1]. Nie sposdb przeceni¢ znaczenia
diagnostyki laboratoryjnej. Oznaczenie wybranych
biomarkeréw uwalnianych do krazenia pozwala
na wykrycie uszkodzenia mig$nia sercowego na
wczesnym etapie, a tym samym umozliwia pod-
jecie odpowiednich decyzji terapeutycznych. Nie-
ktore ze znanych biomarkeréw staty si¢ ,,ztotym
standardem” w diagnostyce zawalu migsénia ser-
cowego. Zalecenia dotyczace rozpoznania zawatu
mig$nia serca wskazuja na istotng rol¢ troponi-

ny I (cTnl) oraz izoenzymu MB kinazy kreatyno-
wej (CKMB) jako czulych i swoistych markeréw
martwicy kardiomiocytéw. Wzrost stezenia tych
biatek w surowicy przekraczajacy 99. centyl za-
kresu referencyjnego jest obok zmian elektrokar-
diograficznych (EKG) i dowodow z badan obra-
zowych jednym z kryteriow rozpoznania $wiezego
zawalu mig$nia sercowego [2]. Pomimo kluczowej
roli troponin sercowych oraz CKMB w diagnosty-
ce kardiologicznej ciagle prowadzone sa badania
dotyczace poszukiwania nowych, zblizonych do
optymalnych, uzytecznych wskaznikow laborato-
ryjnych w zakresie diagnostyki chorob naczynio-
wo-sercowych.

miRNA jako marker diagnostyczny
Idealny biomarker uszkodzenia migs$nia
sercowego powinien pojawia¢ si¢ w duzym stgze-

CZYNNIKI RYZYKA 2/2011



niu w kardiomiocytach i by¢ dla nich catkowicie
swoisty. Nie powinien by¢ wykrywany w osoczu
ani w innym ptynie ustrojowym u ludzi zdrowych,
lecz po uszkodzeniu tkanki serca musi by¢ szyb-
ko uwalniany do krazenia. Istotne jest tez, aby
jego ilo$¢, np. w osoczu, byta proporcjonalna do
uszkodzenia narzadu, powinien réwniez oddawac
zachodzace w czasie zmiany w narzadzie i wpltyw
wlaczonej terapii. Nowy, oryginalny nurt w bada-
niach wyznaczaja proby wykorzystania kwasow
nukleinowych jako biomarkeréw diagnostycznych.
W ostatnim czasie wiele doniesien wskazuje na
mozliwos¢ wykorzystania niskoczasteczkowych
RNA w diagnostyce medycznej. Dowiedziono, ze
mikroRNA (miRNA) jest obecne w prawie wszyst-
kich ptynach ustrojowych i wydzielinach (osocze,
1zy, slina, mocz, kat, ptyn owodniowy, ptyn z jamy
optucnej i otrzewnowej) [3]. Ta niewatpliwie waz-
na informacja sprawia, ze miRNA wydaje si¢ uni-
katowa klasa wskaznikéw diagnostycznych wielu
réznych choréb. MikroRNA cechujg si¢ specyficz-
nosciag tkankowa i komorkowa [4]. Co wigcej,
dotychczasowe doniesienia wskazuja, ze niektore
czasteczki miRNA sg catkowicie swoiste dla dane-
go typu tkanki lub narzadu [5]. Czasteczki miRNA
charakteryzujg si¢ duza stabilnoscig w krazeniu,
pomimo wysokiej aktywnosci RNaz obecnych
w osoczu. Badania wykazaly, ze krazace miRNA
nie sg zwigzane z komoérkami lub fragmentami ko-
morek [6]. Wskazuje si¢, ze zaskakujaca stabilnos¢
tych czasteczek w osoczu jest wynikiem zwigzania
miRNA z pecherzykami zwigzanymi z btong (ang.
membrane-bound vesicles). Wér6d nich mozna wy-
r6ézni¢ egzosomy, ktore sa pecherzykami o wielko-
$ci 50-90 nm powstajacymi na drodze egzocytozy,
oraz uwalniane z komorki mikropgcherzyki o wiel-
kosci 1 um. Ostatnie badania nad unikatowa trwa-
toscia miRNA w krazeniu wykazaty, ze znaczaca
ilos¢ krazacych miRNA jest zwigzana z biatkiem
Argonaute 2 (Ago2) bedacym czeScig kompleksu
rybonukleoproteinowego, uczestniczacego w bio-
logicznej $ciezce dziatania miRNA [7]. MikroRNA
charakteryzuje si¢ takze duzg stabilno$cia w osoczu
réwniez w warunkach laboratoryjnych. Na podsta-
wie badan stwierdzono, ze czasteczki te w osoczu
inkubowanym w temperaturze pokojowej zacho-
wujg integralno$¢ do 24 h. Nie ma za$§ wystarczaja-
co duzo dowodow, aby okresli¢ maksymalny czas
przechowywania krwi pelnej az do momentu jej
odwirowania. W wigkszos$ci badan eksperymental-
nych osocze lub surowicg uzyskiwano w ciggu 4 h
od pobrania materiatu. Ponadto, badany materiat
moze by¢ przechowywany w temperaturze -80°C
oraz wykazuje stabilno$¢ w procesie zamrazania
i rozmrazania [8]. Wszystkie wymienione wyzej
cechy czasteczek miRNA przemawiajg za mozli-
wosciag wykorzystania ich jako wskaznikow diag-

nostycznych. W 2008 roku po raz pierwszy wska-
zano czasteczki miRNA jako nowa, unikalng grupe
krazacych biomarkerow choréb nowotworowych
[6, 9]. Dos¢ duza czg$¢ eksperymentow przepro-
wadzana jest w oparciu o badanie stezenia miRNA
w osoczu lub surowicy [6], jednak nie brakuje tak-
ze badan innych ptynéw ustrojowych. Oznaczenie
stezenia miRNA-200a oraz miRNA-125a w $linie
moze stuzy¢ jako nieinwazyjna metoda wykry-
wania raka ptaskonabtonkowego, stanowigcego
ok. 90% wszystkich nowotworéw jamy ustnej
[10]. Mocz jest materiatem, w ktérym zmieniona
ekspresja miRNA-96 i miRNA-183 moze $wiad-
czy¢ o nowotworze urotelialnym [11]. Oznaczane
w réznych ptynach ustrojowych niskoczasteczko-
we RNA spelniaja podobng funkcje — umozliwiaja
wykrycie choroby nowotworowej. Coraz wigcej
doniesien dowodzi takze, iz miRNA moze byc¢
uzytecznym, mierzalnym markerem uszkodzenia
réznych narzadéw, w tym serca [12] i watroby
[13]. Zmieniong ekspresj¢ miRNA w osoczu wy-
kazano rowniez w trakcie réznych proceséw fizjo-
logicznych i patologicznych, m.in. w czasie cigzy
[14] i reumatoidalnego zapalenia stawow [15].

Biologia miRNA

MikroRNA zaliczane jest do grupy matych,
niekodujacych, jednoniciowych czastek RNA.
Zadania, jakie spelniaja niekodujace RNA, nie
zostaly do konca poznane, jednak okreslono, ze
powszechnie wystepujace miRNA petni funkcje
regulacyjne w procesie ekspresji genéw na eta-
pie posttranskrypcyjnym [16]. Szacuje si¢, ze na-
wet 60% transkryptomu ssakow podlega regulacji
miRNA [17]. W zwigzku z tym, od momentu od-
krycia w 1993 r. [18] miRNA stalo si¢ obiektem
zainteresowania jako czasteczka regulujaca wiele
proceséw fizjologicznych, do ktérych mozna zali-
czy¢: réznicowanie si¢ 1 proliferacje komorek ma-
cierzystych, rozwoj serca, hematopoeze, neuroge-
neze, odpowiedz immunologiczna, apoptoze [19].
Dziatanie czasteczek miRNA opiera si¢ na potla-
czeniu ze specyficznymi regionami w mRNA, co
skutkuje zahamowaniem procesu translacji, a na-
wet degradacja fancucha rybonukleinowego odpo-
wiedzialnego za syntezg biatek [16]. Poprzez taki
mechanizm dziatania miRNA zaangazowane jest
réwniez w szereg procesOw patologicznych, takich
jak nowotworzenie [20], choroby autoimmunolo-
giczne [21], neurodegeneracyjne [22] czy przerost
i choroby mig$nia sercowego [23, 24].

Potozenie genéw zaangazowanych w syn-
teze¢ miRNA nie zostato do konca poznane. Wia-
domo, ze znajduja si¢ one migdzy genami koduja-
cymi bialka (42% poznanych miRNA u cztowieka)
oraz w obrebie tych genow, w tym gltéwnie w ob-
rgbie intronéw gendéw kodujacych biatka (44%
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poznanych miRNA u czlowieka), a takze w obre-
bie egzondéw (7% poznanych miRNA u czlowie-
ka) oraz fragmentéw 3’ niepodlegajacych transla-
cji (UTR) (1,5% poznanych miRNA u cztowieka)
i S’UTR (1% poznanych miRNA u czlowieka)
[25]. Cecha wyrozniajacg geny miRNA jest prze-
de wszystkim ich czesty charakter policistronowy
[26]. Warto doda¢, ze mozliwos¢ transkrypcji da-
nych czasteczek miRNA zalezy od polozenia ich
genomu. MikroRNA, ktérych genom znajduje si¢
miedzy genami kodujacymi biatka, ulegaja od-
dzielnej transkrypcji, natomiast synteza introno-
wych lub egzonowych miRNA nastepuje zgodnie
z transkrypcja genow, ktorych sa czescia [27].
Opisuje si¢, ze proces syntezy miRNA
moze zachodzi¢ na dwa sposoby oraz ma charak-
ter wieloetapowy. Podczas konwencjonalnej drogi
syntezy, z odpowiednich regionéw dwuniciowe-
go DNA powstaje pri-miRNA (primary miRNA).
Transkrypcja pri-miRNA jest zalezna od dziatania
gloéwnie polimerazy II [28], a takze III RNA [29]
i jest regulowana obecnos$cig czynnikéw trans-
krypcyjnych. Pri-miRNA jest stosunkowo diugim
fragmentem nukleinowym — sktada si¢ z kilku ty-
siecy par zasad. Charakterystyczne sg dla tej cza-
steczki struktury spinki do wloséw oraz obecnosé¢
33-nukleotydowej struktury, obejmujacej petle
i rdzen zawierajacy sekwencje dojrzatego miRNA.
Niektore miRNA powstaja w postaci 2—7 potaczo-
nych sekwencji w pojedynczym pri-miRNA [27].
Pri-miRNA w jadrze komorkowym ulega podzia-
towi na 60-70-nukleotydowe fragmenty o struk-
turze spinki do wlosow [27]. Proces ten zachodzi
z udziatem biatkowego kompleksu, sktadajacego
si¢ z jadrowej rybonukleazy III, zwanej enzy-
mem Drosha, oraz kofaktora DGCRS8 (DiGeorge
Syndrom Critical Reagion §) [30, 31]. Nastepnie,
pre-miRNA transportowane jest przez btong jadro-
wa poprzez specyficzny transporter Exp-5 (eks-
portin-5) potaczony z biatkiem Ran o aktywnoS$ci
GTP-azy. Uklad ten pozwala regulowa¢ transport
pre-miRNA do cytoplazmy na zasadzie gradien-
tu stezen RanGTP/RanGDP. W jadrze komorko-
wym, gdzie ilos¢ RanGTP jest znacznie wigksza,
pre-miRNA zwigzane jest silnie z transporterem.
Hydroliza GTP wywotuje zmiany konformacyjne
w biatku Ran oraz dostarcza energii wykorzysty-
wanej do odlagczenia pre-miRNA od eksportiny-5
i uwolnienia go do cytoplazmy [32]. W kolejnym
etapie dojrzewania pre-miRNA ulega przemianie
w 18-22-nukleotydowe dupleksy miRNA. Proces
ten zalezny jest od rybonukleazy 111, zwanej enzy-
mem Dicer, oraz biatka z rodziny Argonaute (Ago)
[33]. Wytworzona w ten sposob rybonukleoprote-
ina zostata nazwana kompleksem miRLC (miRISC
loading complex). Dicer rozpoznaje strukture dwu-
niciowg kompleksu i rozcina czasteczke od miej-

sca podstawy struktury. W wyniku tego dziatania
zostaje wycieta cze$¢ trzonu spinki czastki pre-
-miRNA zawierajaca sekwencj¢ dojrzalego mi-
RNA. U cztowieka w kompleksie miRLC wystgpu-
ja rowniez biatka o charakterze helikazy Gemin3,
Gemin4 oraz odpowiednik biatka Ago — elF2C2
[34]. Aktywno$¢ helikazy umozliwia rozplecenie
nici wycigtego fragmentu dwuniciowego miRNA.
Z uwagi na to, ze tylko jedna z nici dupleksu utwo-
rzy dojrzate miRNA, druga, zwana nicig passanger
lub miRNA *, ulega degradacji. Wtasciwa ni¢ doj-
rzatego miRNA taczy si¢ swoim koncem 3’ z biat-
kiem Ago i tworzy kompleks mRISC (mir-induced
silency complex), ktory moze wptywac na synteze
biatek, taczac si¢ z fragmentem 3’UTR w odpo-
wiednim mRNA. Wykazano, ze do prawidlowego
utworzenia kompleksu miRNA/mRNA niezbedne
jest komplementarne pofaczenie miedzy 2.—7. nu-
kleotydem na koncu 5’ w strukturze miRNA (ang.
seed) a strukturg 3’UTR. Pozostate sekwencje
miRNA nie wymagaja catkowitej komplementar-
nosci z matrycowym RNA. Podstawowy region
seed ztozony jest z 6 nukleotyddw, natomiast
moga one by¢ modulowane poprzez dodawanie
pojedynczych nukleotydoéw, tak aby w obrebie
obszaru wigzania z mRNA znajdowato si¢ 7 lub 8
nukleotydow. Regiony seed sa wyjatkowo krotkie
oraz konserwatywne, a komplementarne do nich
nukleotydy moga wystepowa¢ w wielu roéznych
mRNA. Dzigki temu jeden rodzaj miRNA moze
regulowaé liczne mRNA, bedace czgscig okreslo-
nego szlaku biologicznego [35, 36].

Druga $ciezka powstawania miRNA omi-
ja etap dziatania jadrowej rybonukleazy Drosha.
Opiera si¢ ona na syntezie mirtronow, czyli frag-
mentéw pochodzacych z intronéw. Mirtrony maja
dhugos¢ odpowiadajaca ilosci nukleotydow pre-
-miRNA, jednak wykazuja niedoskonata struk-
turg. Aby proces dojrzewania pre-miRNA mogt
przebiega¢ zgodnie z drogg konwencjonalng, mir-
trony muszg najpierw ulec rozpleceniu i ponowne-
mu zwinigciu w strukturg spinki do wloséw [35,
37, 38].

Ponad potowa genow kodujacych biatka
wykazuje wrazliwo$¢ na dziatanie regulacyjne
miRNA [17]. Dotychczas zlokalizowano ponad
15 000 genoéw u wigcej niz 140 gatunkow i opi-
sano ponad 17 000 sekwencji dojrzatego miRNA
[39]. Eksperymenty prowadzone sg réwnoczesnie
i podejmuja probe zglebienia wiedzy o czastecz-
kach miRNA na wielu ptaszczyznach. W zwiazku
z tym, iz ekspresja miRNA jest swoista tkankowo
badz tez komérkowo, pojawiajg si¢ proby ich wy-
korzystania w diagnostyce r6znych chorob, w tym
chorob migénia sercowego, jako specyficznych
markeréw uszkodzenia.
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Rola ,,sercowych miRNA” w komédrkach
miesnia sercowego

Dotychczas w komorkach mig$nia serco-
wego stwierdzono ekspresje gtownie: miRNA-1,
miRNA-133, miRNA-126, let-7, miRNA-499 oraz
miRNA-208 [40]. Sposrod nich rodzina miRNA-
-208, do ktorej zalicza si¢ miRNA-208a i mi-
RNA-208b oraz miRNA-499, okreslana jest jako
»-myomiRs”, czyli czasteczki regulatorowe, ktore
zaangazowane s3 w kontrole ekspresji izoform tan-
cuchow ciezkich miozyny: o i f w sercu [41]. Ten
typ regulacji odpowiedzialny jest za patologiczng
przebudowe serca, pracg migsnia sercowego, za-
warto$¢ miozyny w migsniach [42], co jest szcze-
gdlnie widoczne podczas przerostu migsnia serco-
wego, niewydolnosci serca oraz choréb tarczycy
[43]. Prawidlowa struktura i dzialanie migsnia
serca uzaleznione jest od jakosci i iloSci widkien
miesniowych. Wyrdznia si¢ wiokna typu I, ztozone
z fancuchow lekkich miozyny, oraz wtdkna typu 11,
w ktorych sktad wchodzg tancuchy cigzkie miozy-
ny («MHC i BMHC). Wtékna typu I zaliczane sg
do wiokien wolno kurczacych sie i wolno mecza-
cych sig, natomiast do cech wyrdzniajacych wiok-
na typu II nalezy zdolno$¢ do szybkiego kurczenia
si¢ 1 szybkiego mgczenia. Biatka aMHC i BMHC
sg odpowiedzialne za kurczliwo$¢ kardiomiocytow
[44]. R6znig sie zdolno$cig wykorzystywania ener-
gii pochodzacej z ATP do zmiennego tempa pracy
miegsnia serca. aMHC, w odroznieniu od fMHC,
znane s3 jako biatka szybko wykorzystujace ATP
[42]. W ludzkim genomie stwierdzono 11 gendéw
MHC (MYH), z czego tylko 3 sa charakterystycz-
ne dla komoérek migénia serca. Wysoka ekspresja
w miokardium odznaczaja si¢ geny MYH6 i MYH7
kodujace odpowiednio aMHC i fMHC, natomiast
MYH7b wykazuje niska ekspresje w tej tkance,
ale jest $cisle powiazany z MYH6 1 MYH7. Geny
MYHG6 i MYH7 poltozone sa na chromosomie
14q12. Biatka MHC charakteryzuja si¢ roznym
poziomem wystepowania w sercu, w zaleznosci od
stopnia jego rozwoju oraz sprawnosci fizjologicz-
nej. W sercach dojrzatych gryzoni przewazajaca
izoforma jest tMHC, natomiast u ptodéw dominu-
jaca jest izoforma PMHC [42]. U ludzi i duzych
ssakow izoforma biatka BMHC stanowi ok. 90%
catkowitej ilosci MHC w komorkach komory serca
[45]. Co wigcej, stwierdzono, ze miRNA-208a jest
catkowicie swoiste tylko dla mig$nia sercowego,
natomiast miRNA-208b i miRNA-499 wystepuja
rowniez w migsniach szkieletowych [42].

Rodzina miRNA-208

Ze wzgledu na ciaggle poszukiwania no-
wych biomarkeréw uszkodzenia komorek migsnia
sercowego duze nadzieje wigze si¢ z badaniami
nad czasteczka miRNA-208. MikroRNA-208a po-

wstaje na matrycy intronu 29 [42] w genie MYHO,
ktérego ekspresja prowadzi do powstania ci¢zkie-
go lancucha o-miozyny (aMHC), natomiast ma-
tryca dla miRNA-208b jest intron 31 genu MYH7
[43]. Sekwencja miRNA-208a i miRNA-208b
jest wysoce konserwatywna. Czasteczki te rdznig
si¢ bowiem jedynie trzema nukleotydami w re-
gionie 3’. Poniewaz do utworzenia kompletnego
potaczenia miRNA z mRNA konieczna jest kom-
plementarno$¢ z regionem seed, a region ten jest
taki sam w obu czasteczkach miRNA-208, mozna
wnioskowaé, ze czasteczki miRNA-208a i miR-
NA-208b maja takie samo docelowe mRNA [46].
Docelowym mRNA dla miRNA-208 s3 mRNA
gendw THRAP-1 (ang. Thyroid hormone receptor
[TR]-associated protein 1) oraz miostatyna [46].
THRAP-1 nalezy do kompleksu receptora jadro-
wego hormonu tyroidowego i wspdlnie z miosta-
tyng znane sg jako regulatory wzrostu migsni oraz
przerostu migsnia serca [46]. Ekspresja sercowych
miRNA (miRNA-208 oraz miRNA-499) zalezna
jest od stresu komérkowego oraz dziatania trijo-
dotyroniny (T3). Regulacja ekspresji miRNA-208
pod wpltywem dziatania hormonéw tarczycy jest
szczegolnie widoczna w inwersji dominacji cza-
steczek miRNA-208 w sercu myszy. Szczurze
kardiomiocyty traktowane hormonami tarczycy
wykazywaly znaczne obnizenie ekspresji PMHC/
/miRNA-208b oraz istotny wzrost tMHC/miRNA-
-208a [46]. W odpowiedzi na nadmierne obcigze-
nie mechaniczne migs$nia sercowego, mogace pro-
wadzi¢ do jego przerostu, zwickszona zostaje eks-
presja BMHC, a tym samym miRNA-208b [46].
Czasteczka miRNA-208 reguluje ekspresje cigz-
kich tancuchéw B-miozyny (BMHC) kodowanych
przez gen MYH?7. W oparciu o wytworzony model
tego procesu uwaza si¢, ze stres komorkowy jest
odpowiedzialny za zmniejszenie transkrypcji genu
oMHC, a tym samym obnizenie st¢zenia miRNA-
-208a [47]. W efekcie zostaje zniesione blokowanie
translacji genu THRAP-1, co skutkuje wzrostem
produkcji BMHC. Ponadto badania wykazaly, ze
przerost migsnia serca moze wywota¢ nadekspresje
miRNA-208a [46]. W warunkach fizjologicznych
miRNA-208 nie wplywa na powstawanie zmian
w kardiomiocytach, ale ekspresja miRNA-208a
jest konieczna do prawidlowego przewodzenia
w mieéniu sercowym. Fizjologiczne przekazywa-
nie impulséw elektrycznych miedzy kardiomiocy-
tami jest uzaleznione od prawidlowego funkcjono-
wania potaczen migdzykomoérkowych (ang. gap
Junction). Czasteczka miRNA-208a uczestniczy
w regulacji ekspresji biatek tworzacych wspo-
mniane potaczenia miedzykomorkowe, takich jak
koneksyna 40 (Cx40) i czynniki transkrypcyjne
GATA4 i HOP (ang. homeodomain-only protein).
Wykazano réwniez, ze nadekspresja tej czasteczki
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w kardiomiocytach zwigzana jest z zaburzeniem
rytmu serca prowadzacym do arytmii [46].

Perspektywy wykorzystania miRNA-208 jako
markera diagnostycznego chordéb serca

Na skutek niedokrwienia mig$nia serco-
wego, a w nastepstwie zawatu dochodzi do zmian
przepuszczalnosci btony komorkowej komorek
mie¢snia serca i ostatecznie do ich martwicy. Wow-
czas czasteczki miRNA sg uwalniane do krwi ob-
wodowej. Badania dotyczace diagnostycznej roli
miRNA w przebiegu uszkodzen migsnia sercowe-
go wskazuja na podwyzszong ekspresj¢ w sercu
miRNA-499, miRNA-208a oraz miRNA-1, mi-
RNA-133. W toku szczegdlowych analiz zidenty-
fikowano, ze miRNA-1 oraz miRNA-133 wyka-
zuja podwyzszong ekspresje zarowno w sercu, jak
i w mig$niach szkieletowych [12].

MikroRNA-499 jest eksprymowany glow-
nie w migéniu sercowym, podwyzszong ekspresje
stwierdza si¢ rowniez w migéniach szkieletowych
[12]. Dotychczasowe dane pokazuja, ze st¢zenie
miRNA-208 w surowicy dobrze koreluje ze steze-
niem cTnl, klasycznego markera uszkodzen migs-
nia sercowego. W celu okreslenia, czy miRNA
specyficzne dla mig$nia sercowego moze stuzyc
jako biomarker uszkodzen komorek sercowych,
wykonywane sa bardzo czgsto badania na gryzo-
niach. Wykazano np. wzmozong ekspresj¢ mi-
RNA-208 w modelu indukowanego izoprotere-
nolem uszkodzenia miokardium [48]. W kolejnej
czes$ci badania udowodniono brak wptywu ope-
racyjnie wywolanego zawatu nerki u zdrowych
probantow na ekspresje miRNA-208, a takze brak
wplywu przecigzenia lewej komory (LV) przy jed-
noczesnym wzroscie stezenia NT-proBNP. Nie-
zwykle istotne jest to, ze wlasnie w takich sytua-
cjach czesto dochodzi do niespecyficznego wzrostu
cTnl. Co wazne, w populacji zdrowych szczuréw
miRNA-208 bylo niewykrywalne we krwi obwo-
dowej [48]. W innych badaniach w kierunku mi-
RNA charakterystycznych dla mig¢snia sercowego
wykazano, ze podczas uszkodzenia serca dochodzi
do wzrostu miRNA-208a w osoczu krwi. Okazuje
si¢, ze miRNA-208a jest niewykrywalne w osoczu
krwi ludzi zdrowych, w chorobie niedokrwiennej
serca oraz w innych chorobach uktadu krazenia.
W 90,9% przypadkow ostrego zawalu serca wy-
kryto w osoczu krwi miRNA-208a [49]. Ponadto
miRNA-208a jest do$¢ wczesnie wykrywalny,
bo juz w pierwszej godzinie od uszkodzenia kar-
diomiocytdw pojawia si¢ W 0soczu, Szczyt wy-
dzielania przypada na 3 godziny od uszkodzenia,
aw 6.—12. godzinie stezenie spada do wartosci nie-
mierzalnych, a po 24 godzinach zanika catkowicie
[12]. MikroRNA-208a charakteryzuje si¢ wysoka
wrazliwo$cia 1 specyficzno$cia w diagnozowaniu

uszkodzenia mig$nia sercowego. W 85% przypad-
kéw incydentu zawatowego stezenie miRNA-208a
bylto rownolegle wykrywalne z c¢Tnl, klasycznym
markerem zawatu, co wskazuje na to, iz miRNA-
-208a moze by¢ wysoko czutym i wczesnym mar-
kerem AMI (acute myocardial infarction), szcze-
golnie w ciggu 4 h od wystagpienia poczatkowych
objawow [12]. Doniesienia z literatury wskazuja
réwniez na miRNA-208b oraz miRNA-499 jako
biomarkery odzwierciedlajace uszkodzenie serca
w chorobach uktadu krazenia, takich jak: ostry za-
wat serca, wirusowe zapalenie mig$nia sercowego,
dysfunkcja rozkurczowa oraz ostra niewydolnos¢
serca [50]. Wykazano, ze w przypadku ostrego za-
watu mig$nia sercowego dochodzi do znacznego
wzrostu miRNA-208b oraz miRNA-499 w osoczu
krwi, $cisle koreluje on ze wzrostem troponin T,
wskazujac na uszkodzenie kardiomiocytéw. Pa-
cjenci z wirusowym zapaleniem migénia serco-
wego w ostrej fazie wykazywali znaczny wzrost
miRNA-208b oraz miRNA-499 w osoczu; poziom
ich ekspresji korelowat ze stadium zaawansowania
przebiegu zakazenia. W przypadku zawalu mig¢$nia
sercowego stezenie miRNA znaczaco wzrastato
W 0soczu W porownaniu ze stgzeniem mikro-
RNA w wirusowym zapaleniu mig$nia sercowego.
Z kolei w ostrej niewydolnosci serca odnotowano
jedynie tagodny wzrost miRNA-499 [50]. Prowa-
dzone s3 rowniez prace w kierunku wykorzysta-
nia kardiospecyficznych czasteczek miRNA jako
uzytecznych wskaznikéw uszkodzenia migénia
sercowego w przebiegu operacji pomostowania
aortalno-wiencowego (CABG). Wstgpne badania
na niewielkiej grupie pacjentow (n=30) wykazuja,
ze przed zabiegiem CABG stezenie miRNA-208
w osoczu jest niewykrywalne, natomiast obecno$¢
miRNA-208 obserwuje si¢ u 80% pacjentow po
operacji CABG, u wigkszosci juz w 3 h po ope-
racji. W przeprowadzonym badaniu st¢zenie mi-
RNA-208 obnizato si¢ do niewykrywalnego (Ct
>40) w 6 h oraz w 12 h (n=10) po CABG. St¢zenie
troponiny I utrzymywato si¢ na poziomie >0,1 ng/
ml u wszystkich badanych po zabiegu CABG [51].

Podsumowanie

Dynamiczny rozwoj dyscyplin biome-
dycznych sprawia, ze badania prowadzone w jed-
nostkach naukowych dostarczajg informacji po-
znawczych, a takze bezposrednio klinicznych,
aplikacyjnych. Czasteczki miRNA, ktore sa przed-
miotem zainteresowania laboratoriow badaw-
czych, reguluja ekspresje wielu genéw oraz moga
stanowi¢ grupe biomolekut o znaczeniu diagnosty-
czym, np. w zakresie chorob naczyniowo-serco-
wych. Wydaje si¢, ze miRNA-208 jest kardiospe-
cyficznym markerem pozwalajacym diagnozowac
wystgpowanie 1 przebieg chorob serca. Obecnie
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UDZIAL BIALEK TRANSPORTUJACYCH

(FAT/CD36, FABPpm, FATP) W METABOLIZMIE LIPIDOW W MIESNIACH
SZKIELETOWYCH PODDAWANYCH WYSILKOWI FIZYCZNEMU

THE ROLE OF FATTY ACID TRANSPORT PROTEINS (FAT/CD36, FABPpm,
FATP) IN LIPID METABOLISM IN SKELETAL MUSCLES DURING EXERCISE

Streszczenie

Komoérki migsniowe w trakcie czynno-
Sci skurczowej zuzywaja znaczne iloSci ATP,
zaleznie od intensywnosci wysitku fizycznego.
Skutkuje to ciagtym zapotrzebowaniem na ATP
w miocytach. Substratami energetycznymi, ktore
odgrywaja zasadniczg role w pozyskiwaniu ATP
podczas wysitku fizycznego, s3: glukoza i wol-
ne kwasy ttuszczowe (WKT). Transport gluko-
zy do wnetrza miocytéw nastepuje w glownej
mierze w wyniku nasilenia obecno$ci transpor-
terow dla glukozy (GLUT-1, GLUT-4) w btonie
komorek mig$niowych. Natomiast przechodzenie
WKT do wnetrza miocytéow zachodzi zaréwno
na drodze dyfuzji biernej, zgodnie z gradientem
stezeniowym WKT (tzw. mechanizm flip-flop),
jak rowniez na drodze transportu wspomaganego
przez biatkowe transportery. Biatkami biorgcymi
udzial w procesie transportu wspomaganego sa:
FAT/CD36 — translokaza kwasow ttuszczowych,
FABPpm — plazmatyczne biatko wigzace kwasy
tluszczowe, FATP 1-6 — biatko transportujgce
kwasy tluszczowe. Wykazano, ze podczas wy-
sitku fizycznego dochodzi do zwigkszenia akty-
wacji uktadu wspotczulnego, ktoéry przyczynia
si¢ do wzmozenia procesu lipolizy tkanki ttusz-
czowej 1 wzrostu uwalniania WKT, a tym samym
powoduje wzrost gradientu stezen w poprzek
blony komorkowej. Jest to czynnik powodujacy
zwickszenie naptywu WKT do wnetrza miocy-
tow, niemniej jednak w ostatnio prowadzonych
badaniach stwierdzono, ze niezaleznie od ste¢ze-
nia lipidow w tozysku naczyniowym, podczas
trwania wysitku fizycznego, w miocytach kur-
czacych si¢ obserwowana jest takze wzmozona

ekspresja biatkowych przeno$nikow WKT w bto-
nie komoérkowej. W niniejszej pracy omowiony
zostanie udziat biatkowych transporterow kwa-
sow thuszczowych w metabolizmie lipidéw pod-
czas wysitku fizycznego.

Stowa kluczowe: FAT/CD36, FABPpm,
FATP, wysilek fizyczny, miesSnie szkieletowe

Abstract

Contracting skeletal muscles consume
great amounts of ATP, that must be immediately
and constantly regenerated. The main energy sub-
strates, for contracting muscle cells, are glucose
and long chain fatty acids (LCFAs). Glucose is
transported across the sarcolemma by the use of
glucose transporters (GLUT-1, GLUT-4). LCFAs
are taken up by either passive diffusion or via
a protein-mediated mechanism involving sarco-
lemmal LCFA-binding proteins (i.e., FABPpm,
FAT/CD36 and FATP-1). It is well established
that exercise activates sympathetic nervous sys-
tem which leads to increased lipolysis of adipose
tissue. This creates an increase in LCFA serum-
myocyte gradient, favoring LCFA passive diffu-
sion into myocytes. However, recent data provide
new insights regarding LCFA movement across
sarcolemma. These studies show involvement of
protein mediated LCFA transport during exer-
cise. Depending on exercise intensity the expres-
sion of plasma membrane fatty acid transporters
is changing which leads to the adequate change in
LCFA influx into myocytes.

Key words: FAT/CD36, FABPpm, FATP,
exercise, skeletal muscle
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Wprowadzenie

Glukoza i kwasy tluszczowe to podstawowe
substraty energetyczne dla migéni szkieletowych.
Ich wykorzystywanie w miocytach zalezy nie tylko
od biodostgpnosci osoczowej, ale takze od obecno-
Sci transporter6w na poziomie btony komodrkowe;j
komoérek migsniowych. Glukoza jako zwigzek hy-
drofilowy wymaga polgczenia ze swoistym nos-
nikiem biatkowym (GLUT-1, GLUT-4) zlokalizo-
wanym w btonie komorkowej, by nastepnie zostac¢
przetransportowana przez lipidowa btong komor-
kowa. Natomiast kwasy thuszczowe jako zwiazki
hydrofobowe moga swobodnie przenikaé przez
ww. btone komorkowsa. Przechodzenie lipidow do
wnetrza miocytow przebiega zgodnie z gradien-
tem stezen wolnych kwasow thuszczowych (WKT)
pomigdzy przedzialem zewnatrzkomorkowym
a wnetrzem komorki. Ostatnio prowadzone bada-
nia wskazuja jednakze na wspotobecnos¢ innego
mechanizmu transportu dokomoérkowego WKT.
Jest to proces dyfuzji wspomaganej, zachodzacy
przy udziale swoistych przeno$nikow biatkowych
(FAT/CD36, FABPpm, FATP 1-6), ktore z jednej
strony maja tacznos¢ ze struktura podwojnej blo-
ny lipidowej, a z drugiej strony wiaza czasteczki
wolnych dlugotancuchowych kwasow tluszczo-
wych. Chociaz doktadny mechanizm przechodze-
nia WKT w poprzek btony komoérkowej nie zostat
wyjasniony, to jednoznacznie wykazano, ze wzrost
ekspresji blonowej transporteréw w miocytach
nasila transport WKT do wnetrza komorki migs-
niowej mimo braku adekwatnych zmian stezenia
osoczowego kwasoéw tlhuszczowych. Niniejsza
praca przegladowa dotyczy udzialu biatkowych
transporteréw WKT w transporcie kwasow thusz-
czowych w mig$niach szkieletowych, zwlaszcza
podczas wysitku fizycznego.

Biatka biorace udziat w dokomdrkowym
transporcie kwaséw ttuszczowych

Dotychczas zidentyfikowano trzy rodzaje
biatkowych transporteréw wolnych kwasow thusz-
czowych: FAT/CD36 (fatty acid translocase, trans-
lokaza kwasow thuszczowych), FABPpm (plasma
membrane associated fatty acid binding protein,
plazmatyczne biatko wiazace kwasy tluszczowe),
FATP 1-6 (fatty acid transport protein, biatko
transportujace kwasy thuszczowe).

Biatkiem, ktére w najwigkszym stopniu za-
chowuje tacznos¢ z blong komorkowa, jest FATP
[1]. Jednoczesénie jest to jedyne biatko, ktore wy-
kazuje aktywnos$¢ enzymatyczng (FAS, syntetazy
acylo-CoA). FATP to rodzina szesciu rozniacych
si¢ konstytucjonalnie biatek o masie okoto 63 kDa,
zbudowanych z 311 aminokwaséw ulozonych
w trzech tancuchach przebiegajacych poprzecznie
do struktury btony lipidowej, koniec aminowy uto-

zony jest zewnatrzkomodrkowo, a koniec weglowy
skierowany jest do wnetrza komorki [2]. Kazdy
z szeSciu podtypow FATP cechuje si¢ wysokim
stopniem swoistosci co do miejsca wystgpowa-
nia. FATP 1 znajduje si¢ w przewazajacej mierze
w migéniach szkieletowych i w tkance tluszczowe;.
W watrobie zlokalizowano zaréwno FATP 5, jak
1 FATP 2 (z tym, ze FATP 2 wystepuje takze w ner-
kach). W przewodzie pokarmowym odnotowano
nasilong ekspresj¢ FATP 3. To bialko zostato zlo-
kalizowane takze w watrobie, trzustce i w plucach.
Wydaje sig, ze transporterem WKT o najszerszym
spektrum ekspresji tkankowej (sposrod wszystkich
FATP) jest FATP 4. Stwierdzono obecno$¢ FATP 4
miedzy innymi w jelicie cienkim, watrobie, moz-
gu, nerkach i w mie$niach szkieletowych. Bardziej
specyficzny tkankowo wydaje si¢ FATP 6, gdyz
jego obecno$¢ stwierdzono wylacznie w migsniu
sercowym [2—11].

Kolejnym  biatkiem biorgcym udziat
w transporcie WKT jest translokaza kwasow thusz-
czowych (FAT/CD36). Biatko to ma mase 88 kDa
i jest zakotwiczone w strukturze podwojnej bto-
ny lipidowej komorek mig$niowych za pomoca
przynajmniej dwoch domen [12]. Jest to biatko
o nieselektywnym miejscu wystgpowania w orga-
nizmie ludzkim. Stwierdzono, ze FAT/CD36 wy-
stepuje na powierzchni wielu typow komorek,
np. plytek krwi, komoérek hematopoetycznych,
makrofagow, adipocytéw, komorek s$rodblonka
naczyniowego, komoérek dendrytycznych, komo-
rek nabtonka barwnikowego siatkowki, miocytéw
oraz kardiomiocytow. Badania analizujace struk-
ture tego transportera wykazaty takze 85-proc.
homologi¢ z ludzka glikoproteing IV [13-21]. Ba-
dania przeprowadzane przy pomocy mikroskopii
konfokalnej Iub przy zastosowaniu frakcjonowa-
nia subkomoérkowego z wyodrgbnieniem poszcze-
g6lnych struktur wewnatrzkomoérkowych dowiod-
ly istnienia FAT/CD36 nie tylko w obrebie btony
komorkowej, ale takze w przedziale wewnatrzko-
moérkowym, miedzy innymi w endosomach czy
w blonach mitochondrialnych [22-27].

Kolejne biatko (FABPpm) biorace udzial
w transporcie WKT do wnetrza miocytow umiej-
scowione jest catkowicie po zewnetrznej stro-
nie bton plazmatycznych [28]. Jest to transporter
o najmniejszej masie (40 kDa) spos$rod poznanych
przenos$nikow WKT [12]. Dowiedziono, ze biatko
to wystepuje w wigkszosci tkanek czynnie meta-
bolizujacych kwasy thuszczowe [29-33]. Ponadto
udowodniono, ze identyczna sekwencja amino-
kwasow wystepuje w FABPpm i mitochondrialne;j
aminotransferazie asparaginianowej (mASspAt).
Wspomniana powyzej homologia tlumaczy we-
wnatrzmitochondrialne wystepowanie tego prze-
no$nika [34].
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Udziat biatkowych transporteréw
w transporcie kwaséw ttuszczowych

Pierwsze doniesienia opisujace transport
wspomagany WKT odnoszg si¢ do okreslenia tem-
pa nasycenia kinetyki przechodzenia kwasu palmi-
tynowego do wnetrza komorek. Stwierdzono wow-
czas, ze podczas transportu kwasu palmitynowego
dochodzi do stopniowego wysycenia tego procesu
i tempo przechodzenia przez btong komoérkowa
maleje, mimo zachowanego stale wysokiego gra-
dientu stezeniowego. Jednocze$nie stwierdzono,
ze obnizenie temperatury i/lub dodanie niespecy-
ficznych inhibitoréw biatek blonowych powodu-
je takze spadek transportu kwasu palmitynowego
do wnetrza komorek. Doswiadczenia te wykazaly
obecno$¢ przenosnikow w blonie komorkowej,
a w kolejnych badaniach poznano poszczegdlne
bialka btonowe biorace udzial w tym procesie.
Istotne okazato si¢ takze stworzenie modelu du-
zych pecherzykow sarkolemalnych (giant sarco-
lemmal vesicle), co umozliwito uzyskanie mode-
lu doswiadczalnego pozbawionego metabolizmu
WKT, a tym samym precyzyjne okreslenie ilosci
przemieszczonych WKT w poprzek btony komor-
kowej [35]. Uzyskane pecherzyki sarkolemalne
zawierajg w blonie plazmatycznej duze ilosci FAT/
/CD36 oraz FABPpm, a wewnatrz znaczne ilosci
akceptorow WKT, czyli biatek wigzacych kwasy
thuszczowe (FABPc). Pecherzyki te sa natomiast
pozbawione mitochondriow (brak metabolizmu
WKT). Badania prowadzone z zastosowaniem te-
goz modelu wykazaly, ze wraz ze wzrostem ilosci
btonowej FAT/CD36 i FABPpm w strukturze tych
pecherzykow dochodzi takze do wzrostu transportu
kwasu palmitynowego. Innymi stowy, dos§wiadcze-
nia te doprowadzily do ustalenia silnej zaleznos$ci
miedzy nasileniem ekspresji blonowej biatkowych
transporterow WKT a nastgpczym zwigkszeniem
transportu kwasu palmitynowego.

Kolejne badania wykazaty podobng za-
leznos¢ miedzy stopniem ekspresji tkankowej
FABPpm, jak i FAT/CD36 a stopniem utleniania
WKT w poszczegélnych tkankach i narzadach
[36]. Zalezno$¢ migdzy iloscig przenos$nikow
w blonie zewnatrzkomoérkowej a stopniem trans-
portu byla obserwowana takze w odniesieniu do
FATP 1 i FATP 4 [37, 38]. Najwicksza ekspresje
przeno$nikow i najwigkszy transport WKT obser-
wowano w migs$niu sercowym, a nastepnie, od-
powiednio mniejsza ekspresj¢ i transport, w mig-
$niach poprzecznie prazkowanych: czerwonych
i biatych [35, 36, 39].

Metabolizm kwasdéw ttuszczowych wewnatrz
komdrek migsniowych

Kwasy tluszczowe krazace w przedziale
naczyniowym sa potaczone z albuminami, a naj-

czesciej stanowia czasteczki skladowe triacylogli-
ceroli (TG) we frakcjach lipidowych osocza LDL,
HDL, VLDL. Krazace w naczyniach krwionos$-
nych czasteczki kwasow thuszczowych poczatko-
wo ulegaja odlaczeniu od biatek transportujacych
je w osoczu. Tylko wolne kwasy ttuszczowe bio-
ra udziat w tworzeniu gradientu stezen w poprzek
blony komorkowej. Niezwigzane WKT moga
przemiesci¢ si¢ w poprzek btony lipidowej do
wnetrza komorki na drodze transportu biernego
lub za posrednictwem przenosnikow biatkowych,
takze zgodnie z gradientem stezen.

Niezwigzane wolne kwasy thuszczowe moga
potaczy¢ si¢ bezposrednio z sarkolema komorek
migéniowych, a dokladniej z czgécig hydrofobowa
przeno$nika FATP lub alternatywnie potaczy¢ si¢
posrednio z ta samg podjednostka tego bialka, lecz
przy wspotudziale FAT/CD36 [5]. Tak potaczone
czasteczki biatkowego przenosnika i kwasu thusz-
czowego przemieszczajg si¢ do wngtrza komorki
na zasadzie mechanizmu flip-flop. Po przemiesz-
czeniu si¢ do wnetrza komorki kwasy tluszczowe
ulegaja aktywacji, czego efektem jest polaczenie
dhugotancuchowego kwasu thuszczowego z cza-
steczka acylo-koenzymu A (acylo-CoA). Powsta-
nie tego zwiazku jest katalizowane przez enzym
wewnatrzkomérkowy syntetaze acylo-CoA lub
przez sam przenosnik FATP. Uczestnictwo bial-
kowego przeno$nika WKT w powstawaniu acylo-
-CoA jest mozliwe w momencie jednoczasowego
potaczenia z nim wolnych kwasow ttuszczowych
oraz ATP (z seryng w pozycji 250) [41-43], gdyz
jak udowodniono w licznych badaniach, FATP
wykazuje jednocze$nie aktywno$¢ enzymatyczng.
Nastepnie czasteczki acylo-CoA ulegaja polacze-
niu z biatkiem cytoplazmatycznym ACBP (acylo-
-CoA Binding Protein) w stosunku 1:1 i moga by¢
kierowane na tok przemian w inne frakcje lipido-
we (estryfikacja) lub w kierunku utleniania [44].
Nalezy podkresli¢, ze po przejsciu przez blony
komoérkowe WKT laczg si¢ z FABPc lub ulegaja
opisanej wczesniej aktywacji do acylo-CoA i po-
faczeniu z ACBP. Polaczenia wewnatrzkomorko-
wych wolnych kwaséw thuszczowych z biatkami
cytoplazmatycznymi lub polaczenie z syntetaza
acylo-CoA we wnetrzu komoérki migéniowej po-
wodujg obnizenie stezenia kwasoéw ttuszczowych
tworzacych gradient dokomérkowy WKT.

Wolne, osoczowe kwasy tluszczowe moga
takze polaczy¢ si¢ z przeno$nikami FABPpm lub
FAT/CD36 obecnymi w btonie miocytow. Jezeli
dojdzie do polaczenia z czasteczkami FABPpm
peligcymi funkcje receptorowg dla kwasow ttusz-
czowych, dochodzi do bezposredniego przeniesie-
nia WKT na drodze flip-flop. Inng mozliwos$cia
jest polaczenie si¢ WKT bezposrednio z FAT/
/CD36 i sekwencja zdarzen si¢ powtarza. Opisa-
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no réwniez mechanizm ,,przekazywania WKT”
z FAT/CD36 na FABPpm. Oznacza to mozliwo$¢
interakcji miedzy poszczegdlnymi przenosnikami,
by¢ moze nawet formowania struktur wspolpra-
cujacych w transporcic WKT do wngtrza komo-
rek. Obecnos¢ takiego systemu sugerujg badania
na izolowanych kardiomiocytach, w ktorych na
poziomie btony komoérkowej wykazano fizyczne
potaczenia FAT/CD36 i FABPpm. Obecnie trwa-
ja intensywne badania majace ustali¢, czy istnieje
jeden system przezblonowego transportu wspo-
maganego WKT, w ktérym biorg udzial wszystkie
biatkowe transportery kwasow tluszczowych. Jed-
nak wiele wskazuje na to, ze kazdy z transporte-
réw WKT dziata w sposob niezalezny [45].

Podstawowe substraty energetyczne miesni
szkieletowych wykorzystywane w trakcie
wysitku fizycznego

Uzyskiwana przez komorki energia jest
wykorzystywana do podtrzymywania czynnoS$ci
zyciowych, na ktore sktadaja si¢ wielokierunko-
we reakcje enzymatyczne oraz aktywno$¢ syste-
mow transportowych wewnatrzkomorkowych,
jak i zachodzacych w poprzek blony komorkowe;.
Jednakze komorki migsniowe zuzywaja energie
(ATP, adenozynotrojfosforan) przede wszystkim
podczas aktywnosci biatek kurczliwych (aktyny
i miozyny), a doktadniej podczas zginania gtowek
miozynowych polaczonych z nitkami aktynowy-
mi, w procesie skracania si¢ sarkomeru. Niemniej
jednak ATP jest zuzywane bardzo szybko (kilka
sekund skurczu), wigc jego zasoby muszg byc
stale odnawiane. Do resyntezy ATP zuzywane sa
substraty energetyczne, najcze$ciej w postaci we-
glowodanéw oraz wolnych kwaséw ttuszczowych.
Glukoza moze podlega¢ przemianom zaréwno tle-
nowym (bardziej wydajnym energetycznie), jak
i beztlenowym (mniej wydajnym energetycznie,
ale zachodzacym przy braku odpowiednich do-
staw tlenu). Dhugotanicuchowe kwasy tluszczowe
ulegaja jedynie procesom oksydacji (w obecno$ci
znacznych ilosci tlenu), ale dostarczaja wigcej ATP
niz utlenianie glukozy. Kwasy tluszczowe sa naj-
efektywniej wykorzystywane podczas dtugotrwa-
tej pracy migsni o $redniej lub niskiej intensywno-
$ci, ponizej progu mleczanowego. W tych bowiem
warunkach zapotrzebowanie komoérek migsénio-
wych na substraty energetyczne i tlen jest w pelni
pokrywane. Podczas dlugotrwalych wysitkow fi-
zycznych o intensywnosci do 50% VO, max wyko-
rzystanie WKT wzrasta, natomiast po przekrocze-
niu tej warto$ci udziat thuszczow w pozyskiwaniu
ATP si¢ zmniejsza. Wzrost intensywnos$ci wysitku
fizycznego ponad warto$¢ progu mleczanowe-
go powoduje wzrost syntezy ATP pozyskiwane-
go z glukozy pochodzacej z hydrolizy glikogenu

wewnatrzmig$niowego (do momentu natezenia
wysitku o wartosci 100% VO, max, kiedy ATP jest
pozyskiwane wyltacznie z tego substratu). Jeszcze
raz nalezy podkresli¢, ze przyczyng takiej dyna-
miki zmian tor6w metabolicznych w syntezie ATP
jest r6zna, w zaleznos$ci od intensywno$ci wysit-
ku, dostepnos¢ tlenu do przemian metabolicznych
w obrgbie komorki mig$niowej. Ponadto zrodio
resyntezy ATP zalezy takze od rodzaju wiokien
migsniowych. Migsénie szkieletowe sktadajg si¢
bowiem z widkien migsniowych o réznej zdolno-
$ci utleniania albo glukozy (tzw. wtokna szybko
kurczace si¢ glikolityczne, biate), albo kwasow
thuszczowych (tzw. wldkna tlenowe wolno kurcza-
ce sig, czerwone) [12].

Udziat biatek transportujacych kwasy
ttuszczowe w metabolizmie lipidow w trakcie
wysitku fizycznego w miocytach

Wraz z czasem trwania wysitku fizycznego
dochodzi do wzmozonej aktywacji uktadu wspot-
czulnego. Zwickszenie uwalniania katecholamin
obserwowane podczas wysitku fizycznego jest
czynnikiem stymulujacym lipoliz¢ tkanki thusz-
czowej, co prowadzi do zwigkszenia puli kwa-
sow thuszczowych dostarczanych do krwiobie-
gu. Zwigkszone stezenie kwasdéw tluszczowych
W 0soczu jest przyczyna wzrostu gradientu stezen
WKT w poprzek btony komoérkowej miocytow.
Wzrost gradientu st¢zen w poprzek btony komor-
kowej predysponuje do nasilenia transportu kwa-
sow thuszczowych do wnetrza kurczacych si¢ mio-
cytow. Czy w takich warunkach zmiany zachodza
takze w transporcie wspomaganym? Okazuje si¢,
ze tak, a niezalezne doniesienia wskazuja, ze pod-
stawowym, o zmieniajacej si¢ ekspresji, transpor-
terem WKT w mig¢$niach poddawanych wysitkowi
fizycznemu jest FAT/CD36. Podczas wzmozo-
nej aktywnosci skurczowej dochodzi bowiem do
zwigkszenia ilosci przede wszystkim FAT/CD36
w btonie komoérkowej, wzrost ten bardzo dobrze
koreluje z nasileniem tempa transportu WKT do
wnetrza kurczacych si¢ miocytow [51-54]. Cho-
ciaz udowodniono, ze FABPpm ma zdolnos¢
przemieszczania si¢ podczas skurczow szczurzego
migénia brzuchatego tydki wywotanych stymu-
lacjg elektryczng (100 Hz, 3 sekundy, 10-20 V)
nerwu kulszowego [53]. Niemniej jednak nalezy
podkresli¢, ze nie wszystkie grupy badawcze opi-
suja mozliwo$¢ przemieszczania si¢ FABPpm do
btony komoérkowej komorek migsniowych [52].
Konkretne mechanizmy wyzwalajace przemiesz-
czenie si¢ wewnatrzkomorkowe FAT/CD36 czy
tez FABPpm ciagle pozostaja nie do konca pozna-
ne. Prawdopodobny jest udziat aktywacji kaskady
kinaz zaleznych od AMP (AMPK), ktora jest ak-
tywowana spadkiem zawarto$ci ATP i wzrostem
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AMP, zjawiska te sg nasilone podczas wysitku fi-
zycznego. Aktywacja kaskady kinaz zaleznych od
AMP (AMPK) skutkuje miedzy innymi aktywacja
biatka AS160 oraz szeregu biatek Rab, ktore na-
silajg procesy przemieszczania si¢ pgcherzykow
wewnatrz  cytoplazmatycznych zawierajacych
transportery kwasow thuszczowych do btony ko-
moérkowej. Podobnie aktywacja kinazy MAPK,
takze aktywnej podczas czynnosci skurczowej,
jest prawdopodobnie zaangazowana w transloka-
cj¢ FAT/CD36 [52, 55]. Ponadto dowiedziono, ze
farmakologiczne zwigkszenie aktywnosci kina-
zy C (PKC) w kardiomiocytach wywotuje prze-
mieszczenie FAT/CD36 z przedzialu wewnatrz-
komérkowego do btony zewnatrzkomodrkowej
miocytdw, co sugeruje udzial wapnia w catym
procesie [56].

W badaniach przeprowadzonych na szczu-
rzych migséniach szkieletowych dowiedziono tak-
ze istnienia zwigzku miedzy nasileniem i inten-
sywnos$cig wysitku fizycznego a wzrostem tempa
transportu WKT do wnetrza miocytow. W jednym
z pierwszych do$wiadczen poréwnano zarow-
no tempo transportu WKT, jak i ekspresj¢ bialek
transportujacych wolne kwasy ttuszczowe w migs-
niach stymulowanych elektrycznie do nasilonej
czynno$ci skurczowej i w mig$niach odnerwio-
nych. Udowodniono, ze w mig$niach kurczacych
si¢ doszto do wzrostu zawartosci zarowno FAT/
/CD36 (+43%), jak i FABPpm (+30%) znajdu-
jacych si¢ w blonie komoérkowej w poréwnaniu
z mig$niami odnerwionymi. Ponadto stwierdzo-
no istnienie pozytywnej korelacji wyzszej eks-
presji FAT/CD36 i FABPpm ze zwigkszeniem
si¢ transportu WKT w kurczacych si¢ mig$niach.
Interesujace byto takze stwierdzenie, ze catkowi-
ta pula miocytarnych bialkowych przenos$nikow
WKT (FAT/CD36 i FABPpm) nie ulegta zmianie
w badanych tkankach [40]. Powyzsze doniesienia
pozwolily stwierdzi¢, ze wzrost dokomorkowego
transportu WKT obserwowany podczas wysitku
fizycznego jest spowodowany zwigkszeniem si¢
puli biatkowych przenosnikéw wytacznie w struk-
turze blony komorkowej przy niezmienionej ich
catkowitej liczbie. Uzyskane w tym doswiadcze-
niu informacje pozwolity stwierdzi¢ istotny wplyw
wysitku fizycznego na nasilenie transportu kwasu
palmitynowego wspomaganego zwigkszong eks-
presja FAT/CD36 i FABPpm. Obecnie nie zostaly
wykazane podobne zalezno$ci odnosnie do wply-
wu wysitku fizycznego na ekspresj¢ innego prze-
nos$nika WKT, a mianowicie FATP [37, 38, 46].

Udziat transporteréw FAT/CD36 i FABPpm
w metabolizmie migsniowym podczas wysitku fi-
zycznego potwierdzono takze w doswiadczeniach
przeprowadzonych na migsniach szkieletowych
ludzi. Wykazano, ze podczas 3-8-tygodniowe-

go treningu, o intensywnosci migdzy 70% a 90%
VO,max i trwajacego 1-2 godziny dziennie
u ludzi dochodzi do zwigkszenia puli miocytar-
nej biatek zarowno FAT/CD36, jak i FABPpm
[47]. Wykazano takze, Zze juz po 9 dniach ¢wi-
czen trwajacych 1 godzing dziennie, o nat¢zeniu
60% VO,max dochodzi do znacznego wzrostu
utleniania WKT, ktory bardzo silnie koreluje — ze
wzrostem ekspresji btonowej FAT/CD36. Znacz-
nie mniej jest doniesien potwierdzajacych udziat
FABPpm w zwigkszaniu dostaw kwasow tlusz-
czowych do migséni podczas wysitku fizycznego
[48]. W jednym z do$wiadczen stwierdzono jedy-
nie, ze wysitek fizyczny w postaci 10 powtorzen
bardzo intensywnego biegu o wartosci 90-150%
VO,max spowodowat istotne zwigkszenie utlenia-
nia WKT z towarzyszacym zwigkszeniem ekspre-
sji FABPpm w miocytach migsni szkieletowych.
Zeby uzyskaé takie zmiany w metabolizmie, wy-
starczyto zaledwie 7 sesji ¢wiczeniowych prze-
prowadzonych w ciggu ponad 2 tygodni [49].
Innym zagadnieniem jest udziat biatkowych
transporterow WKT w procesie przechodzenia ak-
tywnych form kwasow thuszczowych (acylo-CoA)
do wnetrza mitochondriow. Jest to istotne tym bar-
dziej, ze regularny wysitek fizyczny sprzyja bio-
genezie mitochondriow, ros$nie takze aktywnos¢
enzymdw macierzy mitochondrialnej i tempo ok-
sydacji kwasow tluszczowych. Wiadomo takze, ze
ze wzgledu na bipolarno$¢ czasteczki acylo-CoA
nie moga swobodnie przechodzi¢ przez btong mi-
tochondrialng do grzebieni mitochondrialnych,
ktére sa miejscem utleniania. Istnieje wigc system
przenoszacy acylo-CoA do mitochondriow zwigza-
ny z ich estryfikacja z karnityng w reakcji katalizo-
wanej przez acylotransferaze karnitynowa (CPTI)
[57]. U szczuréw aktywnos¢ CPTI jest alloste-
rycznie hamowana przez malonylo-CoA. Podczas
czynnosci skurczowej mig$ni dochodzi do obnize-
nia stezenia malonylo-CoA, tym samym dochodzi
do zmniejszenia procesu hamowania CPTI. Wzrost
aktywnos$ci CPTI oznacza wigc nasilenie transpor-
tu acylo-CoA do wngtrza mitochondriow miocytow
i wzrost utleniania WKT [58]. Czy w procesie prze-
mieszczania si¢ czasteczek acylo-CoA przez blony
mitochondrialne biora udziat takze biatka trans-
portujace kwasy ttuszczowe? Dotychczas przepro-
wadzono niewiele badan dotyczacych poznania
alternatywnego sposobu przenikania substancji li-
pidowych do wngtrza mitochondriow. Czgs¢ bada-
czy uwaza, ze w transport WKT zaangazowane sa
réwniez biatkowe transportery kwasow tluszczo-
wych: FAT/CD36 oraz FABPpm, ktorych ekspresje
stwierdzono w izolowanych mitochondriach mig$ni
szkieletowych [59-61]. Udowodniono takze istotng
korelacje (r=0,63) migdzy mitochondrialng ekspre-
sja FAT/CD36 a nasileniem tempa utleniania kwa-
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su palmitynowego. To doswiadczenie zostato prze-
prowadzone na wyizolowanych mitochondriach
mies$ni szkieletowych uprzednio stymulowanych
elektrycznie do skurczu [26]. Zaobserwowano row-
niez tendencj¢ do wzrostu ilosci mitochondrialnego
FAT/CD36 wraz z czasem trwania wysitku fizycz-
nego. Udziat FAT/CD36 w transporcie WKT do
mitochondriéw potwierdzajg takze badania stwier-
dzajace, ze po zastosowaniu (SSO) specyficznego
inhibitora FAT/CD36 dochodzi do zmniejszenia
transportu zwigzkow thuszczowych do wnetrza
mitochondriow [23]. Wzrost ekspresji mitochon-
drialnego FAT/CD36 podczas wysitku fizycznego
byt obserwowany réwniez w migéniach szkiele-
towych ludzi. Po dwugodzinnym wysitku (jazda
na rowerze o intensywnosci 60% VO,max) wraz
ze wzrostem procesu oksydacji WKT zauwazono
wzrost ekspresji mitochondrialnego FAT/CD36
[26]. Natomiast badania poswigcone FABPpm nie
wykazaly zmian ekspresji mitochondrialnej tego
bialka. Do$wiadczenia polegajace na 30-minuto-
wej stymulacji elektrycznej migénia poprzecznie
prazkowanego, jak i 2-godzinnej jezdzie rowerem
o intensywnosci 60% VO,max nie wykazaly istot-
nego statystycznie wzrostu puli mitochondrialne-
go FABPpm [62]. Nalezy jednakze pamigtaé, ze
podczas analizy struktury FABPpm dowiedziono,
iz wykazuje ono homologie z mAspAT [63], co
utrudnia interpretacje tychze doniesien. Prawdopo-

Pismiennictwo:

dobnie na poziomie bton komoérkowych FABPpm
uczestniczy w transporcie WKT do wnetrza miocy-
tow, ale na poziomie mitochondrialnym FABPpm
jest wlaczane w transport NADH przez mitochon-
drialne btony [62], a nie uczestniczy w transporcie
przez btony mitochondrialne.

Podsumowujac  powyzsze doniesienia,
mozna stwierdzi¢, ze podstawowym transporterem
WKT wydaje si¢ by¢ FAT/CD36. Ekspresja btono-
wa tego biatka jest $ci$le zwigzana z transportem
dokomorkowym WKT, co podczas wysitku fizycz-
nego zapewnia odpowiednio zwickszone dostawy
WKT do kurczacych si¢ miocytéw. Interesujace
wydaja si¢ takze doniesienia o udziale FAT/CD36
w procesie przechodzenia acylo-CoA do wnetrza
mitochondriéw, co ma szczegoélne znaczenie pod-
czas wysitku fizycznego w trakcie nasilonych pro-
cesow oksydacji WKT. Niestety, rola pozostatych
biatkowych transporterow kwasow tluszczowych
(FABPpm i FATP) pozostaje stabo poznana.
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FoxO — BIALKA TRANSKRYPCYJNE

0 SZEROKICH MOZLIWOSCIACH METABOLICZNYCH.

BUDOWA, REGULACJA, METABOLIZM

FOXO — TRANSCRIPTION PROTEIN WITH BROAD METABOLIC
CAPABILITIES. STRUCTURE, REGULATION, METABOLISM

Streszczenie

W artykule opisano budowe, mechanizmy
regulacji aktywnosci oraz funkcje metabolicz-
ne FoxO. FoxO nalezy do rodziny bialkowych
czynnikéw transkrypcyjnych o ztozonej budowie
i rozbudowanych funkcjach. FoxO uczestnicza bez-
posrednio lub posrednio w wielu szlakach metabo-
licznych, m.in. w metabolizmie glukozy, regulacji
stresu oksydacyjnego, cyklu komérkowym, ro6zni-
cowaniu komorkowym, procesach nowotworzenia,
apoptozie komoérki. FoxO petnig swojg funkcje
poprzez modulowanie ekspresji genoéw zaanga-
zowanych w wyzej wymienione procesy. Sposrod
modyfikacji, jakim ulega FoxO, nalezy wymienic:
interakcje typu biatko-biatko, modyfikacje potrans-
lacyjne (tym fosforylacjg, acetylacje) oraz mody-
fikacje z udzialem ubikwityny. W prezentowane;j
pracy postaramy si¢ okresli¢ wspotzalezno$¢ bu-
dowy FoxO, jego funkcji oraz wptywu modyfikacji
potranslacyjnych na kierunek transkrypcji FoxO.

Slowa kluczowe: FoxO, DAF-16, FKHR,
FKHRLI1, AFX, AKT/PKB, PGC-1a

Abstract

In this paper structure and mechanisms
of activity regulation and metabolic function of
FoxO has been described. FoxO protein belongs
to a family of transcription factors with a com-
plex structure and a very extensive features. FoxO
participate directly or indirectly in many meta-
bolic pathways for eg.: in glucose metabolism,
regulation of oxidative stress, cell cycle, cell dif-
ferentiation, the process of carcinogenesis, to the
apoptosis. FoxO play its role by modulating the
expression of genes involved in these processes.
Among the modifications undergone by the FoxO
include: protein-protein interaction, posttransla-
tional modifications (including phosphorylation,
acetylation), and modifications involving ubiqui-
tin. In this work we will try to determine the cor-
relation between FoxO structure, its function and
the impact of post-translational modifications on
the direction of FoxO transcription.

Key words: FoxO, DAF-16, FKHR,
FKHRLI1, AFX, AKT/PKB, PGC-1a

Fox0 - charakterystyka ogdlna

FoxO sg rodzing biatkowych czynnikow
transkrypcyjnych. Pierwsze informacje na temat
FoxO uzyskano na podstawie badan genomu musz-
ki Drosophila melanogaster oraz nicienia z rodza-
ju Caenorhabditis elegans. Juz wstepne badania
pozwolity wyodrebni¢ ponad 100 strukturalnie
podobnych do siebie czynnikow transkrypcyjnych
nalezacych do tej rodziny biatek [1-4].

Jednym z pierwszych dobrze poznanych
i opisanych homologéw ludzkiego FoxO byto bial-
ko DAF-16 wyodrebnione z organizmu Caenor-

habditis elegans [4]. Biatko to ma wptyw na wiele
funkcji zyciowych nicienia, ale dziataniem dobrze
opisanym i fascynujacym jest udzial DAF-16
w regulacji dlugosci zycia nicienia. Ustalono, ze
w warunkach stresu srodowiskowego zwigzanego
z niedoborem pozywienia nicien wchodzi w faze
przetrwalnikowg (dauer), w ktorej moze przetrwac
dhuzej, niz wynosi normalny cykl zyciowy tego
bezkregowca. Za wprowadzenie nicienia w faze
przetrwalnikowa odpowiedzialne jest DAF-16,
ktére poprzez regulacje aktywnosci receptora dla
insuliny oraz IGF-1 wymusza wejscie C. elegans
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w faze dauer [4]. Stwierdzono wysoki stopien ho-
mologii migdzy miedzygatunkowymi homologami
FoxO [5]. U ssakow zidentyfikowano wiele biatek
nalezacych do rodziny FoxO: FoxOl (FKHR),
FoxO3 (FKHRL1), FoxO4 (AFX) oraz FoxO6
[2, 3, 6-8]. Pokrewienstwo jest szczegdlnie duze
w obszarze domen wigzacych DNA [5]. Podobien-
stwa obejmuja takze dzialanie metaboliczne —usta-
lono, ze FoxO1 (ludzki homolog DAF-16) jest po-
dobnie jak DAF-16 wrazliwy na st¢zenie insuliny
oraz IGF-1 w krazeniu [9].

FoxO0 - struktura

Wszystkie biatka FoxO charakteryzuja si¢
podobnym schematem strukturalnym. FoxO1 oraz
FoxO3 charakteryzuja si¢ podobna dtugoscia tan-
cucha biatkowego, zawierajacego okoto 650 reszt
aminokwasowych. FoxO4 jest nieco krotszy i za-
wiera okoto 500 reszt aminokwasowych [9]. Cza-
steczka biatka sktada si¢ z czterech domen: czyn-
nika DBD o wysokiej konserwatywnosci, domeny
lokalizacji jadrowej (NLS), sekwencji eksportu do
jadra komorkowego (NES) oraz domeny C-termi-
nalnej (TA) [4, 9].

Analiza sekwencji poszczeg6lnych do-
men FoxO wykazata duzg konserwatywnos¢ ich
struktury. Najbardziej niezmiennym odcinkiem
fancucha FoxO jest N-terminalny region obejmu-
jacy pierwszg kinazg biatkowg B (PKB), strukture
DBD, region obejmujacy NLS oraz czg$¢ trans-
aktywacyjnej domeny C-terminalnej TA [9]. Co
ciekawe, poza sekwencjami o wysokiej konser-
watywnosci strukturalnej, niektore obszary FoxO
charakteryzuja si¢ znaczng roznorodno$cia pod
wzgledem struktury, ekspresji oraz funkcji [4].

Wigkszos¢ doniesien charakteryzujacych
strukture FoxO obejmuje opis dobrze poznane-
go FoxO3a, ktory jest biatkiem specyficznym dla
watroby — warunkujacym m.in. réznicowanie si¢
hepatocytow. Na podstawie badan FoxO3a okre-

Rycina 1. Struktura.
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AKT/BKB

Slono charakter tzw. helisy skrzydtowej obecnej
w sekwencji wszystkich bialek FoxO. Ten element
to struktura obejmujaca okoto 110 aminokwaséw
tworzacych trzy a-helisy (H1, H2, H3), trzy B-har-
monijki (S1, S2, S3) oraz dwie skrzydtopodobne
struktury (W1, W2). Wszystkie elementy utozone
sa w specyficznej sekwencji: H1-S1-H2-H3-S2-
-W1-S3-W2 [2, 4, 7-9]. P6zniejsze badania wyka-
zaly obecnos$¢ drobnych réznic w uktadzie struktu-
ry drugorzedowej biatek. Modyfikacje te dotycza
glownie C-terminalnego konca struktury [4, 9].

Mechanizm rozpoznawania DNA
przez biatka Fox0

Mimo ze mechanizmy rozpoznawania
sekwencji DNA przez FoxO nie zostaty do konca
poznane, wigkszo$¢ czynnikow FoxO wykazuje
podobng specyficzno$¢ rozpoznawcza w kierun-
ku sekwencji DNA. Najczesciej jest to odcinek
5’-(A/C)AA(C/T)A-3’ [9]. W zaleznosci od klasy
FoxO rozpoznajg rowniez sekwencje przylegte do
sekwencji gtéwnej [7, 9]. FoxO rozpoznaja si¢ i 13-
cza w obrebie sekwencji 5’-GTAAACAA-3’, ktora
okreslana jest jako ,,DAF-16 sekwencja wiazaca”.
Sekwencja ta obejmuje sekwencj¢ glowng 5°-(A/
/C)AA(C/T)A-3’ rozpoznawalng dla wszystkich
cztonkdéw rodziny czynnikéw transkrypcyjnych.
FoxO rozpoznaja réwniez sekwencje insulinowraz-
liwe obejmujace odcinek 5°(C/A)(A/C)AAA(C/
/T)AA-3’[2, 9]. Sekwencja insulinowrazliwa rézni
si¢ od DAF-16. Roznica ta polega przede wszyst-
kim na powinowactwie — FoxO potrafiag wigza¢ si¢
z DNA obiema sekwencjami, tymczasem DAF-
-16 wykazuje silniejsze powinowactwo do specy-
ficznych dla niego sekwencji DNA [9]. Przepro-
wadzone badania wykazaly istnienie wysokiego
stopnia homologii w strukturze domen wigzacych
w obrebie rodziny bialek FoxO. Najbardziej kon-
serwatywny region H3 DBD biatka FoxO, ktory
jednoczesnie stanowi element wiazacy z DNA,
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jest najbardziej reaktywnym elementem struktury
FoxO. Natomiast regiony bardziej labilne, takie jak
N-terminalne sekwencje helisy H1, region pomig-
dzy H2 i H3, skrzydlo W1 i sekwencja C-terminal-
na, stanowig obszary regulatorowe, umozliwiajace
rozpoznanie, dopasowanie si¢ oraz wytworzenie
kompleksu DBD-DNA[1, 9].

Modyfikacje potranslacyjne Fox0

W zwiazku z szerokim spektrum procesow
regulowanych przez FoxO kluczowym zagadnie-
niem jest poznanie mechanizmow kontroli aktyw-
nosci tego biatka. Jak ustalono, sg nimi interakcje
typu biatko-biatko, modyfikacje potranslacyjne
(w tym fosforylacja, acetylacja) oraz modyfikacje
z udzialem ubikwityny [4, 7-9]. Doktadne mecha-
nizmy wplywu powyzszych czynnikow na funkcje
FoxO nie sg do konca poznane, jednak w wielu
przypadkach wptywaja na zdolno$¢ wigzania biat-
ka z DNA. Modyfikacje potranslacyjne najczesciej
zachodza w miejscach sekwencji najbardziej kon-
serwatywnych [9].

Fosforylacja Fox0 przy udziale kinaz
hiatkowych

Kinazy biatkowe (PKB) majg zdolno$¢ re-
gulowania aktywnosci czynnikow transkrypcyj-
nych [7]. Za aktywacje FoxO3a odpowiadaja kina-
za biatkowa PKB (Protein kinase B) oraz kinaza
SGK (Serumand glucocorticoid-regulated kinase).
Aktywacja obu jest zalezna od aktywnosci kina-
zy 3 (PI3K) [3].

Pierwsze informacje o wplywie kinazy bial-
kowej na aktywno$¢ FoxO (prowadzone na C. ele-

gans) pozwolity sformutowa¢ stwierdzenie, ze fo-
sforylacja ogranicza aktywnos¢ DAF-16 (homolog
FoxO) [3, 7]. Nieufosforylowane FoxO s3 zlokali-
zowane w jadrze komoérkowym i reguluja proces
transkrypcji kontrolowanych przez siebie genow.
Aktywacja kinazy PKB i fosforylacja FoxO przy-
czyniaja si¢ do inaktywacji tego czynnika trans-
krypcyjnego i przemieszczenia go z jadra do cyto-
plazmy [7, 9]. Kinaza PKB moze ulec aktywacji
np. pod wplywem czynnikéw wzrostu [7, 10].

Fosforylacja FoxO za pomoca kinazy bial-
kowej insulino-fosfatydyloinozytolowej AKT/
/PKB przebiega nieco inaczej [9]. Aktywacja Sciez-
ki sygnalizacyjnej kinazy 3 AKT/PKB powoduje
fosforylacje biatek FoxO, ich wigzanie ze specy-
ficznym biatkiem 14-3-3 oraz usunigcie komplek-
su do cytoplazmy [3, 7, 9].

Fosforylacja FoxO z udziatem kinaz bial-
kowych jest $cisle zwigzana z biatkiem 14-3-3 [7—
—9]. Bialko 14-3-3 posiada dwa miejsca wigzania
z DNA. Pierwsze miejsce wigzace zlokalizowane
jest na N-terminalnym koncu czasteczki. Drugi
motyw wrazliwy na inhibicje jest zlokalizowany
na C-terminalnym koncu domeny wiazacej za po-
mocg biatek 14-3-3. Oba miejsca wiazace powstaja
w procesie fosforylacji biatka przy udziale kinazy
AKT/PKB. W tym regionie biatko 14-3-3 hamuje
wigzanie FoxO-DNA na dwa sposoby: po pierwsze
poprzez maskowanie regiondéw wigzacych FoxO,
po drugie poprzez zmian¢ konformacji gltéwnej
domeny wiazacej [9]. Taka inhibicj¢, zalezng od
biatek 14-3-3, zaobserwowano dla DAF-16 u bez-
kregowcow oraz dla FoxO4 w organizmach wyz-
szych [1]. Wytworzenie obu motywow 14-3-3 jest

Rycina 2. Aktywacja. Pod wptywem dziatania stresu oksydacyjnego ulegajg uaktywnieniu czynniki koordynujgce
relokalizacje FoxO w jgdrze komérkowym: INK, MST1, SIRT, B-kateniny. Pod wptywem tych czynnikéw dochodzi od-
powiednio do fosforylacji i acetylacji FoxO, czego konsekwencjg jest zmiana lokalizacji FoxO w jadrze komoérkowym.

Jest to pozytywna regulacja aktywnosci FoxO.

CYTOPLAZMA

naprawa DNA

zatrzymanie cyklu komérkowego

obrona przed reakcjami stresu oksydacyjnego
apoptoza
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niezbedne dla prawidlowego wigzania si¢ FoxO
z biatkami jadrowymi. [7, 9]. Jednak to nie jedyny
wplyw biatek 14-3-3 na czynnik FoxO. Kompleks
FoxO-biatko 14-3-3 jest usuwany z jadra do cyto-
plazmy [3, 7, 9]. Ufosforylowany FoxO taczy si¢
z biatkiem 14-3-3 jeszcze w jadrze komdérkowym
przed przeniesieniem do cytoplazmy [4,7,9].
W cytoplazmie kompleks FoxO-biatko14-3-3 po-
zostaje nierozerwalny, co zapobiega importowi
ufosforylowanego FoxO z powrotem do jadra [3,
7, 9]. Doktadny mechanizm tego procesu nie zostat
do konca poznany, jednak wykazano, iz biatka 14-
-3-3 wigzg si¢ z ufosforylowanym FoxO w jadrze.
Powstanie tego kompleksu moze rowniez powodo-
wa¢ zmiany konformacyjne FoxO, prowadzac do
zmian w obrgbie regionu NES [4, 9].

W rodzinie bialek FoxO zidentyfikowa-
no charakterystyczng dwudzielng strukture NLS.
Struktura ta zawiera dwa monodimery okreslane
razem jako NLS. Obydwa monodimery sklada-
ja si¢ z domen aminokwasowych oddzielonych
sekwencja separatorowa [6, 9]. NLS w calosci
obejmuje 12 reszt argininowych i lizynowych roz-
mieszczonych po obu stronach drugiego motywu
wigzacego AKT/14-3-3 na C-terminalnym koncu
czasteczki [9].

Na aktywno$¢ FoxO wplywa takze kina-
za 1 GMP-zalezna (cGK1), regulujaca aktywno$¢
FoxO1 w komdrkach migéniowych. FoxO1 bezpo-

$rednio aktywuje transkrypcje cGK1, ktora nastep-
nie fosforyluje sekwencj¢ seryn w FoxOl [2, 9].
Fosforylacja z udzialem cGK1 powoduje réwniez
zmiang lokalizacji FoxO1 — przemieszczenie z ja-
dra do cytoplazmy. Fosforylacja za pomoca cGK1
wydaje si¢ specyficzna dla FoxO1 [1, 9].

Innym enzymem wplywajacym na aktyw-
no$¢ FoxO jest kinaza MST1 (oxidative stress-re-
gulated mammalian Ste-20 likekinase-1). Kinaza
MST1 fosforyluje FoxO1 i FoxO3 w wysoko kon-
serwatywnym regionie seryn helisy H3(Ser212,
Ser218, Ser234 oraz Ser235) [4]. W efekcie naste-
puje rozerwanie kompleksu (cytoplazmatycznego)
FoxO-biatko 14-3-3, co prowadzi do $mierci ko-
morki [4, 9].

Enzymem fosforylujacym FoxO jest row-
niez cyklinozalezna kinaza-2 CDK 2. Badania wy-
kazaly, ze ta modyfikacja jest charakterystyczna
dla FoxO1 [9].

Acetylacja Fox0

Oproécz fosforylacji kontrola funkcji biatka
FoxO jest regulowana przez inne rodzaje modyfi-
kacji potranslacyjnych — acetylacje, ubikwityniza-
cje [9]-

Acetylacja FoxO ma wptyw przede wszyst-
kim na przemieszczanie FoxO do jadra komorko-
wego. Modyfikacja tego typu moze by¢ prowa-
dzona przez acetylotransferazg¢ histonowa (HAT),

Rycina 3. Regulacja. Czynniki wzrostu, takie jak IGF1 lub cytokiny, prowadza do aktywacji Akt oraz CDK2 (cyklinoza-
lezna kinaza 2) poprzez sciezki Ras i PI3K. Powoduje to hiperfosforylacje FoxO. Fosforylacja z udziatem Akt powoduje
maskowanie regionu NLS, co pozwala na potgczenie sie FoxO z biatkiem 14-3-3 i eksport kompleksu FoxO-14-3-3

z jgdra do cytoplazmy z udziatem receptora CRM1 oraz biatka Ran. Kompleks FoxO-14-3-3 w cytoplazmie pod wpty-
wem ligazy ubikwitynowej SCF ulega ubikwitynizacji, czego konsekwencja jest degradacja FoxO. Kinaza MST1 ma
wptyw na degradacje FoxO w cytoplazmie poprzez proces rozerwania kompleksu FoxO-14-3-3 i hiperfosforylacje
FoxO. Jest to negatywna regulacja aktywnosci FoxO. W przypadku, gdy zostanie ograniczone dziatanie czynnikow
wzrostu lub cytokin, kompleks FoxO-14-3-3 zostaje importowany z cytoplazmy do jgdra komérkowego, gdzie podlega
dziataniu czynnikéw aktywujgcych i relokalizacji w zaleznosci od przeznaczenia. Enzym UPS7 hamuje ubikwitynizacje
FoxO, chronigc biatko przed degradacjg. Jednak wigzanie FoxO z UPS7 powoduje inaktywacje FoxO.
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Rycina 4. Hamowanie. Aktywnos¢ FoxO i czynnikow wzrostu jest
skorelowana na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego. FoxO
wptywa na ekspresje genéw kodujacych czynniki wzrostu. Natomiast
aktywnos$¢ FoxO jest hamowana pod wptywem czynnikéw wzrostu.

CYTOPLAZMA

katalizujagcg m.in. acetylacje biatka p300 stanowiag-
cego wazny element procesu miogenezy [3, 4, 9].
Acetylacja FoxO moze modyfikowaé aktywnosé¢
tego czynnika na dwa przeciwstawne sposoby.
Z jednej strony acetylacja wplywa na zahamo-
wanie aktywacji FoxO, ograniczajac jego funkcje
transkrypcyjne, jednak sa takze doniesienia, kto-
re pokazuja aktywacje¢ zacetylowanego FoxO [9].
Glownym powodem, dla ktérego wydzielono dwa
przeciwstawne skutki acetylacji FoxO, jest to, ze
do tej pory nie odréznia si¢ skutkow acetylacji
FoxO od skutkéw acetylacji histonow [4, 9]. Sam
mechanizm acetylacji FoxO jest bardzo zlozony
i nie zostat do konca poznany. Najprawdopodob-
niej interakcja FoxO wymaga obecnosci biatka
14-3-3, ktére powoduje wytworzenie specyficz-
nego kompleksu FoxO-deacetylazy histonowe
(sirtuiny-Sirt 1) [9]. Dopiero powstanie takiego
kompleksu skutkuje aktywacjag FoxO. W struktu-
rze FoxO mozna wyrdznié¢ wiele miejsc acetylacji.
Na skrzydle W2 zorganizowane sg trzy takie miej-
sca. Sekwencje acetylowane znajduja si¢ rowniez
na C-terminalnym koncu domeny transkrypcyjne;j
i obejmuja sekwencje lizyn. Na podstawie tego,
ze C-terminalna czg¢$¢ domeny transkrypcyjnej
jest odpowiedzialna za rozpoznawanie i wigzanie
DNA oraz stabilizacj¢ kompleksu FoxO-DNA,
acetylacja tej czeSci moze doprowadzié¢ do ograni-
czenia zdolnosci wigzania si¢ FoxO z DNA [6, 9].
Na podstawie tego, iz C-terminalna czgs¢ FoxO
pokrywa si¢ z sekwencja odpowiedzialng za loka-
lizacj¢ FoxO w jadrze komoérkowym, funkcje tej
domeny moga by¢ réwniez modyfikowane przez
acetylacje [9].

Ubikwitynizacja Fox0
Ubikwitynizacja to modyfikacja polegaja-
ca na przylaczeniu ubikwityny do biatka, ktére na-

stepnie ulega degradacji. Wyrdzniamy
dwa warianty ubikwitynizacji FoxO:
pierwszy, tzw. poliubikwitynizacja,
przy udziale kinazy S2 (SKP2, S-pha-
se kinase-associated protein 2) oraz
drugi — monoubikwitynizacja [8, 9].
Nadekspresja SKP2 powoduje znaczny
spadek aktywnosci FoxO1 spowodo-
wany proteosomalna degradacja tego
biatka [8]. Jednakze biatko FoxOl
nie pozostaje bez wplywu na aktyw-
nos¢ SKP2. Ufosforylowany FoxOl
jest niezbedny do dziatania SKP2 [8].
Udowodniono, ze fosforylacja FoxO
z udziatlem kinaz AKT/PKB ma zna-
czenie réwniez w procesach poliubi-
kwitynizacji FoxO i jego proteosomal-
nej degradacji [8, 9]. Mechanizmy tych
procesOw nie sg w petni poznane [9].
Monoubikwitynizacja jest najprawdopodobniej
indukowana przez stres oksydacyjny. Zachodzi
w tym samym regionie C-terminalnym czastecz-
ki co acetylacja [9]. Skutkiem tej modyfikacji
potranslacyjnej jest zmiana potozenia FoxO w ko-
morce oraz poprawa aktywnosci danego czynnika
transkrypcyjnego [9]. Ubikwitynizacji FoxO prze-
ciwdziata enzym USP7. Ma on zdolno$¢ wigzania
si¢ z biatkiem FoxO, przez co hamuje jego aktyw-
no$¢ i powoduje deubikwitynizacje biatka [9].

FoxO0 - funkcja

FoxO petnig swoja funkcj¢ poprzez mo-
dulowanie ekspresji genéw odpowiedzialnych za
przebieg wielu proceséw zyciowych, m.in.: koor-
dynacje¢ cyklu komoérkowego, kontrolg procesow
metabolicznych, naprawe uszkodzen DNA, reak-
cj¢ na stres oksydacyjny, przemiany glukozy [1-3,
6—7]. FoxO odgrywaja swoja role poprzez modu-
lowanie ekspresji genéw zaangazowanych w wy-
zej wymienione procesy [1, 2, 4, 6].

Fox0 a metabolizm komérkowy

FoxO uczestnicza bezposrednio lub posred-
nio w wielu szlakach metabolicznych. Watroba,
trzustka, 0§ podwzgorze-przysadka oraz tkanka
thuszczowa to najwazniejsze miejsca, gdzie regulo-
wane sg krgzace metabolity oraz hormony. Wyka-
zano, ze FoxO powoduja wzrost stezenia glukozy
w wyzej wymienionych tkankach. W badaniach
na modelu zwierzgcym wykazano istotny wptyw
FoxO1 na przebieg glikolizy i glukoneogenezy
w hepatocytach myszy [2]. Zablokowanie aktywa-
c¢ji FoxO1 w komorkach watroby powoduje spadek
stezenia glukozy u nowo narodzonych i dorostych
myszy [11]. U zwierzat z wyindukowang cukrzy-
cg stwierdzono hiperfosforylacje FoxO3a [2]. Po-
nadto hamowanie aktywnosci tego czynnika moze
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by¢ indukowane przez czynnik neurotroficzny
komorek glejowych, ktéry chroni komoérki przed
hiperglikemia [2]. Najnowsze badania wskazu-
ja na kluczowa rolg czynnikow transkrypcyjnych
FoxO1 oraz koaktywatora 1o receptora aktywowa-
nego przez proliferatory peroksysomow (PGC-1a)
w procesie regulacji ogélnoustrojowych przemian
energetycznych [12]. W zaleznosci od typu komor-
ki, FoxO moga wplywaé w rozny sposéb na zacho-
wanie rezerwy energetycznej. Nadekspresja FoxO1
w miocytach myszy moze prowadzi¢ do obnizenia
glikemii oraz redukcji masy migSniowe;j [2].
Badania na myszach nokautowanych
FoxO1 +/- udowodnity, ze nokaut chroni zwierz¢ta
przed cukrzyca indukowang dietg. U myszy, ktore
zostaly poddane diecie o obnizonej kalorycznosci,
zaobserwowano nadprodukcje FoxOl, FoxO3a
i FoxO4 [2]. Chociaz zwierzeta te staja si¢ otyle,
to ich komorki thuszczowe nie wykazujg hipertrofii
1 majg obnizone st¢zenie adipokin, czynnika mar-
twicy guza alfa (TNFa) oraz rezystyny (czynni-
kéw odpowiedzialnych za rozwdj insulinooporno-
sci). Te obserwacje daja si¢ po czesci wytlumaczy¢
zdolnoscia FoxO1 do ekspresji genu biatka p21
(inhibitora cyklu komoérkowego preadipocytow),
a tym samym — uniemozliwiania klonalnego roz-
woju i dalszego réznicowania si¢ adipocytow [13].
Aktywno$¢ FoxOl i PGC-la w watrobie
jest regulowana przez insuline. Insulina inaktywuje
FoxOl, przez co przyczynia si¢ do represji genow
kontrolowanych przez ten czynnik transkrypcyjny.
Zjawisko to odnotowano nie tylko w hepatocytach,
ale rowniez w nefronach [14]. Do biatek, ktorych
produkcja zalezy od FoxOl1, nalezag m.in. enzymy
regulatorowe glukoneogenezy: glukozo-6-fosfa-
taza (G-6-fosfataza) i karboksykinaza fosfoenolo-
pirogronianowa (PEPCK) [15]. Spadek st¢zenia in-
suliny aktywuje (deacetyluje) FoxO1 bezposrednio
oraz posrednio, przez aktywacje NAD-zaleznych
deacetylaz — sirtuin (Sirt 1). Inaktywacja FoxOl
hamuje z kolei aktywacje PGC-1a. Transkrypcja
GC-1a jest rowniez hamowana bezposrednio przez
insuling [11, 12, 14]. Do$wiadczenia na myszach
wykazaly z kolei zahamowanie syntezy FoxOl
(spowodowane delecja genu kodujacego to biatko)
i jednoczesnie zapobieganie cukrzycy w hepatocy-
tach pozbawionych receptorow insulinowych [11].
Kolejny efekt obecnosci FoxO1 w komor-
kach watroby to ich wplyw na wzrost stezenia biat-
ka wiazacego insulinopodobny czynnik wzrostu 1
(IGFBP1). U glodzonych myszy utrata FoxOl
skutkowala spadkiem ekspresji IGFBP1 [12].
Najnowsze doniesienia wskazujg na FoxO1
jako na czynnik transkrypcyjny dla apolipoprote-
iny C III (apo C III), ktéra odgrywa rolg¢ wazne-
go regulatora aktywnosci lipazy lipoproteinowe;.
Apo C III hamuje usuwanie triglicerydow, a wigc

zwigkszona ekspresja apo C III moze przyczynia¢
si¢ do hipertriglicerydemii w stanach insulinoopor-
nosci [12].

W hodowli komorek B trzustki nawet nie-
wielka ekspresja jadrowej formy FoxO1 skutkuje
znacznym ostabieniem metabolizmu: zahamo-
waniem glikolizy, spadkiem wydzielania insuliny
i wzrostem utleniania wolnych kwaséw thuszczo-
wych [16]. Ekspresja FoxO1 w komorkach B my-
szy transgenicznych zapobiega kompensacyjnej
proliferacji komorek B, co ma miejsce w przypad-
ku insulinoopornos$ci [17]. W przeciwienstwie do
doswiadczen przeprowadzonych in vitro ekspresja
FoxOl in vivo nie powoduje spadku stezenia kra-
zacej insuliny [16, 17]. Fakt ten sugeruje, ze FoxO
moga zwickszaé stezenie krazacej glukozy na dwa
sposoby: hamujac wydzielanie insuliny lub powo-
dujac zmniejszenie podziatlow komoérek [ trzustki.
Zatem czynniki FoxO dzialaja w ,,porozumieniu”
— zwigkszaja stezenie glukozy, regulujac glukoneo-
geneze i glikolize w hepatocytach, oraz powoduja
spadek produkc;ji insuliny przez trzustke [17].

Podwzgorze reguluje pobdér pokarmu
i homeostazg energetyczng poprzez zlokalizowane
w nim os$rodki sytosci i glodu. Czynniki FoxO kon-
trolujg homeostaze¢ metabolitow poprzez regulacje
produkcji neuropeptydu w neuronach podwzgoérza.
Badania prowadzone niezaleznie w dwodch o$rod-
kach naukowych potwierdzily obecnos¢ FoxOl
w jadrze polksiezycowatym podwzgorza. FoxOl
indukuje ekspresje gendéw pobudzajacych apetyt:
neuropeptydu Y (NPY) oraz agouti-related prote-
in (AGRP) [15]. Jednoczes$nie FoxO1 ma funkcje
supresorow dla neuropeptydéw znoszacych tak-
nienie, np. dla proopiomelanokortyny (POMC).
Mechanizm polega na hamowaniu indukcji genu
pomc przez czynnik transkrypcyjny Stat3. Insulina
i leptyna (hormony sytosci) zmniejszaja ekspresje
FoxO1 w neuronach podwzgoérza [11].

FoxO a stres oksydacyjny, apoptoza
i dlugowiecznos$é

Apoptoza z udzialem FoxO moze zacho-
dzi¢ na dwa rozne sposoby, zalezy to od rodzaju
komorki [8, 13]. Jedna z mozliwosci to droga Fas-
-zalezna, w ktorej uczestniczy FADD (Fas-As-
sociated protein with Death Domain) — bialko
laczace, poprzez tzw. domeng S$mierci, receptor
Fas i inne receptory: DR4/5 oraz TRADD (TNF
receptor type l-associated death domain protein),
z kaspaza 8. FoxO indukuje ekspresje gendéw dla
ligandéw receptoréw Fas (FasL), DR4/5 (TRAIL,
TNF-related apoptosis-inducing ligand) i TRADD.
Zaktywowane receptory inicjuja reakcje z udzia-
fem kaspaz: 8 i 3, co w konsekwencji prowadzi do
$mierci komorki [17]. Tak dzieje si¢ w komorkach
hematopoetycznych, np. komoérkach T Jurkata,
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czyli unie$miertelnionych limfocytach typu T [7],
a takze w komorkach nerwowych [7], np. komor-
kach glejaka (308/93). Drugi szlak (Fas-niezalez-
ny) prowadzacy do apoptozy zachodzi z udziatem
biatka Bim, dla ktorego FoxO jest czynnikiem
transkrypcyjnym. Ekspresja Bim prowadzi do dez-
integracji blony mitochondrialnej, w wyniku czego
do cytoplazmy dostaje si¢ cytochrom c i zapoczat-
kowuje reakcje z udziatem kaspaz i utworzeniem
apoptosomu, co W ostatecznosci prowadzi do
$mierci komorki [3].

FoxO oprécz podwyzszania stezenia biatek
proapoptotycznych powoduja zahamowanie syn-
tezy biatek, ktorych celem jest niedopuszczenie
do $mierci komorki. Poprzez indukcje represoro-
wego biatka Bcl-6 nie dochodzi do wzrostu ste-
zenia zapobiegajacego apoptozie biatka Bel-XL
[8, 13]. Dowodem na to jest wynik do§wiadczenia
na mysich makrofagach pozbawionych Bcl-XL,
w ktorym zaobserwowano apoptoz¢ pozniej niz
w komorkach kontrolnych [5].

Nadekspresja FoxO powoduje wzrost pro-
dukcji biatka p27 kipl (inhibitora cyklu komor-
kowego), a tym samym zatrzymanie proliferacji.
Udowodniono, ze FoxO1, FoxO3a i FoxO4 (po-
przez ekspresj¢ genu biatka p27 kipl) blokuja
przejscie komorek ludzkich w fazg G1 [5, 8, 18].
Badania wykazaty takze wzrost st¢zenia innych
biatek — produktow gendow regulowanych przez
FoxO, czego konsekwencja jest przejscie komor-
ki w stan spoczynku. Nalezy do nich m.in. biatko
Rb-podobne (pRb-like protein) oraz biatko p130
[7]. FoxO3a uniemozliwia przejscie z fazy G2 do
M w wyniku indukcji cykliny G2 oraz biatka Gad-
d45a — proteiny odpowiedzialnej za zatrzymanie
wzrostu komorkowego oraz naprawe DNA [19].
Doswiadczenia na fibroblastach wykazaly znacz-
ne uposledzenie mechanizméw reperacyjnych
materiatu genetycznego w komorkach pozbawio-
nych genu Gadd45a [8, 20]. Indukcje transkrypcji
Gadd45a, oprocz FoxO3a, zapoczatkowuje tak-
ze FoxO4, a sam proces naprawy polega przede
wszystkim na demetylacji DNA [21]. Najnowsze
dane wskazujg inny sposob reperacji materiatu
genetycznego. W komorkach raka prostaty (linia
LNCAP) poddanych promieniowaniu jonizujace-
mu zaobserwowano kowalencyjne wigzanie si¢
FoxO3 z kinazg ATM (Ataxia Teleangiectasia Mu-
tated), co spowodowalo autofosforylacj¢ kinazy
ATM, a tym samym rozpoczgcie szeregu reakcji
prowadzacych do naprawy DNA [22].

Sugeruje si¢, ze obecno$¢ FoxO jest ko-
nieczna do prawidlowego przebiegu procesu cy-
klu komoérkowego. Do takich wnioskow sktonit
naukowcow fakt, ze FoxO ma wptyw na ekspresje
gendéw odpowiedzialnych za produkcje¢ biatek bio-
racych udzial w procesie mitozy: cykliny B oraz

kinazy polo-podobnej (PLK) [7, 19, 20]. Jednak
z drugiej strony FoxO1 i FoxO3a dzialaja hamuja-
co na cykline D1 i cykling D2, co skutkuje zatrzy-
maniem interfazy w stadium G1 [8].

Uwalnianie reaktywnych form tlenu (ROS)
podczas stresu oksydacyjnego moze inicjowac po-
wstawanie réznych stanow chorobowych, takich
jak udar moézgu, cukrzyca czy przewlekte choro-
by degeneracyjne, m.in. choroby Alzheimera [2].
FoxO w wigkszosci komorek petni funkcje ochron-
ng w odpowiedzi na stres oksydacyjny. Ochrona ta
polega na ekspresji gendéw biatek antyoksydacyj-
nych. FoxO3a powoduje ekspresj¢ mitochondrial-
nej dysmutazy nadtlenku manganu (MnSOD) oraz
katalazy, co umozliwia ,,pozbycie si¢” wolnych
rodnikow tlenu [18, 23]. W wielu osrodkach ba-
dawczych wyniki doswiadczen jednoznacznie
potwierdzily teze, ze wzmozona ekspresja FoxO3
prowadzi posrednio do zmniejszenia w komorce
ilosci reaktywnych form tlenu, a tym samym — do
przedhuzenia zycia komorek [1, 18]. Ponadto wy-
kazano, ze w warunkach stabego stresu oksydacyj-
nego FoxO3a wptywa na regulacje naprawy DNA,
natomiast w stanie silnego stresu oksydacyjnego
zapoczatkowuje $mier¢ komorki [3].

Podobna sytuacja wystepuje w warunkach
stresu cytotoksycznego. Otdz wplyw chemiotera-
peutykow (Taxol, doksorubicyna) moze aktywo-
waé¢ FoxO3a, co prowadzi do zatrzymania cyklu
komorkowego 1 apoptozy. Bardzo niepokojace
jest jednak to, ze ciaggta aktywacja FoxO3a moze
powodowac uodpornianie si¢ komorek nowotwo-
rowych na chemioterapeutyki poprzez indukcje
ekspresji genow takich jak MDR1 [18].

Fox0 a komdrki macierzyste, komaorki krwi
oraz komdrki odpornosciowe

W odniesieniu do rozwoju i réznicowania
si¢ komorek macierzystych biatka FoxO sa zaan-
gazowane w procesy prowadzace do wytworzenia
erytroidalnych, nerwowych i krwiotwoérczych ko-
moérek macierzystych [2]. Rownoczesne usunigcie
FoxO1, FoxO3a i FoxO4 w modelu myszy spo-
wodowalo powstanie wad w populacji krwiotwor-
czych komorek macierzystych, co doprowadzito
do apoptozy tych komorek [2]. Jednakze inne
badania sugeruja, ze FoxO3a jako samodzielny
czynnik moze odegra¢ wazng role w utrzymaniu
krwiotwoérczych komoérek macierzystych, czego
dowodem jest stabe rozwinigcie komorek uktadu
krwiotwodrczego u myszy z niedoborem tego czyn-
nika. Ponadto wzrost i réznicowanie si¢ komoérek
macierzystych moze zaleze¢ od wspoétdziatania
czynnikéw wzrostowych takich jak czynnik wzro-
stu cytokin i EPO (erytropoetyna) oraz FoxO3a,
a ponadto moze wymagac regulacji ekspresji po-
szczego6lnych genow FoxO3a-EPO [2].
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Prowadzone badania udowadniaja, iz bial- czynnika FoxO3a. Zeby IL-2 i IL-3 mogly petni¢

ka FoxO odgrywaja istotna role¢ w regulowaniu w organizmie swoje funkcje, FoxO3a ulega inak-
rozwoju 1 proliferacji komoérek macierzystych. tywacji poprzez fosforylacje za pomocg kinazy
Co jeszcze wazniejsze, te badania wskazuja na PI3K/PKB [3].
koniecznos¢ dalszego badania powyzszych zalez- Ponadto stwierdzono, ze FoxO3a ma zna-
nosci, aby pozna¢ potencjat FoxO jako czynnika czenie dla prawidlowego funkcjonowania gra-
wywierajacego pewien wptyw biologiczny [2]. nulocytéw, poniewaz myszy pozbawione tego
Bialka FoxO sa kluczowymi elementa- czynnika sa odporne na modele neurotroficznego
mi rozwoju systemu odpornosciowego i uktadu zapalenia [2].

krwiotworczego. U myszy z niedoborem dla Fox-
O3a stwierdzano limfoproliferacje, stany zapalne
slinianek, ptuc i nerek oraz zwigkszong aktywnos¢
limfocytéw T pomocniczych [2]. Wyniki badan na
myszach potwierdzaja udziat FoxO3a w zapobie-
ganiu nadpobudliwo$ci limfocytéw T. Na réznico- mgr inz. Karina Ryterska _
Wanie sie; i przezycie .komérék odpornos'cilowych Izzlr(r:?)(:si:olj::i?/v rzgs'yfgt"vhf:(;?l;ﬁtw'eka
limfocytow T wptywaja IL-2 i IL-3. Natomiast ich
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dziatanie jest hamowane obecno$cia aktywnego e-mail: ryterska.karina@gmail.com

Adres do korespondenciji:

Pismiennictwo:

1. Huang H., Tindall D.J.: Dynamic FoxO transcription factors. J. Cell. Sci. 2007 Aug 1, 120(Pt 15): 2479-87. 2. Maiese K., Zhong Chong Z.,
Chen Shang Y.: Out Foxoing disease and diatabiulity: therapeutic potential of targating FoxO proteins. Trends Mol. Med. 2008, 14(5):
219-227. 3. Birkenkamp K.U., Coffer P.J.: Regulators of Immune Homeostasis: FOXO Transcription Factors as Molecules to Die for?
J. Immunol. 2003 Aug 15, 171(4): 1623-9. 4. Brent M., Anand R., Marmorstein R.: Structural Basis for DNA Recognition by Fox01 and its
Regulation by Posttranslational Modification. Structure 2008 Sep 10, 16(9): 1407-1.

5. Burgering B.M., Kops G.J.: Cell cycle and death control: long live Forkheads. Trends Biochem. Sci. 2002 Jul, 27(7): 352-60. 6. Calnan D.
R., Brunet A.: The FOXO code. Oncogene 2008, 27: 2276-2288. 7. Birkenkamp K.U., Coffer P.J.: Regulation of cell survival and proliferation
by the FOXO (Forkhead box, class 0) subfamily of Forkhead transcription factors. Biochemical Society Transactions 2003 Feb, 31(Pt 1):
292-7. 8. Weidinger C., Krause K., Klagge A., Karger S., Fuhrer D.: Forkhead box-O transcription factor: critical conductors of cancer’s
fate. Endocrine-Related Cancer 2008, 15: 917-929. 9. Obsil T., Obsilova V.: Structure/function relationships underlying regulation of FOXO
transcription factors. Oncogene 2008, 27: 2263-2275.

10. Hedrick S.M.: The cunning little vixen: Foxo and cycle of life and death. Nat. Immunol. 2009, 10: 1057-1063. 11. Salih D.A., Bru-
net A.: FoxO transcription factors in the maintenance of cellular homeostasis during aging. Curr. Opin. Cell Biol. 2008 Apr, 20(2): 126-36.
12. Gross D.N., van den Heuvel A.P., Birnbaum M.J.: The role of FoxO in the regulation of metabolism. Oncogene 2008 Apr 7, 27(16):
2320-36. 13. Nakae J., Kitamura T., Kitamura Y., Biggs W.H. 3rd, Arden K.C., Accili D.: The forkhead transcription factor Foxo1 regulates
adipocyte differentiation. Dev. Cell. 2003 Jan, 4(1): 119-29. 14. Barthel A., Schmoll D., Unterman T.G.: FoxO proteins in insulin action and
Metabolism. Trends in Endocrinology and Metabolism 2005 May/June, 16(4): 183-9.

15. Cheng Z.: Targeting FOXO1 from the concept to metabolic diseases-lessons from mouse models. Antioxid. Redox Signal. 2010 Jul 8.
[online]. 16. Buteau J., Shlien A., Foisy S., Accili D.: Metabolic diapause in pancreatic beta-cells expressing a gain-of-function mutant of the
forkhead protein Foxo1. J. Biol. Chem. 2007 Jan 5, 282(1): 287-93. 17. Okamoto H., Hribal M.L., Lin H.V., Bennett W.R., Ward A., Accili D.:
Role of the forkhead protein FoxO1 in beta cell compensation to insulin resistance. J. Clin. Invest. 2006 Mar, 116(3): 775-82. 18. Lam E.W.,
Francis R.E., Petkovic M.: FOXO transcription factors: key regulators of cell fate. Biochem. Soc. Trans. 2006 Nov, 34(Pt 5): 722-6. 19. Al-
varez X., Martinez B., Burgering A.C., Carrera A.C.: Forkhead transcription factors contribute to execution of the mitotic programme in
mammals. Nature (London) 2001, 413: 744-747.

20. van der Heide L.P., Hoekman M.F., Smidt M.P.: The ins and outs of Fox0 shuttling: mechanisms of FoxO translocation and transcription-
al regulation. Biochem J. 2004 Jun 1, 380(Pt 2): 297-309. 21. Tran H., Brunet A., Grenier J.M., Datta S.R., Fornace A.J. Jr, DiStefano P.S.,
Chiang L.W., Greenberg M.E.: DNA repair pathway stimulated by theforkhead transcription factor FOXO3A through the GADD45 protein.
Science 2002, 296: 530-534. 22. Tsai W.B., Chung Y.M., Takahashi Y., Xu Z., Hu M.C.: Functional interaction between FOX03a and ATM
regulates DNA damage response. Nat. Cell. Biol. 2008 Apr, 10(4): 460-7. 23. Glauser D.A., Schlegel W.: The emerging role of FOXO tran-
scription factors in pancreatic beta cells. J. Endocrinol. 2007 May, 193(2): 195-207.

CZYNNIKI RYZYKA 2/2011

25



dr n. med. Grzegorz Kopegé, lek. Anna Tyrka, prof. dr hab. n. med. Piotr Podolec

MIEJSCE WIELONIENASYCONYCH

KWASOW TLUSZCZOWYCH OMEGA-3 W WYTYCZNYCH PREWENCJI

CHOROB SERCOWO-NACZYNIOWYCH

OMEGA-3 FATTY ACIDS IN GUIDELINES ON CARDIOVASCULAR DISEASE

PREVENTION

Streszczenie

Badania obserwacyjne 1 eksperymentalne
przypisuja szczegolng role wielonienasyconym
kwasom thuszczowym (ang. polyunsaturated fatty
acids, PUFA) omega-3 (»-3), takim jak kwas eiko-
zapentaenowy (EPA) i dokozaheksaenowy (DHA),
w prewencji choréb sercowo-naczyniowych
(ChSN). Dziatanie wiclonienasyconych kwasoéw
thuszczowych omega-3 na uktad krazenia wynika
glownie ze wzbogacenia fosfolipidow bton komor-
kowych w EPA 1 DHA. W ten sposob wywolujg one
dziatanie antyarytmiczne, hipotensyjne, przeciw-
plytkowe i przeciwzapalne, poprawiaja czynno$é
srodbtonka oraz korzystnie wptywaja na aktywnosé
uktadu autonomicznego. Do dziatania kardiopro-
tekcyjnego przyczynia si¢ tez wptyw na profil li-
pidowy. Najbardziej wyraznym efektem dziatania
PUFA ®-3 jest zmniejszenie stezenia triglicerydow.
Ponadto obserwuje si¢ nieznaczne zwigkszenie stg-
zenia HDL oraz LDL. Korzystny efekt spozywania
wielonienasyconych kwasow thuszczowych ome-
ga-3 znalazt odzwierciedlenie w rekomendacjach
europejskich oraz amerykanskich towarzystw na-
ukowych, co podsumowano w niniejszym artykule.

Stowa kluczowe: wielonienasycone kwa-
sy tluszczowe, prewencja, choroba sercowo-na-
czyniowa

Abstract

Observational and experimental stud-
ies attribute the special role of polyunsaturated
fatty acids (PUFAs), omega-3, such as eicosap-
entaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid
(DHA), to the prevention of cardiovascular dis-
ease (CVD). The action of polyunsaturated fatty
acids omega-3 on the cardiovascular system is
mainly due to the enrichment of phospholipids
of cell membranes in EPA and DHA. In this way
they exert antiarrhythmic, antihypertensive, an-
tiplatelet and anti-inflammatory action, improve
endothelial function and positively influence the
autonomic nervous system activity. The modifica-
tion of a lipid profile also contributes to this car-
dioprotective effect. The clearest effect of PUFA
omega-3 is to reduce the concentration of TG. In
addition, a slight increase in HDL-C and LDL-C
is observed. The benefit of consuming omega-3
was reflected in the recommendations of the Eu-
ropean and American scientific societies which
are summarized in this article.

Key words: polyunsaturated fatty acids,
prevention, cardiovascular disease

Wprowadzenie

Badania obserwacyjne i eksperymentalne
przypisuja szczeg6lna role wielonienasyconym
kwasom tluszczowym (ang. polyunsaturated fatty
acids, PUFA) omega-3 (»-3), takim jak kwas eiko-
zapentaenowy (EPA) i dokozaheksaenowy (DHA),
w  prewencji chordb sercowo-naczyniowych

(ChSN). Pierwsze obserwacje z lat 70. ubieglego
wieku dotyczyly Eskimosow zamieszkujacych
Grenlandig, ktorzy mimo diety ubogiej w owo-
ce, warzywa 1 zlozone weglowodany, a bogatej
w thuszcze 1 cholesterol mieli stosunkowo niskie
stezenie triglicerydow (TG), chylomikronow, cho-
lesterolu LDL (LDL-C) i wysokie stezenie chole-
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sterolu HDL (HDL-C) w surowicy oraz rzadziej
chorowali na zawatl serca niz kontrolna populacja
Dunczykow [1]. W latach 80. udowodniono, ze ten
korzystny efekt byt przynajmniej czg¢$ciowo efek-
tem spozywania ryb bogatych w EPA i DHA [2].

Mechanizm dziatania
Zmiany w skladzie blon komoérkowych

Korzystne dziatanie wielonienasyconych
kwasoéw tluszczowych omega-3 (PUFA ©-3) na
uktad krazenia wynika przede wszystkim ze wzbo-
gacenia fosfolipidow bton komorkowych w EPA
i DHA. W ten sposdb wywieraja one wplyw anty-
arytmiczny, hipotensyjny, przeciwptytkowy i prze-
ciwzapalny, poprawiaja czynnos¢ srodbtonka oraz
korzystnie wptywaja na aktywnos¢ uktadu autono-
micznego [3]. W mniejszym stopniu do dziatania
kardioprotekcyjnego przyczynia si¢ tez korzystny
wplyw na profil lipidowy [3].

Korzysci z zastosowania PUFA ©-3 zaleza
w duzej mierze od dawki. Przy mniejszych daw-
kach (0,5-1,0 g/dobe), dostgpnych w odpowiedniej
diecie, dominuje efekt antyarytmiczny, ktory prze-
jawia si¢ zmniejszeniem ryzyka nagltego zgonu lub
zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych juz po
kilku tygodniach stosowania. W wyzszych daw-
kach (3—4 g/dobe) i przy dtuzszym stosowaniu pre-
paratu dochodza dodatkowe efekty (hipotensyjny,
przeciwptytkowy, przeciwzapalny, zmniejszenie
stezenia triglicerydow) poprawiajace rokowanie
w zakresie innych punktow koncowych, np. zawa-
tu serca niezakonczonego zgonem [4].

Zmiany w lipidogramie

Najbardziej wyraznym efektem dziatania
PUFA -3 jest zmniejszenie stezenia TG. Ponad-
to obserwuje si¢ nieznaczne zwigkszenie st¢zenia
HDL-C oraz LDL-C. Dla przyktadu, w metaana-
lizie 21 badan, w ktorych u ok. 8 tys. pacjentow
stosowano PUFA ®-3 w dawce 0,8-5,4 g, stwier-
dzono: zmniejszenie stgzenia TG o 27 mg/dl (95%
CI: 20-33 mg/dl), zwickszenie stezenia HDL-C
o 1,6 mg/dl (95% CI: 0,8-2,3 mg/dl) i LDL-C
o 6 mg/dl (95% CI: 3-8 mg/dl) [5]. Metaanaliza
72 badan [6] z zastosowaniem placebo wykazala,
ze przyjmowanie 3—4 g EPA i DHA prowadzi do
zmniejszenia stezenia TG o 25-35%. We wspo-
mnianej wyzej metaanalizie [5] wielko$¢ redukcji
zalezata od wyj$ciowego stezenia TG oraz dawki
leku. Zwickszeniu dawki PUFA ®-3 o 1 g/dobe to-
warzyszyto zmniejszenie TG o 8 mg/dl. Na kazde
dodatkowe 100 mg/dl TG w surowicy obserwowa-
no dodatkowe zmniejszenie ste¢zenia TG pod wply-
wem leczenia o 16 mg/dl [1]. Kwasy tluszczowe
»-3 moga zwigksza¢ stezenie LDL-C, zwlasz-
cza u pacjentdw z hipertriglicerydemia. Zbiorcza
analiza dwdch badan, w ktorych stosowano estry

etylowe -3 w dawce 4 g PUFA (Omacor) u pa-
cjentow z TG >500 mg/dl, wykazata zmniejszenie
stezenia TG o 45% i zwigkszenie LDL-C o 45%
(wyjsciowo srednio 89 mg/dl) [1]. Uwaza sig¢ jed-
nak, ze wzrost stezenia LDL-C jest wynikiem nie
tyle zwigkszenia liczby czasteczek LDL, ile ich
wielkosci, za czym przemawia zmniejszenie stg-
zenia apolipoproteiny B (apoB) oraz cholesterolu
nie-HDL. Pod wpltywem PUFA ®-3 zmniejsza si¢
stezenie matych gestych (bardziej aterogennych)
czasteczek LDL, tzw. fenotyp B, na rzecz zwigk-
szenia stgzenia duzych, mniej aterogennych cza-
steczek, tzw. fenotyp A. Glownym motorem takiej
przemiany jest zmniejszone stezenie TG, dlatego
podobne zmiany stezenia LDL-C obserwowano
takze u pacjentow z ciezka hipertriglicerydemia
leczonych fibratami (gemfibrozil, fenofibrat) [1].
U pacjentow, u ktorych do statyny dodawano kwa-
sy ®-3 ze wzgledu na zwickszone st¢zenie TG
(200499 mg/dl), zwykle nie dochodzito do wzro-
stu stezenia LDL-C, obserwowano za to redukcje
stezenia cholesterolu nie-HDL i apoB [1].

PUFA »-3 a klinicznie istotne punkty
koricowe

Wplyw suplementacji PUFA ®-3 na kli-
nicznie istotne punkty koncowe byt przedmiotem
duzych préb klinicznych, ktore krotko scharaktery-
ZOwWano ponizej.

DART (Diet And Reinfarction Trial) — gru-
pa losowo wybranych pacjentow po zawale ser-
ca otrzymywata porade dotyczaca zwigkszenia
spozycia tlustych ryb lub kapsulek zawierajacych
olej rybny. W 2-letniej obserwacji skutkowato to
zmniejszeniem umieralno$ci ogolnej o 29% w po-
réwnaniu z grupa nieotrzymujaca takiego zalece-
nia [7].

GISSI-Prevenzione (The Gruppo Italia-
no per lo Studio della Sopravvivenza nell Infarto
Miocardico — Prevenzione) — u losowo wybranych
11 323 pacjentow po zawale serca dodanie do
standardowej terapii kapsutki (1 g/dobe) zawie-
rajacej wysoko oczyszczone estry etylowe PUFA
®-3 (1 kapsutka zawierata 850 mg DHA i EPA)
w 3,5-rocznej obserwacji skutkowalo zmniejsze-
niem umieralnosci ogodlnej o 21% (efekt widocz-
ny juz po 3 miesigcach stosowania leku), ryzyka
naglej $mierci sercowej o 45% (efekt widoczny po
4 miesigcach), umieralnosci z przyczyn sercowych
0 35% (efekt po 6 miesigcach), sercowo-naczynio-
wych o0 30% i wiencowych o 32% (efekt po 9 mie-
sigcach) [8].

JELIS (Japan EPA Lipid Intervention Stu-
dy) — 18 645 pacjentow z hipercholesterolemia
przydzielono losowo do leczenia statyng lub staty-
ng w skojarzeniu z EPA (1,8 g/dobe). Suplemen-
tacja EPA skutkowata zmniejszeniem ryzyka po-
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waznego zdarzenia sercowo-naczyniowego o 19%
w czasie 5-letniej obserwacji [9].

GISSI-HF (GISSI-Heart Failure) — 6975 pa-
cjentow z niewydolnoscia serca w klasie II-IV wg
NYHA, bez wzgledu na jej przyczyne i wielkos¢
frakcji wyrzutowej lewej komory przydzielono
losowo do grupy stosujacej wysoko oczyszczone
PUFA ®-3 w dawce 1 g/dobe lub do grupy place-
bo. Po $rednio 3,9 roku odnotowano zmniejszenie
ryzyka zgonu o 9%, a ztozonego gtéwnego punk-
tu koncowego w postaci zgonu lub hospitalizacji
z przyczyn kardiologicznych o 8% [10].

Weczesne zmniejszenie ryzyka naglej $mier-
ci sercowej w badaniu GISSI-Prevenzione przypi-
sywano antyarytmicznemu dziataniu PUFA ®-3.
Hipoteze te poddano weryfikacji w kilku kolejnych
badaniach.

W badaniu FAAT (Fatty Acid Antiarrhyth-
mia Trial) 10 402 pacjentow z wszczepionym
kardiowerterem-defibrylatorem (ICD) w ciagu
poprzedzajacego roku lub z co najmniej jednym
wytadowaniem ICD z powodu czgstoskurczu ko-
morowego (VT) lub migotania komoér (VF) w tym
czasie zostalo przydzielonych losowo do grupy
otrzymujacej kapsutki zawierajace estry etylowe
EPA i DHA (2,6 g/dobg) lub oliwe z oliwek. Po
roku obserwacji w grupie PUFA ®-3 stwierdzono
trend (wynik na granicy istotno$ci statystycznej)
do wydtuzenia czasu do pierwszego wytadowania
ICD z powodu VT/VF lub zgonu z dowolnej przy-
czyny [11].

W badaniu SOFA (Study on ®-3 Fatty
Acid and Ventricular Arrhytmia) 11 546 pacjen-
tow z ICD i co najmniej jednym epizodem VT lub
VF w poprzedzajacym roku przydzielono losowo
do grupy przyjmujacej PUFA ®-3 w dawce 961
mg/dobe lub grupy przyjmujacej placebo w posta-
ci oleju stonecznikowego. Po roku obserwacji nie
stwierdzono istotnej réznicy w czgstosci wystepo-
wania glownego punktu koncowego (VT lub VF,
lub zgon z dowolnej przyczyny): 70% w grupie
leczonej v. 67% w grupie placebo. Roznica byla
wigksza, cho¢ tez nieistotna statystycznie (p=0,09)
w podgrupie pacjentdow po zawale serca, odpo-
wiednio 71% v. 63% [12].

Przeciwny trend zaobserwowano w pracy
Raitta 1 wsp. [13], w ktorej 200 pacjentow z ICD
zostato losowo przydzielonych do grupy 1,3 g/dobe
EPA i DHA lub grupy placebo (oliwa z oliwek).
Po 2 latach obserwacji nie odnotowano istotnej
statystycznie réznicy miedzy obiema grupami
w czestosci wytadowan ICD na skutek VT Iub
VF. Podanaliza pacjentow zakwalifikowanych do
ICD z powodu VT wskazywata jednak na proaryt-
miczne dziatanie stosowanego preparatu (istotnie
czestsze wytadowania ICD z powodu VT/VF).
Z badania tego, w przeciwienstwie do opisanych

wyzej, wykluczono pacjentéw z przebytym nie-
dawno epizodem VT/VF w przebiegu zawahu ser-
ca. Przypuszcza si¢ zatem, ze wickszo$¢ epizodow
groznych arytmii byla zalezna od obecnosci blizny
(a nie niedokrwienia) i dlatego nie poddawata si¢
leczeniu arytmicznemu. Przedstawione wyniki
prob klinicznych, jak rowniez badania ekspery-
mentalne przemawiajg za antyarytmicznym dziata-
niem PUFA ®-3 w warunkach niedokrwienia.

Korzysci ze stosowania PUFA ®-3 w pre-
wencji migotania przedsionkow (AF) wykazano
u pacjentow po zabiegu pomostowania aortalno-
-wiencowego. Suplementacja 850-882 mg PUFA
®-3 przez 5 dni przed zabiegiem oraz w okresie
pozabiegowym, az do czasu wypisania ze szpitala,
skutkowata zmniejszeniem czestosci epizodow AF
i skréceniem czasu hospitalizacji [14].

Zalecenia towarzystw medycznych
Prewencja pierwotna choroéb
sercowo-naczyniowych

American Heart Association (AHA) [15]
oraz Polskie Forum Profilaktyki Choréb Ukla-
du Krazenia (PFP) [16] zalecaja spozywanie ryb,
szczegolnie tlustych, co najmniej 2 razy w tygo-
dniu.

Amerykanska Agencja Zywnosci i Zy-
wienia (Food and Drug Administration, FDA)
zaleca ograniczenie spozycia ryb i owocow morza
do 2 razy w tygodniu w populacjach najbardziej
wrazliwych na zawarte w nich zanieczyszczenia.
Wskazuje jednoczesnie, ze u kobiet po menopau-
zie oraz mezczyzn w Srednim 1 starszym wieku
ewentualne ryzyko zwigzane ze spozyciem ryb jest
znacznie mniejsze niz plynace z niego korzysci.
Komentarz

W badaniach kohortowych spozycie ryb by-
fo odwrotnie skorelowane z wystgpowaniem cho-
roby wiencowej. Spozycie jednego positku zawie-
rajgcego rybe wigzato si¢ z redukcjg ryzyka o 15%,
a 5 positkow — 0 40% [17]. W opisanym wyzej ba-
daniu JELIS dodanie EPA do statyny u pacjentow
z hipercholesterolemia spowodowato zmniejszenie
ryzyka incydentow sercowo-naczyniowych o 18%
(p=0,13) w grupie 0séb bez choroby niedokrwien-
nej serca. Trwajace obecnie badanie ASCEND
(A Study of Cardiovascular Events iN Diabetes)
oceni przydatno$¢ stosowania PUFA -3 w dawce
1 g/dobe w prewencji pierwotnej ChSN u pacjen-
tow z cukrzyca typu 1 i cukrzyca typu 2.

W przypadku dzieci 1 kobiet w ciazy nale-
zy zwr6ci¢ uwage na rodzaj i miejsce potowu ryb
ze wzgledu na duza zawarto$¢ metylorteci 1 poli-
chlorowanych bifenyli, a takze innych zwigzkow
organicznych w migsie niektorych gatunkéw (np.
miecznika, rekina, makreli krélewskiej, plyteczni-
ka). Usunigcie skory oraz powierzchniowej war-
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stwy tluszczu z przygotowywanej do spozycia ryby
zmniejsza ryzyko narazenia na zanieczyszczenia.

Hipertriglicerydemia

Zgodnie z wytycznymi PFP [18] PUFA
®-3 sg zalecane:

* gdy TG >500 mg/dl — w terapii skojarzonej
z fibratem lub kwasem nikotynowym,

* w hiperlipidemii mieszanej — jako lek trzecie-
go rzutu, po zastosowaniu statyny i fibratu lub
kwasu nikotynowego,

» w zespole chylomikronemii — w potaczeniu
z fibratami.

FDA w 2004 r. zaaprobowata stosowanie
skoncentrowanej postaci EPA i DHA (Omacor
w dawce 4 g) u dorostych jako dodatku do die-
ty w celu redukcji stezenia TG przy stezeniu TG
>500 mg/dl (FDA.gov) [19].

Wiele badan sugeruje, ze aby osiagna¢ kli-
nicznie istotne zmniejszenie stgzenia TG, koniecz-
ne jest zastosowanie EPA i DHA w dawce 3—4 g/
/dobe, co jest rowne 12—15 tabletkom stanowigcym
suplement diety (tabletka zawiera 300—400 mg
EPA i/lub DHA) Iub 4 kapsutkom zawierajacym
skondensowane EPA i DHA w 1acznej dawce
900 mg. Dostarczenie tak duzej dawki kwasoéw
®-3 za pomocg zwigkszenia spozycia ryb jest mato
prawdopodobne. Dla przyktadu, do pokrycia dawki
zalecanej w leczeniu hipertriglicerydemii koniecz-
ne jest spozycie 1,7 kg tososia (ryba o stosunkowo
duzej zawartosci ©-3) (www.aha.org).

Cukrzyca

W zaleceniach Polskiego Towarzystwa
Diabetologicznego 2010 rckomenduje si¢, aby
6-10% warto$ci energetycznej diety stanowity
thuszcze wielonienasycone, w tym kwasy thuszczo-
we omega-6 5-8%, a kwasy tluszczowe omega-3
1-2%.

Komentarz

Analiza podgrup w opisanych wyzej bada-
niach, takich jak GISSI-HF [10] czy JELIS [20],
wykazala korzystny wptyw PUFA »-3 na wystepo-
wanie incydentdow sercowo-naczyniowych rowniez
u pacjentéw z zaburzeniami gospodarki weglowo-
danowej. W toku jest wymienione wczesniej ba-
danie ASCEND oraz badanie Outcome Reduction
with an Initial Glargine Intervention (ORIGIN)
zaprojektowane do oceny znaczenia Omacoru
w dawce 1 g/dobg u pacjentow z nieprawidtowg to-
lerancja glukozy, nieprawidtowa glikemig na czczo
lub cukrzyca typu 2 i wysokim ryzykiem sercowo-
-naczyniowym lub rozpoznang ChSN.

Wplyw PUFA ®-3 na profil glikemii byt
przedmiotem badan obserwacyjnych i ekspery-
mentalnych, daty one sprzeczne wyniki. W opub-
likowanej ostatnio analizie trzech duzych (tacznie

195 204 zdrowych mezczyzn i kobiet) badan ko-
hortowych o okresie obserwacji 14—18 lat (Nurses’
Health Study, Nurses’ Health Study 2, Health Pro-
fessional Follow-Up Study) spozywanie PUFA ®-3
wigzato si¢ ze zwigkszeniem ryzyka rozwoju cuk-
rzycy typu 2 [21]. Nie jest jasne, na ile same PUFA
®-3, a na ile inne zawarte w rybach (bg¢dacych
zrédlem kwasow -3 w tych badaniach) substan-
cje wpltynely na wynik tej analizy. Ostatnie badania
wskazuja na role dioksyn i metylorteci w zabu-
rzeniu regulacji wydzielania insuliny [21]. Nieko-
rzystnego wptywu PUFA ®-3 na profil glikemii
nie potwierdza opublikowana niedawno metaana-
liza 23 badan z randomizacja, przeprowadzonych
Tacznie na 1075 pacjentach z cukrzyca typu 2 le-
czonych $rednio przez 8,9 tygodnia znacznie wigk-
szymi dawkami PUFA »-3 ($rednio 3,5 g/dobg) niz
w ww. analizie badan kohortowych ($rednia w gru-
pie maksymalnego spozycia wynosita 0,6 g/dobg)
[22]. Toczace si¢ badania z randomizacja z zasto-
sowaniem czystego preparatu EPA i DHA maja do-
starczy¢ dodatkowych danych na ten temat.

Warte uwagi sa doniesienia na temat zna-
czenia PUFA ®-3 w prewencji cukrzycy typu 1.
W badaniu kohortowym Diabetes Autoimmunity
Study in the Young (DAISY) u dzieci zagrozonych
cukrzyca typu 1 (genotyp HLA, cukrzyca typu 1
u rodzenstwa lub rodzicow) w 6-letniej obserwa-
cji przeciwciata charakterystyczne dla tej choroby
rzadziej wystgpowaly w grupie stosujacej diet¢ bo-
gatsza w PUFA ®-3 [23]. Ponadto ryzyko powsta-
nia autoprzeciwcial byto odwrotnie skorelowane
z zawarto$cia PUFA ®-3 w blonie komoérkowe;j
erytrocytow.

Chorzy stosujacy leki przeciwzakrzepowe

U pacjentow z chorobami na tle miazdzy-
cy czy niewydolno$cig serca PUFA ®-3 musza by¢
stosowane facznie z lekami przeciwzakrzepowymi,
co budzi pewne kontrowersje w zwigzku z prze-
ciwptytkowym dzialaniem tych kwasow. Badania
eksperymentalne testujace zardwno potaczenie
PUFA -3 z doustnymi antykoagulantami (warfa-
ryna) [24], heparyna (pacjenci poddawani pomo-
stowaniu aortalno-wiencowemu — CABG) [25],
jak iz kwasem acetylosalicylowym (ASA) [26] nie
potwierdzaja jednak tych obaw. Niedawno opubli-
kowane badanie retrospektywne [27] wskazuje na
bezpieczenstwo stosowania PUFA ®-3 w dawce
$rednio 3 mg takze w polaczeniu z podwojnym le-
czeniem przeciwptytkowym, tj. z ASA i klopido-
grelem.

Bezpieczenstwo stosowania PUFA ®-3 wy-
kazano tez u pacjentdow poddawanych zabiegom
zwigzanym z ryzykiem krwawien, jak CABG,
endarterektomia, angiografia i angioplastyka tetnic
wiencowych [28].
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Choroba sercowo-naczyniowa na tle
miazdzycy
Zalecenie ESC
(European Society of Cardiology)

Zawal serca z uniesieniem odcinka ST
(STEMI) — prewencja wtorna

Mozna rozwazy¢ zwigkszenie spozycia
kwaséw omega-3 (tluste ryby) u wszystkich cho-
rych po przebytym zawale STEMI (klasa zalecen
IIb, poziom wiarygodnosci B). Suplementacje
omega-3 nalezy rozwazy¢ u chorych nietoleruja-
cych statyn, zwlaszcza gdy stezenie TG jest >150
mg/dl (1,7 mmol/l) i/lub frakcji HDL cholesterolu
<40 mg/dl (1,0 mmol/l) (klasa zalecen Ila, poziom
wiarygodnos$ci B) [29].

Zalecenia AHA/ACC (American Heart
Association i American College of Cardiology)

Zalecenia ESC/EACTS (European Society
of Cardiology, European Association for
Cardio-Thoracic Surgery)

Prewencja wtorna u chorych po rewasku-
laryzacji mi¢$nia sercowego

W dlugoterminowej interwencji w zakresie
stylu zycia i czynnikow ryzyka u chorych po rewa-
skularyzacji mig$nia sercowego mozna rozwazyc¢
zwickszenie spozycia kwasdéw tluszczowych -3
w postaci oleju rybnego (IIb B).

W dlugoterminowym leczeniu farmakolo-
gicznym u wszystkich chorych wskazane jest sto-
sowanie lekow hipolipemizujacych w duzej dawce,
niezaleznie od wyjsciowego stezenia lipidow w oso-
czu, pod warunkiem, ze nie ma przeciwwskazan
(I'A). Nalezy rozwazy¢ stosowanie fibratow i kwa-
sow ttuszczowych -3 (1 g/d) w polaczeniu ze staty-
nami i u chorych nietolerujgcych statyn (Ila B) [31].

Miazdzyca tetnic wienicowych lub innych
tetnic — prewencja wtérna

Mozna rozwazy¢ zwickszenie spozycia
kwaséw thuszczowych omega-3 w postaci ryb lub
w kapsutkach (1 g/d) w celu zmniejszenia ryzy-
ka sercowo-naczyniowego. Zeby osiagna¢ ten cel
w hipertriglicerydemii, zwykle konieczne jest sto-
sowanie wigkszych dawek (IIb B) [30].
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SKOJARZONE LECZENIE FENOFIBRATEM

| STATYNA JEST SKUTECZNE | BEZPIECZNE U CHORYCH Z ATEROGENNA
DYSLIPIDEMIA | CUKRZYCA TYPU 2. KOMENTARZ DO BADANIA ACCORD

COMBINED TREATMENT WITH FENOFIBRATE AND STATIN IS EFFECTIVE
AND SAFE IN PATIENTS WITH ATHEROGENIC DYSLIPIDEMIA AND TYPE 2
DIABETES MELLITUS. COMMENT ON THE RESULTS OF ACCORD TRIAL

... with fat diabetes begins. From fat diabetics die, formerly of coma

and recently of... arteriosclerosis.
(... cukrzyca rozpoczyna sie od nadmiaru ttuszczu.

Nadmiar tluszczu jest przyczyng zgonow chorych na cukrzyce,
wczesniej umierali oni z powodu Spigczki, a obecnie umierajq z powodu... miazdzycy.)

Elliot Joslin, Ann. Clin. Med. 1927

Streszczenie

Cukrzyca stanowi silny czynnik ryzyka
choréb sercowo-naczyniowych. Ryzyko serco-
wo-naczyniowe w znacznej czesci warunko-
wane jest obecnymi w cukrzycy zaburzeniami
lipidowymi okreslanymi jako aterogenna dys-
lipidemia. W komentarzu omoéwiono wyniki
czescei lipidowej badania ACCORD, odnoszace
si¢ do testowanego w badaniu leczenia skoja-
rzonego z zastosowaniem fenofibratu i simwa-
statyny. Wyniki badania ACCORD zestawiono
z wynikami pozostatych badan ,fibratowych”
oraz z aktualnie obowigzujacymi zaleceniami
odnoszacymi si¢ do klinicznego zastosowania
fibratow, zwtaszcza u chorych z cukrzyca i ate-
rogenng dyslipidemig.

Stowa kluczowe: fibraty, cukrzyca typu 2,
choroba sercowo-naczyniowa, aterogenna dysli-
pidemia

Abstract

Diabetes mellitus is considered as a strong
cardiovascular risk factor. Cardio-vascular risk is
largely driven by atherogenic dyslipidemia pres-
ent in diabetic patients. In the paper the results of
ACCORD lipid trial of combined treatment with
fenofibrate and simvastatin are discussed along
with other fibrate trials and current guidelines
of fibrate treatment in diabetic patients with ath-
erogenic dyslipidemia.

Key words: fibrates, type 2 diabetes, car-
diovascular disease, atherogenic dyslipidemia

Juz wiele dziesigcioleci temu prof. Jos-
lin, jeden z najwybitniejszych badaczy cukrzycy,
zwrocit uwage na to, ze opanowanie hiperglikemii
zapobiega $mierci chorych na cukrzyce¢ z powodu
jej ostrych powiktan, jednak nadal umierajg oni
czesto, a przyczyna tej zwigkszonej umieralnosci
nie jest bezposrednio hiperglikemia, lecz przy-
spieszony postep miazdzycy.

Cukrzyca nalezy do najsilniej obciazaja-
cych czynnikéw ryzyka chorob sercowo-naczynio-

wych i jest powszechnie traktowana jak ekwiwa-
lent ryzyka rownoznaczny z obecnoscig objawowe;j
choroby uktadu krazenia [1]. Badanie UKPDS udo-
wodnilo, ze dla obnizenia ryzyka s-n co najmniej
réwnie (a moze nawet bardziej) istotne jest w cuk-
rzycy typu 2, obok leczenia hipoglikemizujacego,
utrzymanie prawidlowych wartosci ci$nienia oraz
leczenie hiperlipidemii [2]. Cukrzyc¢ charaktery-
zuje swoisty rodzaj zaburzen lipidowych okreslany
jako aterogenna dyslipidemia, ktora stanowi dzisiaj
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narastajacy problem w prewencji chorob sercowo-
naczyniowych. Wynika to z obserwacji epidemio-
logicznych, ktore pokazuja, ze izolowana hipercho-
lesterolemia, cho¢ nadal czesto spotykana, ustgpuje
miejsca ztozonym formom zaburzen lipidowych,
gdzie oprocz aterogennej frakcji LDL istotne zmia-
ny dotycza innych frakcji lipoprotein. Wyjatkowo
niepokojacy jest postepujacy wzrost $redniego ste-
zenia triglicerydow u mieszkancéw Standéw Zjed-
noczonych, od lat 70. ubiegtego wicku w §lad za
epidemicznym wzrostem wystgpowania otyltosci,
insulinoopornoéci i1 cukrzycy typu2 [3]. Jedno-
czesnie odnotowano spadek $redniego stezenia
cholesterolu LDL w tym okresie [4]. Typowa kon-
figuracja aterogennej dyslipidemii jest wzrost ste-
zenia triglicerydéw wynikajacy z gromadzenia si¢
w surowicy lipoprotein VLDL oraz uposledzonego
klirensu chylomikronéw gromadzacych thuszez
pochodzenia pokarmowego. Przyczynami tego sa
wystepujace w stanach insulinooporno$ci odhamo-
wanie syntezy VLDL w watrobie oraz uposledzona
funkcja osoczowej lipazy lipoproteinowej [5]. Hi-
pertriglicerydemii towarzyszy obnizenie st¢zenia
cholesterolu HDL zwigzane ze zmniejszeniem licz-
by odpowiadajacych lipoprotein. Jednoczesnie po-
gorszeniu ulega ,,jako$¢” czastek HDL — ich funk-
cja ochronna zostaje zaburzona. Umiarkowanie
podwyzszone st¢zenia cholesterolu LDL nie od-
zwierciedlaja we wiasciwy sposob promiazdzyco-
wego potencjatu lipoprotein LDL, ktore, podobnie
jak lipoproteiny HDL, zmieniaja swoja strukture
w niekorzystny sposob, przeksztatcajac si¢ w tzw.
mate, geste LDL. Czastki te tatwo przenikaja do
Sciany naczyniowej i jednoczesnie ulegaja tatwej
modyfikacji (utlenianiu, glikacji i in.). Aterogen-
na dyslipidemia jest zaburzeniem wystepujacym
u osob ze stanami insulinoopornosci, najczgsciej
zwigzanymi z otyloScig, zespotem metabolicz-
nym i cukrzycg, i w jednoznaczny sposob sprzyja
szybkiemu postepowi miazdzycy w tych stanach
klinicznych. Aterogenna dyslipidemia jest takze
charakterystycznym zaburzeniem wystepujacym
u chorych z przewlekta choroba nerek [6].
Leczenie zaburzen lipidowych stanowi
jeden z filarow zapobiegania chorobom uktadu
krazenia. Od kilkudziesigciu lat dysponujemy le-
kami modyfikujacymi profil lipidowy, wsrod nich
najwazniejszg pozycje zajely statyny ze wzgledu
na ich skuteczne dziatanie obnizajace promiaz-
dzycowa frakcje cholesterolu LDL oraz liczne
dowody na zmniejszanie ryzyka choréb sercowo-
-naczyniowych pod wptywem leczenia. Fibraty sa
lekami stosowanymi w praktyce klinicznej znacz-
nie dluzej niz statyny. Gtéwnym mechanizmem
dziatania fibratoéw na lipidy jest obnizanie stezenia
triglicerydow oraz wzrost st¢zenia cholesterolu
HDL. Mechanizm dziatania fibratow zwiazany jest

z aktywacja receptoréw okreslanych jako PPARa
(PPARS, peroxisome proliferator-activated recep-
tors), ktore reguluja ekspresje genow kluczowych
dla metabolizmu lipidow. Postulowany jest udziat
tych receptorow w transdukcji wielu sygnatow
do jadra komorkowego 1 z tym wigze si¢ rowniez
koncepcja pozalipidowych (plejotropowych) dzia-
fan fibratéw (dziatanie przeciwzapalne, przeciw-
zakrzepowe, poprawa tolerancji glukozy), moga-
cych stanowi¢ dodatkowe przestanki ich dziatania
w prewencji powiktan sercowo-naczyniowych.

Hipertriglicerydemia jeszcze do niedawna
nie byla postrzegana jako niezalezny czynnik ry-
zyka choroby wieficowej (ChW). Ogloszone nie-
dawno stanowisko AHA ponownie podkresla role
hipertriglicerydemii jako waznego czynnika pro-
aterogennego oddzialujacego posrednio poprzez
m.in. wspolistniejace w tym stanie inne zaburzenia
lipidowe, takie jak obecno$¢ remnantéw i biatka
apo CIII [7].

Mimo ze cholesterol LDL pozostaje glow-
nym celem terapii w prewencji choréb serco-
wo-naczyniowych, to przyjmuje sie, ze niektore
lipoproteiny bogate w triglicerydy (VLDL) sa zde-
cydowanie aterogenne, moga wiec stanowi¢ odrgb-
ny cel terapii hipolipemizujacej u 0s6b z wysokim
(>200 mg/dl) stezeniem trigliceryddéw. Stanowisko
to znajduje potwierdzenie roéwniez w zaleceniach
terapeutycznych europejskich i amerykanskich to-
warzystw naukowych, odnoszacych si¢ do poste-
powania z chorymi w prewencji wtornej po ostrym
zespole wiehcowym oraz w prewencji pierwotnej
u chorych z wysokim ryzykiem sercowo-naczynio-
wym wynikajacym z wystgpowania klasycznych
czynnikow ryzyka i wspotistnienia innych scho-
rzen, takich jak cukrzyca czy przewlekta choroba
nerek.

Epidemiczny wzrost czgstoSci wystepowa-
nia otytosci powoduje, ze cukrzyca typu 2 i zespot
metaboliczny sg jednymi z najwazniejszych prob-
lemow wspotczesnej cywilizacji — uwaza sie, ze
za 20 lat na cukrzyce begdzie chorowaé powyzej
300 milion6w 0s6b na $wiecie, zespot metabolicz-
ny za$ to dzi§ problem juz 20-30% populacji nie-
ktorych krajow (USA, Polska).

Badania nad zastosowaniem fibratow
W prewencji pierwotnej i wtornej tocza si¢ juz od
lat 70. ubiegltego wieku, poczatkowo z klofibratem,
nastepnie — w latach 80. i 90. — z fibratami II gene-
racji (gemfibrozyl, bezafibrat, fenofibrat). Fibraty
ze wzgledu na swoj mechanizm dziatania stanowia
szczegoblnie atrakcyjng koncepcje terapeutyczna
u chorych na cukrzyce typu 2 oraz u pacjentow
z otyloscia brzuszng i1 zespotem metabolicznym.
W badaniu DAIS (Diabetes Atherosclerosis Inter-
vention Study) wykazano korzystny efekt hamowa-
nia progresji miazdzycy naczyn wiencowych pod
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wplywem leczenia fenofibratem [8]. W badaniu
DAIS wykazano takze inny, wazny wptyw ochron-
ny fenofibratu w powiktaniach mikroangiopatycz-
nych cukrzycy — zmniejszenie ryzyka wystapienia
mikroalbuminurii. W badaniu FIELD, opublikowa-
nym w 2005 roku [9], catkowita liczba zdarzen ser-
cowo-naczyniowych, oceniana jako drugorzgdowy
punkt koncowy, ulegta 11-proc. (znamiennej) re-
dukcji pod wpltywem leczenia fenofibratem. Szcze-
goblnie korzystny wplyw fenofibratu obserwowano
w grupie pacjentéw bez choroby wiencowej (pre-
wencja pierwotna), gdzie osiggnicto wysoce istotng
statystycznie redukcje zdarzen sercowo-naczynio-
wych w grupie otrzymujacej fenofibrat (p <0,001).
W badaniu FIELD potwierdzono korzystny wptyw
fenofibratu na zmniejszenie ryzyka powiklan mi-
kroangiopatycznych (mikroalbuminuria, retinopa-
tia, amputacje nieurazowe konczyny dolnej) u cho-
rych na cukrzyce typu 2.

Stosowanie statyn u chorych na cukrzy-
c¢ zmniejsza ryzyko powiktan s-n oraz zwigzang
z nimi umieralnos$¢, dlatego podstawowym celem
w leczeniu hipolipemizujacym u tych chorych
w prewencji powiklan sercowo-naczyniowych po-
zostaje podwyzszone stezenie cholesterolu LDL.
U wigkszosci pacjentow z cukrzyca typu 2 lekiem
pierwszego wyboru w leczeniu zaburzen lipido-
wych pozostaje statyna. Nalezy jednak podkreslic,
ze chociaz statyny obnizaja ryzyko s-n o blisko
30%, to jednak jego poziom pozostaje nadal pod-
wyzszony. Przyjmuje si¢, ze to utrzymujace si¢
pomimo leczenia statynami zagrozenie jest po-
wigzane z obecnoscia innych zaburzen lipidowych
(m.in. obnizonym stezeniem cholesterolu HDL,
hipertriglicerydemia) — tzw. ryzyko rezydualne
(pozostate). Zastosowanie skojarzonej farmako-
terapii zaburzen lipidowych stanowi podstawe
koncepcji zwalczania ryzyka rezydualnego. Istot-
ng role odgrywa w tym zakresie potgczenie feno-
fibratu ze statynami. Dlaczego wtasnie potaczenie
tego fibratu?

Zard6wno stosowanie statyn, jak i fibratow
moze wigza¢ si¢ z ryzykiem dziatan niepozada-
nych, w tym powiktan migsniowych (miopatia).
Ryzyko to jest mate w odniesieniu do leczenia
skojarzonego fenofibratem ze statynami, jednak,
jak pokazuje praktyka, moze ulega¢ istotnemu
zwigkszeniu przy pofaczeniu statyn z niektorymi
fibratami. Znanym przykladem jest wycofanie ce-
riwastatyny po serii zgonow wywotanych tacznym
jej stosowaniem z gemfibrozylem. Wysoki odsetek
(32% w grupie placebo i 16% w grupie fenofibra-
tu) chorych w badaniu FIELD pobieral dodatkowo
statyne w leczeniu otwartym, co, jak si¢ wydaje,
w istotnym stopniu przyczynito si¢ do zmniejsze-
nia wzglednej korzys$ci w grupie leczonej fenofi-
bratem. Jest jednak faktem, Ze to niezaplanowane

leczenie skojarzone fenofibratem ze statynami by-
to bezpieczne.

ACCORD jest badaniem szczegdlnym
z wielu powodow. Po pierwsze jest jednym z nie-
wielu badan zaprojektowanych i poprowadzonych
pod patronatem Narodowego Instytutu Zdrowia
USA, a zatem jest badaniem niezaleznym od ja-
kiejkolwiek firmy farmaceutycznej. Po drugie kon-
cepcja badania polegata na przetestowaniu hipo-
tezy odnoszacej si¢ do korzysci z intensywnego
leczenia hipoglikemizujacego, hipotensyjnego
i hipolipemizujacego w duzej grupie pacjentow
z cukrzyca typu 2. Ku zaskoczeniu wielu diabe-
tologow 1 hipertensjologéw intensywne leczenie
hipoglikemizujace oraz hipotensyjne nie wigzato
si¢ ze spodziewanymi korzy$ciami w grupie cho-
rych na cukrzyceg typu 2. Wyniki m.in. badania
ACCORD spowodowaly zmiang dotychczaso-
wych zalecen dotyczacych celow terapeutycznych
w zakresie HbA1C (<7%), a w najblizszym czasie
najprawdopodobniej ulegnie rewizji cel terapeu-
tyczny w leczeniu hipotensyjnym. W czesci lipi-
dowej badania ACCORD [10] oceniano wplyw
skojarzonej terapii simwastatyng i fenofibratem
w dawce 160 mg/dobe lub placebo w grupie ponad
5000 chorych na cukrzyce typu 2. W analizie cha-
rakterystyki wyjSciowej badanej grupy zwracajg
uwage bardzo dobre parametry lipidowe w catej
grupie ,,na wejsciu” do badania: §redni LDL-C wy-
nosit ok. 100 mg/dl, HDL-C — 38 mg/dl, a $red-
nie stezenie TG — ok. 160 mg/dl. Srednie stezenie
HbA1C wynosito 8,3%, a S$rednie wartosci cis-
nienia te¢tniczego — 134/74 mmHg. 60% chorych
otrzymywalo juz wczesniej leczenie hipolipemi-
zujace statyng. Nalezy stwierdzi¢, ze grupa badana
byta bardzo dobrze leczona, co na pewno wptywato
na wyjsciowy poziom ryzyka s-n w populacji ba-
dania ACCORD. Zastosowanie fenofibratu wigza-
fo si¢ z istotnym spadkiem stezenia triglicerydow
oraz niewielkim wzrostem stgzenia cholesterolu
HDL, szczegdlnie w poczatkowej fazie obserwacji
(stezenia HDL-C nie roznily si¢ istotnie na koniec
obserwacji). Wartosci LDL-C obnizyly si¢ z ok.
100 mg/dl do 81 mg/dl w obu grupach terapeu-
tycznych na koniec badania. Po okresie obserwacji,
wynoszacym $rednio prawie 5 lat, nie stwierdzono
w catej badanej grupie wpltywu leczenia fenofi-
bratem na zaplanowany punkt pierwszorzedowy
(8-proc. redukcja ryzyka zawatu serca, udaru moz-
gu lub zgonu z tych przyczyn, p=0,32) i drugorzg-
dowe punkty koncowe. Nalezy podkresli¢, ze sto-
sowanie zlozonego leczenia hipolipemizujacego
(statyna + fenofibrat) nie wiazalo si¢ w badaniu
ACCORD ze wzrostem ryzyka powiklan mies-
niowych czy watrobowych, co potwierdza bez-
pieczenstwo terapii skojarzonej. Obserwowany
w badaniu ACCORD wzrost stgzenia kreatyniny
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w grupie przyjmujacej fenofibrat jest zjawiskiem
znanym 1 byl juz opisywany wczesniej. Ze wzgle-
dow bezpieczenstwa w trakcie badania dokonano
dodatkowej korekty dawkowania fenofibratu w za-
lezno$ci od stopnia uposledzenia filtracji kigbusz-
kowej obliczanej wg wzoru MDRD. Niezaleznie
od wzrostu stezenia kreatyniny zaobserwowano,
ze leczenie fenofibratem bylo zwigzane z istot-
nym korzystnym wplywem na wystepowanie biat-
komoczu (podobnie jak w dwoch wspominanych
wczesniej badaniach DAIS i1 FIELD). W bada-
niu ACCORD dokonano takze analizy wynikéw
w predefiniowanych podgrupach chorych. Wyniki
uzyskane w podgrupie z aterogenng dyslipide-
mia (stezenie TG >203 mg/dl, HDL <35 mg/dl)
zastlugujq na szczegoélne zainteresowanie. W tej
grupie gléwny punkt koncowy wystapil u 17,3%
chorych leczonych placebo i u 12,4% chorych
leczonych fenofibratem (wzgledna redukcja
0 31%), podczas gdy w pozostalej czeSci grupy
czestos¢ wystepowania gléwnego punktu konco-
wego byla taka sama i wynosila 10,1% w kazdej
podgrupie terapeutycznej (fenofibrat v. placebo).

Jesli porownamy wyniki badania ACCORD
z wynikami wczesniejszych badan nad fibratami,
to okaze si¢, ze sa one zbiezne. Podobne wyniki
i zblizone korzysci z leczenia fibratami dotyczy-
ly chorych z aterogenna dyslipidemig. W badaniu
Helsinki Heart Study (HHS) stosowanie w pre-
wencji pierwotnej u 4000 mezczyzn z hipercho-
lesterolemig gemfibrozylu w dawce 2 x 600 mg
w porownaniu z placebo przez 5 lat [11] wigzato
si¢ ze znamienng redukcja ryzyka wystapienia za-
waltu serca zakonczonego lub niezakonczonego
zgonem o 34% (p <0,02), a w podgrupie z hiper-
triglicerydemia stopien redukcji ryzyka wyniost
71%. W badaniu Bezafibrate Infarction Preven-
tion trial (BIP), w ktérym stosowano bezafibrat
w dawce 400 mg/dobe lub placebo w prewencji
wtornej u 3090 chorych po zawale serca, uzyskano
znamienng redukcje ryzyka zawatu serca (zakon-
czonego lub niezakonczonego zgonem) oraz ry-
zyka naglego zgonu sercowego (ok. 40%) jedynie
w stosunkowo niewielkiej podgrupie pacjentow
z wyraznie podwyzszonymi st¢zeniami triglicery-
dow (powyzej 200 mg/dl). Podobnie, w analizie
badania FIELD wzglednie lepsze wyniki uzyskano
w podgrupie z aterogenng dyslipidemia [12].

Jakie powinno by¢ nasze spojrzenie na le-
czenie zaburzen lipidowych u chorych na cukrzyce
po badaniu ACCORD?

Gdy oceniamy nowa opcje terapeutycznag,
myslimy zwykle o potencjalnych korzysciach, lecz
przede wszystkim liczy si¢ bezpieczenstwo. Sto-
sowanie klofibratu w badaniu WHO zmniejszato,

co prawda, liczbg incydentéw sercowo-naczynio-
wych, ale powodowato jednocze$nie istotny wzrost
umieralnos$ci ogolnej. Badanie ACCORD potwier-
dza w sposob jednoznaczny bezpieczenstwo terapii
skojarzonej fenofibrat + simwastatyna u pacjentow
z cukrzyca.

Obserwacja populacji w badaniach FIELD
i ACCORD wskazuje, ze obecno$¢ aterogennej
dyslipidemii w podgrupach chorych w obu tych
badaniach zwiazana byta ze zwigkszonym o 30—
—70% ryzykiem incydentdw sercowo-naczynio-
wych w poréwnaniu z podgrupami pacjentow
bez tych zaburzen lipidowych [13, 14]. Badanie
ACCORD potwierdza role fibratow w leczeniu
zaburzen lipidowych, szczegdlnie u chorych z ate-
rogenng dyslipidemia, co jest zgodne z wynikami
innych badan klinicznych oraz standardami poste-
powania i stanowiskiem wielu towarzystw nauko-
wych [1, 7, 15]. Nalezy tez podkreslié¢, ze wyniki
badania ACCORD potwierdzaja poglad, iz efekt
terapeutyczny zalezy w glownej mierze od para-
metréw lipidowych i od wplywu na te parametry
lekow hipolipemizujacych.

Podsumowanie

Obecnos$¢ aterogennej dyslipidemii jest
zwigzana ze zwigkszonym ryzykiem powiktan
sercowo-naczyniowych pomimo leczenia statyna-
mi — okreslamy to zjawisko jako ryzyko pozosta-
e (rezydualne). Skojarzone leczenie fenofibratem
i simwastatyna u chorych z cukrzycowa aterogen-
ng dyslipidemig w przebiegu cukrzycy typu 2 jest
bezpieczne i moze wigzaé si¢ z dalszym zmniej-
szeniem ryzyka powiktan sercowo-naczyniowych.
Leczenie skojarzone fenofibratem i simwastatyna
u chorych z cukrzyca typu 2 wiaze si¢ ze zmniej-
szeniem ryzyka rozwoju bialkomoczu, nalezy
jednak uwzgledni¢ to, ze powoduje ono zwigk-
szenie (przemijajace) stezenia kreatyniny. Badanie
ACCORD potwierdza dotychczasowe wskazania
do zastosowania fibratdow obejmujace hipertrigli-
cerydemi¢ i aterogenna dyslipidemi¢ skojarzong
z cukrzyca typu 2, zespolem metabolicznym i oty-
toscig brzuszna.
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WPLYW KONSUMPCJI ROZNYCH TYPOW

ALKOHOLI NA 0SOCZOWE STEZENIE CZYNNIKA TKANKOWEGO

| JEGO INHIBITORA, SELEKTYNY E, SELEKTYNY P, TROMBOMODULINY
| BIALKA C U MLODYCH ZDROWYCH OCHOTNIKOW PLCI MESKIEJ

THE INFLUENCE OF DIFFERENT TYPES OF ALCOHOL CONSUMPTION

ON TISSUE FACTOR, TISSUE FACTOR PATHWAY INHIBITOR, SELECTINS,
THROMBOMODULIN, AND PROTEIN C PLASMA LEVELS IN YOUNG,

HEALTHY MALE VOLUNTEERS

Streszczenie

Cele: Z dotychczasowych badan wynika,
ze umiarkowane spozywanie alkoholu, zwtaszcza
czerwonego wina, zmniejsza ryzyko zachorowania
na zawat serca i zgonu nim spowodowanego. Efekt
ten moze wynika¢ z korzystnego wptywu alkoholu
na funkcje srédbtonka, uktad krzepnigcia i procesy
zapalne. Celem badania byla ocena osoczowego
stezenia czynnika tkankowego (TF), inhibitora za-
leznej od czynnika tkankowego drogi krzepnigcia
(TFPI), selektyny ptytkowej (SP) i srédbtonkowe;j
(SE), trombomoduliny (TM) oraz biatka C (PC)
po pigciodniowej konsumpcji roznych typow alko-
holu lub soku z czarnej porzeczki.

Metody: Grupa badana liczyta 58 zdrowych
mezczyzn, abstynentow, w wieku 23,6 +2,2 roku.
Osoby badane miaty prawidlowe stezenie lipidow
i nie przyjmowaly przewlekle lekéw. Badani zo-
stali zrandomizowani do grup konsumujacych po
300 ml: czerwonego wina, biatego wina, 14-proc.
roztworu etanolu, soku z czarnej porzeczki lub
wody. Pomiaru badanych parametréow dokonano
1. dnia przed konsumpcja napojéw i 6. dnia, po
5 dniach spozywania napojow.

Wyniki: W grupie konsumujacej roztwor
etanolu zaobserwowano istotnie wyzsze st¢zenie
TF i nieznamiennie wyzsze TFPI w dniu 6. w sto-
sunku do stezenia wyj$ciowego. Natomiast u spo-
zywajacych czerwone wino zaobserwowano istot-
nie nizsze stezenie TFPI i trend do obnizania si¢
TF po konsumpcji napoju. Stezenie SP w osoczu
w 6. dniu bylo nizsze niz w 1. dniu u spozywaja-
cych etanol. Nie stwierdzono zmian st¢zenia TM,

PC, SE w zadnej z grup. Stezenia badanych para-
metrow nie ulegly zmianie po konsumpcji biatego
wina, soku z czarnej porzeczki i wody.

Whioski: Krotkoterminowe spozywanie
etanolu przez zdrowych abstynentéow moze miec
niekorzystny wplyw na hemostatyczne czynniki
ryzyka zalezne od aktywacji krzepnigcia przez TF.
Odmienny od wplywu etanolu wptyw czerwonego
wina na stezenie TF 1 TFPI moze by¢ skutkiem ko-
rzystnego dziatania duzej ilosci substancji polife-
nolowych zawartych w winie. Spozywanie etanolu
moze wplywac na obnizenie osoczowego stezenia
selektyny P, bioracej udziat w procesach zapalnych
i agregacji ptytek krwi.

Stlowa kluczowe: alkohol, wino, selek-
tyna P, selektyna E, czynnik tkankowy, TFPI,
trombomodulina

Abstract

Purpose: According to moderate alcohol
consumption, with special regard to red wine, re-
duces myocardial infarction morbidity and mortal-
ity. This may result from positive influence of alco-
hol on endothelial function, haemostatic factors, and
inflammatory processes. The purpose of the study
was to determine tissue factor (TF), tissue factor
pathway inhibitor (TFPI), E-selectin (SE), P-selec-
tin (SP), thrombomodulin (TM), and protein C (PC)
plasma levels after 5-day consumption of different
types of alcohol, blackcurrant juice or water.

Methods: The study group consisted of 58
healthy males, abstainers, aged 23,6 +2,2 years.
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Subjects were normolipemic and did not receive
any medications. Subjects were randomized to
groups consuming 300 ml of either: red wine,
white wine, 14% ethanol solution, blackcurrant
juice, or water. Fasting blood samples were col-
lected for testing on day 1 before consumption and
on day 6 after commencement of the 5-day alcohol
consumption period.

Results: Statistically significant increase
in TF and non-significant increase in TFPI plasma
level was observed on day 6 in the ethanol group.
In the red wine group significant decrease in TFPI
and decreasing trend in TF level were observed.
Plasma SP level on day 6 was significantly lower

than on day 1 in the ethanol group. No change in
TM, PC, SE was observed in any of the groups.
White wine, blackcurrant juice, and water had no
influence on the tested parameters.

Conclusions: Short-term alcohol consump-
tion by healthy abstainers may have negative, pro-
thrombotic effect dependent on TF. Favorable ef-
fect of red wine on TFPI and TF levels may result
from positive activity of polyphenolic compounds
of red wine. Ethanol consumption may decrease
plasma level of SP playing a role in inflammatory
processes and platelet aggregation.

Key words: alcohol, wine, P-selectin,
E-selectin, tissue factor, TFPI, thrombomodulin

Wstep

Jak wynika z duzych badan epidemiolo-
gicznych, alkohol spozywany w umiarkowanych
ilosciach przyczynia si¢ do redukcji $Smiertelnosci
z powodu choroby niedokrwiennej serca, udaru
niedokrwiennego mozgu, nie zwigkszajac Smier-
telnosci z przyczyn pozanaczyniowych [1-3].
Krzywa zalezno$ci ryzyka sercowo-naczyniowego
od ilosci spozytego alkoholu obserwowana w ba-
daniach epidemiologicznych ma zazwyczaj ksztatt
litery U lub J [1, 2, 4]. Najmniejsze ryzyko zacho-
rowania i zgonu z przyczyn naczyniowych wyste-
puje u kobiet konsumujgcych 1-2 jednostki alko-
holu i me¢zczyzn konsumujacych 2-3 jednostki na
dobe (jednostka alkoholu rozumiana jest jako row-
nowazno$¢ okoto 250 ml piwa, 150 ml wina lub
30 ml wodki, zawierajacych $rednio 12 g etanolu)
[5]. Sposrod roznych alkoholi szczegodlnie korzyst-
ne dziatanie w zapobieganiu chorobom uktadu
krazenia przypisuje si¢ czerwonemu winu, ktore
zawiera duza ilo§¢ substancji polifenolowych [6—
8]. Poza umiarkowang konsumpcja alkoholu i re-
gularng aktywnosciag fizyczng réwniez codzienne
spozywanie warzyw i owocow zmniejsza ryzyko
zawatu serca [9]. Protekcyjng role regularnej kon-
sumpcji warzyw i owocow potwierdzono w wielu
badaniach populacyjnych [10-12].

Miazdzyca jest najwazniejsza przyczyna
zawalu serca. Jest to przewlekta choroba naczyn
krwiono$nych, w rozwoju ktérej role odgrywa-
ja procesy zapalne i zakrzepowe, wzajemnie si¢
przeplatajace 1 aktywujace. We wezesnych etapach
miazdzycy dochodzi do adhezji monoklonalnych
leukocytow do komorek srodblonka, a potem do
ich wedrowki do blony wewnetrznej naczynia.
W procesie tym posrednicza czastki adhezyjne,
miedzy innymi selektyna plytkowa (SP, selek-

tyna P) i §rodbtonkowa (SE, selektyna E) [13].
Jawne klinicznie ostre zespoty wiencowe sg na-
stepstwem powstania skrzepliny w obrebie blaszki
miazdzycowej. Peknigcie lub owrzodzenie blaszki
prowadzi do krzepnigcia, migdzy innymi za po-
srednictwem czynnika tkankowego (TF) obecnego
w rdzeniu blaszki [14]. W adhezji i agregacji ply-
tek krwi w obrebie pgknietej blaszki miazdzycowej
posredniczy miedzy innymi selektyna P [15]. Nad-
miernej aktywnosci prozakrzepowej przeciwdziata
wiele mechanizmow antykoagulacyjnych, ktorych
prawidlowe funkcjonowanie w naczyniach objg-
tych miazdzyca najczesciej jest uposledzone. Nale-
73 do nich migdzy innymi: uktad antykoagulacyjny
biatka C, ztozony z biatka C (PC) i trombomoduli-
ny (TM), oraz swoisty inhibitor zaleznej od czyn-
nika tkankowego drogi krzepnigcia (TFPI), ktory
hamuje aktywnos$¢ kompleksu czynnika tkankowe-
go z czynnikami krzepnigcia: VII i X [16, 17].
Celem badania byla ocena wptywu spozy-
cia bialego wina, czerwonego wina, 14-proc. roz-
tworu etanolu, soku z czarnej porzeczki lub wody
na osoczowe stezenie: TF, TFPI, PC, TM, SP i SE.

Materiat i metody

Badanie zostalo przeprowadzone wsrod
58 ochotnikow pici meskiej w wieku 23-26 lat.
Badani mezczyzni zamieszkiwali internat, mie-
li ustalony, jednakowy dla wszystkich plan zaje¢,
podobny rozktad dnia i nocnego wypoczynku
oraz wykazywali podobna aktywnos¢ fizyczna.
Osoby biorace udzial w badaniu spozywaly po-
karmy wedtug jednakowego jadlospisu i o tych
samych porach dnia, zar6wno w trakcie badania,
jak 1 w okresie trzech miesiecy poprzedzajacych
eksperyment. Badana populacja sktadata si¢ wy-
facznie z mezezyzn niepalacych tytoniu, bedacych
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abstynentami. W trakcie catego badania i na dwa
tygodnie przed jego rozpoczgciem uczestnicy pro-
by powstrzymywali si¢ od spozywania pokarmow
bogatych w substancje polifenolowe.

Kryteria wylaczenia z badania stanowily:
nadci$nienie tetnicze, cukrzyca, przyjmowanie
lekow hipolipemizujacych i doustnych antykoa-
gulantéw, nikotynizm, alkoholizm i inne uzalez-
nienia, dodatni wywiad w kierunku: choréb nowo-
tworowych, przewlektych proceséw zapalnych,
choroby wrzodowej zotadka i dwunastnicy, choro-
by refluksowej przetyku badz przepukliny rozworu
przetykowego, chorob watroby i innych przewle-
ktych chorob wymagajacych farmakoterapii. Z ba-
dania wykluczono osoby z istotnie podwyzszony-
mi parametrami lipidowymi oraz nieprawidtowym
stezeniem aminotransferazy alaninowe;j.

Uczestnicy badania zostali losowo przy-
dzieleni do pigciu grup przez pig¢ kolejnych dni
spozywajacych na czczo odpowiednio po 300 ml:
wina biatego 14% (chardonnay) (n=11), wina czer-
wonego 14% (cabernet sauvignon reserve) (n=12),
soku z czarnej porzeczki (Hortex) (n=12), wodne-
go 14-proc. roztworu etanolu (n=10), mineralnej
wody niegazowanej (n=13). Pierwszego dnia przed
podaniem napojow (pomiar 1) i szostego dnia, po
pieciu dniach konsumpcji napojow (pomiar 2) po-
bierano krew w celu oznaczenia nastgpujacych pa-
rametréw: TF, TFPI, PC, TM, SP i SE. Oznaczen
dokonano za pomoca testOw immunoenzymatycz-
nych. Pierwszego dnia przed konsumpcja napojow
zmierzono ponadto aktywno$¢ aminotransferazy
alaninowej (ALAT), cholesterolu catkowitego
(TC), cholesterolu HDL, cholesterolu LDL, trigli-
cerydow (TG) (za pomocg automatycznych ana-

lizatorow biochemicznych) oraz st¢zenie biatka
C-reaktywnego (hsCRP) metoda immunoturbime-
tryczng bardzo czula. Kazdorazowo pobrania krwi
dokonywano w godzinach porannych, dokonujac
naktucia zyly okolicy zgiecia tokciowego z mini-
malnym zastojem zylnym.

Do przeprowadzenia analizy statystycznej
postuzono si¢ pakietem statystycznym STATISTI-
CA firmy StatSoft. Testowanie normalno$ci rozkta-
du wykonano za pomocg testu Shapiro-Wilka oraz
klasycznego testu y2-Pearsona. Jednorodno$¢ wa-
riancji oceniano testem Levene’a. Zmienne o roz-
ktadzie normalnym opisano przy uzyciu $redniej
arytmetycznej (M) i odchylenia standardowego
(SD). Do opisu badanych parametrow o rozktadzie
réoznym od normalnego postuzono si¢ mediang
(Me) i przedziatem miedzykwartylowym (IQR)
obejmujacym 50% wartosci centralnych miedzy
kwartylem 3. (Q3) a kwartylem 1. (Q1). Do po-
rownania $rednich wykorzystano test t-studenta
dla zmiennych niezaleznych i zmiennych zalez-
nych oraz testy nieparametryczne U Manna-Whit-
neya i Wilcoxona. Do poréwnania $rednich wielu
grup wykorzystano analiz¢ wariancji ANOVA i test
Kruskala-Wallisa. W celu zbadania powigzania
poszczegdlnych cech wyznaczono wspdtczynnik
korelacji rangowej R Spearmana. Za granicg istot-
nosci statystycznej dla wszystkich testow przyjeto
poziom p=0,05.

Wyniki

Charakterystyka badanej grupy

Sredni wiek w badanej grupie wynosit 23,6
+2,2 roku. Zaden z uczestnikow badania nie byt
palaczem papieroséw, wszyscy byli abstynentami.

|Tabe|a 1. Srednie wartosci wstepnych badan laboratoryjnych i BMI w grupach spozywajgcych pieé réznych napojow.

Parametry Biate wino Czerwone wino Roztwoér Sok z porzeczki Woda
badane n=11 n=12 etanolu n=10 n=12 n=13

:Ac(gg?/dl) 188,0 (41,1) 174,3 (27,7) 170,9 (32,4)° 160,0 (34,7 212,0 (29,4)°

,'\'A'D('ég;‘g’ a1 1063 (29.8) 94,1 (19,5) 98,8 (23,9) 84,1 (26,7) 131,4 (24,7)

HDL (mg/dl) | 54 4 4 1) 54,3 (10,2) 45,7 (8,8) 50,3 (6,1) 53.8 (8,5)

M (SD)

e Elrggé‘)”) 84,0 (77,0-03,0) | 91,0 (71,0-104,0) | 85,0 (69,0-137,0) | 84,0 (54,0-110,0) | 105,0 (84,0-138,0)

o)) | 220(180-380) | 220(19.0-27.0) | 250 (20.0-350) | 200(17.0-26.0) | 20,0 (18,0-33.0)

CRP (mg/l)

Me (iQr) | &7 (0-6-2.9) 05(02-0,7) 05(0,2-0,8) 05(0,3-0,7) 0,7 (0,5-1,6)

,'\3/"‘:'(' Qry | 242@22-270) | 245(225-264) | 238 (221-267) | 241 (230-245) | 24,1 (227-256)

M — $rednia, SD — odchylenie standardowe, Me — mediana, IQR — przedziat migdzykwartylowy (Q1-Q3), a — p <0,005, b — p <0,05.
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Dla kazdego badanego wyznaczono wskaz-
nik masy ciata (BMI), definiowany jako stosunek
masy ciala w kilogramach do wzrostu w metrach
podniesionego do kwadratu. Srednia wartos¢ BMI
w badanej grupie wynosita 24,4 +2,5 kg/m?. Nie
stwierdzono istotnych statystycznie roznic $red-
nich wartosci BMI migdzy podgrupami.

TFi TFPI

Stwierdzono, ze u osob, ktore spozywa-
ty 14-proc. roztwor etanolu przez 5 dni, st¢zenie
TF zmierzone w dniu széstym (pomiar 2) bylo
istotnie wyzsze niz w dniu pierwszym (pomiar 1)
(TF,=258,75 pg/ml v. TF1=303,7 pg/ml; p <0,05)
oraz bylo istotnie wyzsze niz stezenie stwierdzone
w 6. dniu badania w pozostatych grupach (spozy-
wajacy wino czerwone, wino biate, sok porzecz-
kowy lub wodg). TFPI u konsumujacych roztwor
etanolu byto jedynie nieistotnie wyzsze w pomia-
rze 2 niz w pomiarze 1. W pozostatych badanych
podgrupach nie zaobserwowano istotnych staty-
stycznie réznic stezenia TF miedzy pomiarem 1
a pomiarem 2.

Natomiast u 0sob, ktore konsumowaly
czerwone wino, obserwowano istotnie statystycz-
nie nizsze stgzenie TFPI w pomiarze 2 w porow-
naniu z pomiarem 1 (TFPL=483 +14,4 ng/ml
v. TFP1 =58,9 £15,5 ng/ml; p <0,005) oraz nie-
istotnie nizsze st¢zenie TF.

Pomimo niewatpliwego zwiazku czynnos-
ciowego czynnika tkankowego i jego inhibitora
w badaniu stwierdzono jedynie nieistotng, dodat-
nig korelacje ich stezen oznaczonych wyjsciowo.
Natomiast wzrost stezenia TF wykazywat dodatnig
korelacj¢ z przyrostem stezenia TFPI u konsumu-
jacych napoje alkoholowe (R=0,37; p <0,05).

Wykazano roéwniez istotng, dodatnig kore-
lacje miedzy stezeniem TFPI a stezeniem chole-
sterolu HDL (R=0,3; p <0,05). Dodatnia zalezno$¢
miedzy TFPI a stgzeniem cholesterolu catkowite-
go, cholesterolu LDL i triglicerydéw nie osiggnela
istotnos$ci statystycznej.

Selektyna P i selektyna E

Poréwnanie stgzenia selektyny P w osoczu
w pomiarze | i w pomiarze 2 wykazato, ze w grupie
0s0b, ktore konsumowaty 14-proc. roztwor etanolu,
srednie stezenie selektyny P byto istotnie statystycz-
nie nizsze w pomiarze 2 (SP,=95,60 £26,54 ng/ml v.
SP =112,96 +£28,66 ng/ml; p <0,05). W pozostatych
podgrupach stezenia selektyny P nie réznily si¢ na
poczatku i na koncu badania. Stgzenia selektyny E
na poczatku i na koncu eksperymentu nie roznity
si¢ istotnie w zadnej z badanych podgrup.

Trombomodulina i biatko C

Poréwnanie osoczowych stezen trombomo-
duliny i aktywnosci biatka C, oznaczonych w dniu
pierwszym, z wartosciami zmierzonymi w dniu
szostym nie wykazato istnienia statystycznie istot-
nej roznicy migdzy tymi stezeniami w zadnej z ba-
danych podgrup spozywajacych jeden z pigciu na-
pojow.

W dalszym etapie analizy dokonano po-
réwnania stezen badanych parametrow miedzy
osobami z grupy spozywajacej napoje z alkoho-
lem (n=33) i osobami spozywajacymi napoje bez-
alkoholowe (n=25). Nie stwierdzono istotnej staty-
stycznie roznicy stezenia: TF, TFPI, SP i SE, oraz
aktywnos$ci PC migdzy pomiarem 1 a pomiarem 2
zaréwno u spozywajacych napoje z alkoholem, jak
i u spozywajacych napoje bezalkoholowe.

Tabela 2. Poréwnanie $rednich osoczowych stezen TF i TFPI w dniu pierwszym przed spozyciem (pomiar 1)
i w dniu széstym, po pieciu dniach spozywania badanych napojéw (pomiar 2).

Stezenie TF (pg/ml) Stezenie TFPI (ng/ml)

Pomiar 1 Pomiar 2 Pomiar 1 Pomiar 2

Me (IQR) Me (IQR) P M (SD) M (SD) P
Czerwone wino 143,2 137,12 58,9 48,3 N
n=12 (116,5-270,9) (98,5-269,0) NS (15,5) (14,4) P <0,005
Biate wino 161,9 203,1° NS 60,3 50,4 NS
n=11 (110,9-315,0) (153,1-268,5) (21,9) (19,9)
Roztwor etanolu 258,8 303,73 . 32,4 40,5

— p <0,05 NS

n=10 (241,6-301,4) (235,7-424,7) (13,9) (15,9)
Sok z porzeczki 135,0 102,03¢ NS 49,1 54,5 NS
n=12 (83,6—-246,8) (86,8—194,4) (14,0) (14,1)
Woda 181,0 278,9 NS 53,8 54,2 NS
n=13 (151,7-277,4) (157,5-351,3) (23,8) (28,4)

*

migdzykwartylowy (Q1-Q3), a — p <0,05*, b — p <0,05%, ¢ — p <0,005*
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Rycina 1. Zmiany wartosci stezenia TF i TFPI miedzy pomiarem 1 (w dniu pierwszym przed podaniem napoju) i pomia-
rem 2 (w dniu széstym, po 5 dniach podawania napoju) w grupach konsumujgcych czerwone wino lub etanol (profile

przypadkow).
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Z uwagi na problemy etyczne i spoteczne
dotyczace badania wptywu alkoholu na organizm
ludzki wigkszo$¢ opublikowanych badan ekspe-
rymentalnych przeprowadzono in vitro, natomiast
badania in vivo wykonano w nielicznych, obejmu-
jacych zwykle kilkanascie osob grupach, ktore nie
zawsze byty jednorodne. W badaniu wlasnym gru-
pa 0sob zostala starannie dobrana pod wzgledem
wieku 1 plci, podobnego rozktadu dnia, nocnego
wypoczynku oraz aktywnosci fizycznej. Dieta ba-
danych w okresie eksperymentu byla jednakowa,
7 ograniczeniem spozycia warzyw i owocow, a ba-
dane osoby zwyczajowo nigdy nie pily alkoholu
ani nie pality tytoniu.

Ocena zmian stezen TF i TFPI

W badaniu stwierdzono istotnie wyzsze ste-
zenie TF 1 nieistotny wzrost TFPI po pigciu dniach
konsumpcji 14-proc. etanolu. U m¢zezyzn pijacych
czerwone wino zaobserwowano natomiast istotnie
nizsze stezenie TFPI i trend w kierunku obnizania
TF w osoczu po 5 dniach konsumpcji napoju.

Umiarkowane spozywanie alkoholu ko-
rzystnie wptywa na zmniejszanie aktywnosci pro-
zakrzepowej [18-20]. Jednak dziatanie to zalezy
nie tylko od ilo$ci spozytego alkoholu i jego rodza-
ju, ale réwniez od roztozenia konsumpcji w cza-
sie. W wielu badaniach stwierdzono, ze okazyjne
spozywanie duzych ilosci napojow alkoholowych,

Stezenie TFPI u os6b konsumujacych
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tzw. binge drinking, zwigzane bylo z wigkszym
ryzykiem wystapienia zgonu lub choroby niedo-
krwiennej serca. Natomiast regularne wypijanie
matych dawek alkoholu powodowalo istotny staty-
stycznie efekt kardioprotekcyjny [21-23]. W wiel-
kiej populacyjnej analizie amerykanskiej udowod-
niono, ze wystgpowanie epizodow naduzywania
alkoholu moze ostabia¢ korzystny wptyw spozy-
wania generalnie malych i umiarkowanych ilosci
alkoholu na $miertelno$¢ wywotana choroba wien-
cowa u kobiet [24]. Protokoét obecnego badania
wlasnego zaktadal spozycie stosunkowo duzych
ilosci alkoholu (42 g/d) w krotkim czasie przez
abstynentow. Mozliwe, ze obserwowany wzrost
stezenia TF w grupie konsumujacej etanol przez
5 dni moze thumaczy¢ niekorzystne efekty binge
drinking. Jak wskazuje wiele badan, taki model
konsumpcji alkoholu sprzyja zakrzepicy. Jednym
z mechanizmow niekorzystnego wplywu niere-
gularnej konsumpcji alkoholu na procesy zakrze-
powe moze by¢ uposledzenie fibrynolizy i zwigk-
szona aktywacja ptytek krwi [25, 26]. Nie zbadano
dotychczas, w jaki sposob binge drinking wptywa
na stezenie czynnika tkankowego i jego inhibitora.
W badaniu Dimmitt i wsp. [27] nie stwierdzono,
aby zwickszenie dawki alkoholu (z 13 ml/d do
58 ml/d), przyjmowanego w postaci piwa, miato
wplyw na stezenie TFPI. Autorzy zaobserwowa-
li jedynie zwickszenie stezenia czynnika VII oraz
relatywnie wigkszy wzrost inhibitora aktywatora
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Rycina 2. Korelacja miedzy przyrostem stezenia TFPI a przyrostem stezenia TF
w czasie badania u oséb spozywajgcych napoje alkoholowe.
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Rycina 3. Poréwnanie srednich wartosci stezenia selektyny P w osoczu w dniu

pierwszym przed spozywaniem (pomiar 1) i w dniu széstym, po pigciu dniach

spozywania napoju (pomiar 2).

p=NS p=NS

114,7

110,
65,6
n=12 n=11

wino czerwone  wino biale

plazminogenu typu 1 (PAI-1) niz samego aktywa-

tora plazminogenu (tPA).

Wydaje si¢ dos¢ prawdopodobne, ze stwier-
dzone w obecnym badaniu, odmienne od dziatania
etanolu dzialanie czerwonego wina moze wynikac
z korzystnego wplywu substancji polifenolowych
zawartych w winie. Pendurthi i wsp. [28, 29] wy-
kazali, ze resweratrol, charakterystyczny polifenol
win, wywiera hamujacy wptyw na produkcje TF
przez komorki $rodbtonka i monocyty stymulowa-
ne czynnikami zapalnymi poprzez zahamowanie
transkrypcji jego genu. W innym badaniu, u $win
na diecie promiazdzycowej zaobserwowano zaha-
mowanie ekspresji mRNA czynnika tkankowego
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na pobudzonych monocy-
tach u wszystkich zwierzat
otrzymujacych  czerwone
wino w porOéwnaniu ze
zwierzgtami nieotrzymuja-
cymi wina [18]. Wykazano
réwniez, ze poza reswera-
trolem réwniez inne polife-
nole maja hamujacy wplyw
na ekspresj¢ TF [30, 31].
Stopien zahamowania eks-
presji TF zalezal od dawki
polifenoli w roztworze [32].

Nie znamy dotych-
czas wplywu czerwonego
wina i jego polifenoli na ste-
zenie inhibitora zaleznej od
czynnika tkankowego drogi
krzepniecia. TFPI w suro-
wicy wystepuje w formie
wolnej lub zwigzanej z lipo-
proteinami, gléwnie z LDL
[33], istnieje hipoteza,
ze stezenie TFPI w oso-
czu wzrasta w odpowiedzi
na zwigkszenie stgzenia
lipidowych 1 hemostatycz-
nych markerow miazdzycy,
przede wszystkim TF [34].
W obecnym badaniu wias-
nym stwierdzono istotna,
dodatnig korelacje stezenia
TFPI ze stezeniem chole-
sterolu HDL 1 nieistotng
ze stezeniem: TC, LDL
i TG. Z dotychczasowych
badan wynika, ze leczenie
hipercholesterolemii powo-
duje zmniejszenie o0soczo-
wego stezenia catkowitego
TFPI oraz kompleksu TFPI/
Xa [35, 36]. Dowiedziono
réwniez, ze konsumpcja

wina wplywa na obnizenie st¢zenia cholestero-

lu catkowitego, cholesterolu LDL i podwyzszenie

stezenia cholesterolu HDL [37-39]. By¢ moze ist-
nieje zwigzek miedzy zmianami stezenia choleste-
rolu i jego frakcji w odpowiedzi na spozycie wina
a zmniejszeniem stezenia TFPL.

Zazwyczaj w odpowiedzi na zwigkszenie
stezenia czynnika tkankowego obserwuje si¢ row-
niez zwigkszenie stezenia jego inhibitora, chociaz
wzrost TFPI moze by¢ nieproporcjonalnie mniej-
szy do wzrostu stezenia TF, gdyz, jak wynika
z badan, za inaktywacje czynnika tkankowego od-
powiada nie tylko TFPI, ktéry hamuje kompleks
TF-VIla-Xa, ale takze inne substancje [40]. O nie-
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zaleznej rdznicy stezen obu parametrow moze de-
cydowa¢ takze roézny czas ich trwania w osoczu.
Po uwolnieniu do osocza czynnik tkankowy moze
by¢ wykrywany po kilkudziesieciu godzinach, na-
tomiast czas pottrwania TFPI wynosi zaledwie kil-
ka minut [41].

Ocena zmian stezenia selektyny P
i selektyny E

Glownym zréodtem wolnej selektyny P
w osoczu sg pobudzone ptytki krwi, a tylko nie-
wielka cze$¢ pochodzi z komoérek s$rodblonka.
Wedlug niektorych badaczy stezenie selektyny P
moze by¢ markerem aktywacji ptytek, a jej steze-
nie w osoczu koreluje dodatnio z wielkoscig eks-
presji na ptytkach krwi [42]. Poza rolag w adhezji
i agregacji ptytek SP uczestniczy w wedrowce leu-
kocytow przez $ciang naczynia [43].

Dotychczas przeprowadzono nieliczne ba-
dania dotyczace wplywu alkoholu na stgzenie se-
lektyny P. Natomiast wplyw alkoholu na aktywacje
plytek jest stosunkowo dobrze poznany. W ekspe-
rymencie Vazquez-Agell i wsp. [44] stezenie SP
i SE uleglo obnizeniu po 28 dniach spozywania
ginu i wina. Pellegrini i wsp. [45] wykazali, ze po
4 tygodniach konsumpcji etanolu lub czerwonego
wina dochodzi do hamowania agregacji ptytek.
Takze w badaniu Ruf i wsp. [46] roztwdr etano-
lu, wina czerwonego lub wina biatego powodowat
zahamowanie agregacji ptytek krwi w przyblize-
niu o 70%. Udowodniono, ze dezalkoholizowane
czerwone wino rowniez zmniejsza ekspresje mar-
keréw aktywacji ptytek, w tym selektyny P [47].
Zaroéwno etanol, jak i substancje polifenolowe
(resweratrol 1 kwercetyna) moga mie¢ zdolnos¢
hamowania kaskady kwasu [48].

O wptywie alkoholu na ptytki moze decy-
dowac¢ nie tylko jego rodzaj, ale rowniez podana
dawka alkoholu, a takze czas, jaki mingl od poda-
nia alkoholu do momentu pobrania probki do ba-
dania. We wspomnianym juz eksperymencie Ruf
i wsp. [46] stwierdzono zahamowanie agregacji
plytek zaréwno przez etanol, jak i przez wino.
Jednak po zaprzestaniu podawania napojow, po
18 godzinach stwierdzono zwigkszenie aktywacji
ptytek krwi u otrzymujacych etanol i biate wino,
natomiast zmniejszenie aktywacji ptytek w grupie
otrzymujacej czerwone wino. Tak odmienny efekt
dzialania czerwonego wina od efektu pozostatych
napojow moze wynika¢ z addycyjnego do etanolu
wplywu duzej ilosci zawartych w nim polifenoli.
Niekorzystne, prozakrzepowe dziatanie etanolu
moze by¢ spowodowane roéwniez tzw. ,reakcja
z odbicia”. Wedlug czesci badaczy etanol wyka-
zuje dziatanie antyptytkowe tylko wtedy, gdy jest
obecny we krwi, a efekt ten nie utrzymuje sie, gdy
stezenie etanolu spada. Takie dziatanie ,,z odbi-

cia” moze odpowiada¢ za powiklania ostrego spo-
zycia alkoholu, np. udar mézgu i nagly zgon ser-
cowy. W badaniu wlasnym zmniejszenie st¢zenia
selektyny P, mogace $wiadczy¢ o zahamowaniu
aktywacji ptytek u konsumujacych etanol, stwier-
dzono blisko dobe od spozycia ostatniej dawki al-
koholu. Nie wiadomo natomiast, jak zachowywa-
lo si¢ stezenie selektyny P w kilkadziesigt minut,
czy w kilka godzin po spozyciu napojow. Ponadto
badane napoje spozywane byty przez kilka kolej-
nych dni, co takze mogto mie¢ wptyw na otrzy-
mane wyniki.

Selektyna P i selektyna E posrednicza
w migracji monocytow do $ciany naczynia, przez
co przyczyniaja si¢ do progresji miazdzycy. W ba-
daniu Imhof i wsp. [49] stwierdzono, ze spozy-
wanie etanolu lub roztworu dezalkoholizowanego
wina czerwonego hamuje migracj¢ leukocytow.
Udowodniono réwniez, ze resweratrol hamuje
odpowiedz komorek na PDGF wytwarzany przez
pobudzone ptytki krwi, przez co ogranicza pod-
trzymywanie reakcji zapalnej [50]. Mimo ze w ba-
daniu wlasnym nie stwierdzono zwigzku st¢zenia
selektyny E ze spozywaniem napojow alkoholo-
wych, liczne dane wskazuja, ze zarowno alkohol,
jak 1 polifenole czerwonego wina mogga powodo-
wac obnizenie stezenia selektyny E [51-53]. Z ko-
lei obserwacja grupy alkoholikow wykazata, ze
charakteryzuja si¢ oni podwyzszonym stezeniem
selektyny E i ICAM-1, co moze $wiadczy¢ o akty-
wacji zapalnej srodblonka przez przewlekle nad-
uzywany alkohol [54].

W badaniu wlasnym nie stwierdzono istot-
nych zmian aktywnos$ci biatka C po konsumpcji
ktéregokolwiek z 5 badanych napojow. Podobnie
jak w obecnym eksperymencie, Mezzano i wsp.
[55] w swoim badaniu nie stwierdzili wplywu
trzydziestodniowej konsumpcji 240 ml czerwone-
go wina na stezenie biatka C. Badanie obserwa-
cyjne Woodwarda i wsp. [56] wykazato istnienie
dodatniej korelacji migdzy stezeniem biatka S
a spozywaniem alkoholu, natomiast st¢zenie bial-
ka C w surowicy byto jedynie nieznamiennie niz-
sze u konsumujacych alkohol w umiarkowanych
ilosciach niz u pozostatych badanych. Odwrotna
zalezno$¢ miedzy iloscia konsumowanego eta-
nolu a stezeniem TM obserwowano w badaniu
ARIC [57].

Pomimo sugerowanej w badaniach popula-
cyjnych korzystnej roli owocow w zapobieganiu
chorobom uktadu krazenia, u 0s6b spozywajacych
sok z czarnej porzeczki przez 5 dni nie zaobser-
wowano zmian stezenia badanych parametrow.

Podsumowanie
Udowodnione w badaniach populacyjnych
korzystne efekty regularnego spozywania alkoholu
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odnosza konsumujacy okoto 1-3 drinkéw dzien- Whioski

nie. Istniejg jednak watpliwosci dotyczace niejed- 1. Krétkoterminowe spozywanie etanolu przez
norodnego wptywu alkoholu na chorobe wienco- zdrowych abstynentow moze mie¢ niekorzyst-
wa lub udar mozgu u oséb pijacych okazjonalnie ny wplyw na hemostatyczne czynniki ryzyka
i u catkowitych abstynentow oraz znaczenia roz- zalezne od aktywacji krzepnigcia przez czyn-
nych wzorcow spozywania alkoholu. Uwzglednie- nik tkankowy.

nie tylko catkowitej ilosci spozywanego alkoholu 2. Odmienny od wplywu etanolu wptyw spozy-
moze przestania¢ inne istotne zmienne, takie jak wania czerwonego wina na stezenie czynnika
rodzaj, czesto$¢ spozywania alkoholu, $rednia tkankowego i inhibitora zaleznej od czynnika
ilos¢ spozywanego alkoholu, epizody naduzycia tkankowego drogi krzepnigcia moze by¢ skut-
alkoholu, co utrudnia jednoznaczna ocen¢ wply- kiem korzystnego dziatania duzej ilo$ci sub-
wu tych zmiennych na ryzyko sercowo-naczynio- stancji polifenolowych zawartych w winie.

we. W ujeciu populacyjnym potencjalne korzysci 3. Spozywanie etanolu moze wptywac na obnize-
zdrowotne wigzace si¢ ze spozywaniem umiarko- nie osoczowego ste¢zenia selektyny P, bioracej
wanych dawek alkoholu sg ograniczone przez nie- udzial w procesach zapalnych i agregacji pty-
korzystne efekty spoteczne, biologiczne i psycho- tek krwi.

logiczne wynikajace z naduzywania tego trunku. 4. U oso6b spozywajacych sok z czarnej porzeczki
W zwiazku z licznymi dziataniami niepozadanymi nie obserwuje si¢ zmian osoczowego stezenia
nie nalezy spodziewac si¢, ze w przysztosci prze- czynnika tkankowego i jego inhibitora, selek-
prowadzone zostang wielkie badania eksperymen- tyny ptytkowej i Srodbtonkowej, biatka C oraz
talne, ktére pozwolityby wyjasni¢ wewnatrzustro- trombomoduliny.

jowe mechanizmy dziatania alkoholu. Wigkszo$¢
dotychczasowych eksperymentow  przeprowa-
dzono na niewielkiej grupie badanych i zazwy-
czaj przez krotki czas. Takze podczas planowania
obecnego badania nie uniknigto tych ograniczen. dr n. med. Magdalena Weglarz
Jednak podkresli¢ nalezy, ze badana grupa byta prof. dr hab. n. med. Wiadystaw Sinkiewicz
Wyjatkowo jednorodna pod Wzglqdem piCI’ Wieku’ Il Katedra Kardlologll, SZpltaI UniWerSyteCki nr2
podobnej diety, aktywnosci fizycznej, palenia tyto- im. Jana Biziela

) ’ ) X T . 85-168 Bydgoszcz, ul. Ujejskiego 75
niu, a wszyscy badani byli abstynentami w okresie tel.: (52) 365-56-86, 365-56-53
poprzedzajacym badanie. e-mail: magdamon@wp.pl, wsinkiewicz@cm.umk.pl
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HIPERGLIKEMIA, ,,PAMIEC METABOLICZNA”

| ROZWOJ NACZYNIOWYCH POWIKLAN CUKRZYCY

HYPERGLYCEMIA, ,METABOLIC MEMORY” AND DEVELOPMENT
OF VASCULAR DIABETES COMPLICATIONS

Streszczenie

Cukrzyca, zarowno typu 1, jak i typu 2,
jest choroba przewlekla, trwajaca wiele lat, czesto
zwigzang z licznymi powiklaniami, gtéwnie naczy-
niowymi. Jest to schorzenie dotyczace duzej czesci
populacji $§wiata, z tego powodu jest tak waznym
problemem spotecznym. Czynniki $rodowisko-
we, m.in. dieta, ekspozycja na stany hiperglikemii
i hiperlipemii, sa zwigzane z etiologia cukrzycy
i jej powiktan mikro- i makronaczyniowych. Te
powiklania sg glowng przyczyng S$miertelno$ci
z powodu cukrzycy. Wyniki duzych prospektyw-
nych badan klinicznych (DCCT-EDIC, UKPDS)
sugeruja, ze powiklania cukrzycowe przypisywa-
ne zle wyrownanej gospodarce weglowodanowo-
lipidowej jeszcze przed rozpoznaniem cukrzycy
moga pojawi¢ si¢ dlugo po normalizacji glikemii
u chorych w trakcie leczenia hipoglikemizujacego.
Zjawisko to jest tumaczone tzw. efektem ,,pamig-
ci metabolicznej” Iub ,.efektem dziedziczenia”.
Pierwsze doniesienia na temat tego efektu poja-
wily si¢ ponad 20 lat temu, a prace nad etiologia
i mechanizmem tego zjawiska trwaja do chwili
obecnej. Interesujacy jest fakt, ze przemijajaca
ekspozycja na hiperglikemi¢ powoduje trwate, epi-
genetyczne modyfikacje prowadzace do zmiany
struktury chromatyny i ekspresji genow, zwigza-
nych z zaburzeniami metabolicznymi w cukrzycy.

Stowa kluczowe: hiperglikemia, pamig¢é
metaboliczna, metylacja histonéw, powiklania
naczyniowe cukrzycy

Abstract

Diabetes mellitus type 1 and 2 is chronic
disease, which persists many years. It is connected
with many mainly vascular complications,. Pre-
dominant part of human’s world population suf-
fers from diabetes, that is why diabetes is an ur-
gent public health problem. Environmental factors
like diet or exposure to hyperglycemia/hyperlipe-
mia are contributed to etiology of diabetes mel-
litus and its micro- and macrovascular complica-
tions. These complications are the main reason of
mortality burden of diabetes mellitus. The results
of large, prospective clinical trials (DCCT-EDIC,
UKPDS) suggest that diabetic complications at-
tributable to poorly controlled glycemia before
diabetes recognition can manifest long after gly-
cemia normalization during antydiabetic therapy.
It is believed that cause of this effect is so called
»metabolic memory” or the legacy effect. The first
communication about metabolic memory was re-
ported over 20 years ago. Studies concerning eti-
ology and mechanism of this phenomenon are still
in progress. Interestingly, transient exposure to
hyperglycemia causes persist epigenetic modifica-
tions that lead to changes in chromatin and gene
expression, which mediate metabolic dysfunctions
in diabetes mellitus.

Key words: hyperglycemia, metabolic
memory, histon methylation, vascular diabetes
complications

Wstep

W cukrzycy (zaréwno typu 1, jak i typu 2)
dochodzi do uszkodzenia, zaburzenia czynnosci,
a w koncu do niewydolnosci réznych narzadow,

szczegolnie oczu, nerek, nerwow, serca i naczyn
krwionosnych. Najczestszg przyczyna S$miertel-
no$ci chorych na cukrzyce sa powiklania prze-
wlekte zwigzane z makroangiopatia. Miazdzyca
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u tych pacjentow rozni si¢ w znacznym stopniu,
zardwno pod wzgledem klinicznym, jak i morfo-
logicznym, od miazdzycy u chorych z prawidlowa
tolerancja weglowodandéw. Za jedng z przyczyn
tego zjawiska uwazana jest hiperglikemia, a raczej
dysglikemia (znaczne wahania stezenia glukozy),
ktéra toksycznie wplywa na komorki $rodbton-
ka naczyn [1]. Szczegodlne znaczenie przypisuje
si¢ hiperglikemii popositkowej, ktéra znacznie
wyprzedza w rozwoju cukrzycy pojawienie si¢
hiperglikemii na czczo (nawet o kilka lat przed jej
rozpoznaniem). Stad mozna wywnioskowac, ze
powiktania naczyniowe cukrzycy maja poczatek
bardzo wczesnie — w tzw. okresie przedklinicznym
(bezobjawowym) choroby. Duzy procent chorych
w chwili rozpoznania cukrzycy ma juz objawy po-
wikltan sercowo-naczyniowych (m.in. ostry zespot
wiencowy, a nawet przebyty udar mozgu). Powi-
ktania zwigzane z mikroangiopatig u chorych na
cukrzyce objawiaja si¢ nefro-, neuro- i retinopatia,
ktére rowniez wpltywaja na skrocenie $redniego
czasu zycia tej grupy pacjentow. Nalezy pamietac,
ze niewyrownana gospodarka weglowodanowa
nie jest jedynym czynnikiem ryzyka rozwoju po-
wiktan cukrzycy. Bardzo istotne sa rowniez dys-
lipidemia [2], nadci$nienie [3] czy uwarunkowania
genetyczne [4]. Jednak hiperglikemia jest kluczo-
wym czynnikiem uszkodzenia $roédbtonka naczyn,
przebiegajacym za posrednictwem kilku mechani-
zmow metabolicznych i hemodynamicznych.
Gloéwnymi szlakami rozwoju zaburzen
naczyniowych w warunkach hiperglikemii sg
szlaki poliolowy i heksozoaminy, powstawanie
wewnatrzkomoérkowych, ,.trudno odwracalnych”
produktow glikacji (AGE) i m.in. aktywacja ki-
nazy bialkowej C. Procesy te powoduja zwrotne
dziatanie produkowanych w nadmiarze rodnikow
tlenowych w mitochondrialnym tancuchu trans-
portujacym elektrony. Wolne rodniki generowane
w mitochondriach obarczonych nadmiarem sub-
stratéw energetycznych (glukoza, wolne kwasy
thuszczowe) w réznym stopniu przyczyniaja si¢
do powstawania mutacji w mitochondrialnym
DNA (mtDNA), jak i modyfikacji biatek komorki
[5]. Brak histonow ochraniajagcych mtDNA oraz
mniej wyksztalcone procesy naprawcze w mito-
chondrialnym niz w jadrowym DNA powoduja, ze
powstajace mutacje prowadza do trwalego uszko-
dzenia komorek i szybkiego postepu degenera-
cji tkanek. Przemiany te wzmacniaja odpowiedz
wewnatrzkomorkowa na warunki hiperglikemii.
Miedzy innymi dochodzi do zwigkszonej produk-
cji czynnikoéw nasilajacych proliferacje komorek
Sciany naczyn — naczyniowego czynnika wzrostu
srodblonka (vascular endothelial growth factor,
VEGF), transformujacego czynnika wzrostu f3
(transforming growth factor B, TGF-B), insulino-

podobnego czynnika wzrostu 1 (insulin-like gro-
wth factor 1, IGF-1) i indukcji prozakrzepowego
czynnika tkankowego (TF). Poza tym procesy te
zwigkszaja obszar odczynu immunologiczno-za-
palnego, aktywujac szlaki kontrolowane przez
NFkB, oraz proces zapalny w §cianach naczyn,
zwlaszcza naczyn drobnych [5].

Hiperglikemia bierze udzial rowniez w re-
gulacji systemu renina-angiotensyna oraz zmian
w generowaniu i dostgpnosci tkankowej srodbton-
kowego tlenku azotu, przez co aktywuje skurcz
naczyn i przyczynia si¢ do rozwoju nadci$nienia
tetniczego 1 gotowosci prozakrzepowej [6].

Do tej pory przeprowadzono kilka istot-
nych dla wiedzy klinicznej badan na grupach osob
leczonych z powodu cukrzycy typu 1 i typu 2,
w celu sprawdzenia wptywu niewyréwnania go-
spodarki weglowodanowej na rozwoj powiktan na-
czyniowych — DCCT, UKPDS [7, 8]. Wymienione
badania potwierdzily ten wptyw i pokazaty, ze po-
wiktania naczyniowe moga pojawic¢ si¢ juz po wy-
réwnaniu gospodarki weglowodanowej, dlugo po
epizodach hiperglikemii. Efekt ten thumaczono tzw.
efektem ,,pami¢ci metabolicznej” albo ,.efektem
dziedziczenia” [9]. To znaczy, ze nawet krotko-
trwate, przemijajace, ale powtarzajace si¢ stany
hiperglikemii mogg zainicjowaé rozwoj stalych
zmian w aktywnos$ci genow zwigzanych z roz-
wojem cukrzycy, bez zmiany ich struktury — sek-
wencji samego tancucha DNA. Chodzi tu o tzw.
wplyw epigenetyczny hiperglikemii (np. metyza-
cj¢, acetylacje, czyli wprowadzenie nowych grup
chemicznych do istniejgcego materiatu jadrowe-
g0). Ten efekt dotyczy takze zmian w strukturze
chromatyny — biatka strukturalnego jadra. Oba te
zjawiska wywotuja zmiany w ekspresji genow i s
przyczyna tzw. ,,pamieci metabolicznej” tworza-
cych w konsekwencji jeszcze jeden mechanizm
rozwoju naczyniowych powiktan cukrzycy. Wy-
niki tych badan podkreslajg znaczenie wczesnego
wyrownania gospodarki weglowodanowej w pre-
wencji cukrzycy i jej powiktan [7-11].

Obecne badania kliniczne i epidemiolo-
giczne wskazuja na zlozong etiologi¢ rozwoju
cukrzycy, opartg na interakcjach gen-srodowisko
(opartych na zmianach epigenetycznych, ktore
— jak udowodniono — w sposob istotny reguluja
ekspresje genoéw [10]). Wykazaly one réwniez,
ze przej$ciowa hiperglikemia w przeszto$ci moze
wyindukowa¢ w ludzkich komorkach, takze §rod-
blonka, stale, epigenetyczne zmiany, ktore akty-
wuja ekspresj¢ genow pomimo wiasciwej kontroli
choroby i utrzymywania docelowych parametrow
wyrownania cukrzycy nawet we wczesnym obja-
wowym okresie [11]. W ciggu ostatnich kilku lat
prowadzone byty badania na hodowlach komor-
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kowych i modelach zwierzecych, majace na celu
lepsze zrozumienie zwiazkow procesow epigene-
tycznych zwigzanych z hiperglikemia i w konse-
kwencji — rozwojem objawdw powiklan cukrzycy
[11-15].

Modele zwierzece

Badania na szczurach z doswiadczalng cuk-
rzyca wykazaly, ze poczatkowo niepelna kontrola
glikemii powodowala oksydatywny i wywotany
nadprodukcja tlenku azotu (nitrozylacja biatek)
stres, spowodowany przez zwigkszona ekspresje
indukowalnej syntazy tlenku azotu Nos2 [12]. P6z-
niejsze wyréwnanie glikemii nie hamowalo poste-
pu rozwoju retinopatii u tych zwierzat. Przeszczep
wysepek trzustkowych u szczurow w 6 tygodni po
rozwinigciu cukrzycy spowolnit rozwdj retinopa-
tii cukrzycowej i zapobiegal okluzji naczyn siat-
koéwki. Natomiast ten sam zabieg u szczurdw, ale
juz po 12 tygodniach objawowej cukrzycy tylko
czesciowo spowolnil rozwdj retinopatii, ale juz
nie zapobiegal zamknieciu naczyn. Wyniki tych
badan przemawiajg za tym, ze zmiany wywotane
weczesng hiperglikemia sa nieodwracalne, a korzy-
$ci z uzyskania normoglikemii w trakcie leczenia
cukrzycy s mozliwe i najwigksze po jak najszyb-
szej normalizacji glikemii od momentu rozpozna-
nia wezesnych, przemijajacych zaburzen poziomu
glikemii [13].

Modele hodowli komdrkowe;j

Pierwsze badania nad ludzkimi komorkami
srodbtonka stuzyly do demonstrowania zjawiska
przetrwalej zmiany ekspresji genu w odpowiedzi
na okresowa, przemijajacg hiperglikemie [14].
W tym badaniu wykazano wzrost ekspresji gendw
fibronektyny i kolagenu IV w warunkach znacznej
hiperglikemii (50 mmol/l) przez kilka godzin. Ak-
tywacja tej ekspresji pozostawata nadal wysoka,
mimo ze komorki byly hodowane przez nastgpne
kilkanascie dni w warunkach normoglikemii.

Wykazano, ze w tych komodrkach w wa-
runkach hiperglikemii wzrasta st¢zenie markeréw
stresu oksydacyjnego, takich jak aktywno$¢ ki-
nazy bialkowej C (PKCp) czy ekspresja podjed-
nostki NADPH-oksydazy (p47phox). Blokowanie
nadtlenkéw, farmakologicznie lub przez zwigk-
szenie ekspresji genu rozprzggajacego tancuch
mitochondrialny (uncoupling protein 2, UCP2),
zmniejszato wywotang hiperglikemia nadproduk-
cj¢ nadtlenkow i1 normalizowalo ekspresje PCKf
i p47phox [15]. Wyniki tych badan sugeruja, ze
konsekwencje oksydacyjnego stresu komorkowe-
go zwigzanego z mitochondrialng nadprodukcja
wolnych rodnikéw, zaktywowana przez hipergli-
kemig¢ przetrwaly mimo powrotu do normoglike-
mii [15].

Kod epigenetyczny

Epigenetyka to nauka o dziedziczno$ci
pozagenowej, czyli o zmianach ekspresji genow
niezwigzanych z informacjami zawartymi w sek-
wencji DNA.

Epigenetyczna kontrola transkrypcji gendw
opiera si¢ na dwoch gtownych procesach. Pierw-
szy z nich to odwracalna metylacja DNA, gléwnie
cytozyny w pozycji C5 (rzadziej w pozycji N3)
czy metylacji adeniny w pozycji C6. Drugi proces
polega na zmianie struktury i funkcji chromatyny
przez chemiczng modyfikacje histonow — gtdwnie
metylacje, acetylacje¢, fosforylacje i in. aminokwa-
sow histonowych [16]. Metylacja DNA i modyfi-
kacja histonéw sa integralnymi procesami i tworza
dodatkowy, specyficzny, ulegajacy modyfikacji
zaleznej tez od zmian w $rodowisku kod epigene-
tyczny.

Zmiany epigenetyczne materiatu jadro-
wego w komorce odpowiadajg za wiele waznych
zmian w jej funkcji. Przede wszystkim dezakty-
wuja liczne sekwencje powtdrzone, odpowiadaja
za pigtnowanie rodzicielskie, wylaczenie drugiego
chromosomu X w komorkach zenskich, kontroluja
procesy rozwoju i podziatu komorek, czyli dojrze-
wanie i remodeling tkanek.

Modyfikacja histonu H3

Metylacja histonowej argininy i lizyny wia-
ze si¢ z aktywacja lub represja transkrypcji i moze
odgrywac rol¢ markera przetrwatych zmian epi-
genetycznych. Gdy metylacja histonowej argininy
powoduje przede wszystkim aktywacje transkryp-
cji, to metylacja lizyny moze spowodowac zarow-
no aktywacje, jak i represje transkrypcji. Metylacja
konkretnych lizyn w histonie H3 (H3 Lys4, H3
Lys36, H3 Lys79) zwiazana jest z aktywacja eks-
presji genow [17]. Natomiast metylacja H3 Lys27
czy H3 Lys20 ogoélnie koreluje z supresja aktyw-
nosci genu [17].

Metylacja histonowych: lizyny i argininy
zachodzi pod wplywem metylotransferaz, odpo-
wiednio lizynowej i argininowej. Enzymy te na-
leza do trzech rodzin biatek — rodziny biatkowe;j
metylotransferazy argininy, zawierajacej domeng
SET, biatkowej rodziny metylotransferazy lizyny
i niezawierajacej domeny SET DOT-1 podobnych
bialek [18]. Wigkszos¢ metylotransferaz lizyny za-
wierajacych domene SET zostaje wlaczona w pro-
ces epigenetyczny, zwykle modyfikujac konkretna
lizyng na konkretnym histonie. SET7, odkryta nie-
zaleznie przez dwie grupy badawcze [19, 20], jest
zwigzana z rozwojem zaleznej od hiperglikemii
modyfikacji transkrypcji. Kilka badan wskazuje,
ze aktywnos$¢ SET7 metylotransferazy w histonie
H3 Lys4 jest induktorem epigenetycznych zmian
powodujacych przewlekla aktywacje genoéw pod
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wplywem hiperglikemii w komorkach $rodbtonka,
monocytach i komoérkach B trzustki [11, 21, 22].
U myszy pozbawionych SET7 w komorkach 3
trzustki dochodzi do supresji genéw zaleznej od
glukozy sekrecji insuliny, np. Ins 1, Ins 2 czy SI-
c2a2, poprzez utrate zmian w metylacji H3 Lys-
4m?2 [22], ktory wskazuje, ze funkcja SET7 w ko-
morkach B jest niezbedna do wlasciwej produkcji
i wydzielania insuliny. SET7 metylotransferaza
lizyny aktywuje transkrypcje w warunkach hiper-
glikemii przez metylacje Lys4 w H3 u pacjentow
z cukrzycg. Enzym ten moze wigc sta¢ si¢ nowym
celem terapeutycznym w tagodzeniu wywotanych
hiperglikemia powiktan cukrzycy [21-23].

Natomiast aktywno$¢ innego enzymu histo-
nowej H3-metylotransferazy lizyny (SUV39HI),
chroni przed nadmierna aktywacja ekspresji ge-
now prozapalnych poprzez metylacje H3 Lys9
w komorkach migsniowki gladkiej naczyn u osob
z cukrzyca [23].

Poza metylacjg przez SET7 histonowa me-
tylotransferaza argininy — CARMI1 — moze akty-
wowac¢ mediowang przez NF«kB ekspresje genow
odczynu immunologiczno-zapalnego czy apoptozy
— przez metylacj¢ H3 Argl7 w monocytach [24].

Odkryto 1 opisano rowniez demetylaze, kto-
ra odszczepia grupy metylowe w histonach. Jako
pierwsza opisano histonowa, specyficzng dla lizy-
ny demetylaze 1A (LSD1A). Demetyluje ona H3
Lys4, jak rowniez H3 Lys9, co moze, zaleznie od
rodzaju genu, albo aktywowac¢, albo powodowac
supresje transkrypcji [25].

Wyzej wymienione badania potwierdzaja
istotny udziatl metylotransferaz SET7, SUV39H1
i CARMI w regulacji ekspresji genow wywotanej
nawet przejsciowa hiperglikemia.

Zmiany epigenetyczne w modelach pamieci
metabolicznej

Wspomniane w tym artykule badania kli-
niczne sugerujg zalezno$¢ miedzy krotkotrwatymi,
przemijajacymi stanami hiperglikemii, a rozwojem
cukrzycowych powiktan naczyniowych, wystepu-
jacych nawet 30 lat p6zniej, po okresie niewyrow-
nanej hiperglikemii (wyniki badania DCCT roz-
szerzone o wyniki pacjentow tej grupy badanych
po 30 latach — EDIC [26]). Obecnie kilka zespo-
6w badawczych pracuje nad wyjasnieniem przy-
czyny i mechanizmu powstawania tego zjawiska.
Przedmiotem ich pracy jest m.in. identyfikacja po-
tencjalnych ,,$ciezek” aktywacji grup genow indu-
kowanych przez hiperglikemig.

Wiadomo, ze wczesnym markerem roz-
woju cukrzycy, jeszcze przed pojawieniem si¢
klinicznych objawow tej choroby, jest rozwdj
»stanu zapalnego”, z produkcja réznych cytokin
prozapalnych, np. TNFo w insulinoopornych adi-

pocytach (cukrzyca typu 2), czy uszkodzenie ko-
moérek $rodblonka w warunkach hiperglikemii
(cukrzyca typu 1). W kilku badaniach zwrdécono
uwage na indukowang hiperglikemia aktywacje
prozapalnych genow zwigzanych z czynnikiem
transkrypcyjnym NF«kB [11]. W monocytach glu-
koza aktywuje NFxB, dochodzi do hiperacetyla-
cji histonow H3 i H4 i transkrypcyjnej aktywacji
gendw prozapalnych TNFa i indukowalnej cyklo-
oksygenazy COX2. Co wigcej, w genomie wykryto
dwa regiony predysponujace do rozwoju cukrzy-
cy — 6q21 oraz 19q13, w ktorych zakodowane sa
geny histonowej deacetylazy (HDAC) — HDAC?2,
oraz tzw. ,,gen dlugowiecznosci” — SIRT2 [27, 28].
Mozliwe, ze te obserwacje postuza w przysztosci
do préb znalezienia lekow powodujacych modula-
cj¢ aktywnosci HDAC w leczeniu cukrzycy.

Doniesienia z ostatnich kilku lat wskazu-
ja, ze rowniez zmienno$¢ poziomu glikemii moze
prowadzi¢ do zmian epigenetycznych, szczegolnie
metylacji histonéw. Metylacja histonu H3 w miej-
scach Lys4 i Lys9 w monocytach modyfikowata
ekspresje genow biatek zwiazanych z przekazni-
ctwem sygnalu receptora insuliny, stanem zapal-
nym, jak i z mechanizmami stresu oksydacyjnego.
Dodatkowo potwierdzono, ze metylacja argininy
w H3 (H3 Argl7) jest zwigzana z aktywacjg NBkB-
zaleznych genow [24]. Hamujaca transkrypcje me-
tylacja H3 Arg9 byla znacznie obnizona na genach
promujacych zapalenie w komoérkach miesnidwki
ghadkiej naczyn w cukrzycy [23]. Wyniki tych ba-
dan wskazuja na aktywacj¢ przez glukoze zmian
epigenetycznych w genie RELA oraz w komodrkach
srodbtonka [11].

Chociaz samo zjawisko zmian epigenetycz-
nych wptywajacych na ekspresj¢ genoéw jest co-
raz lepiej poznawane, lokalizacja poszczegdlnych
determinant, ktéore wplywaja na rodzaj gendow
o zmienionej ekspresji, jak i trwato$¢ tych zmian
wcigz nie sg znane. Dalsze badania nad epigene-
tycznymi modyfikacjami genomu i nad potrans-
lacyjnymi zmianami biatek, w tym histonéw, po-
moga zdefiniowac przekaznictwo srédkomoérkowe
mechanizméw modyfikacji odpowiedzi komorki
indukowanej przez hiperglikemig.

Podsumowanie

Przewlekle powiktania cukrzycy typu 1
i typu 2, bedace najwazniejsza przyczyna sSmiertel-
nosci z powodu tej choroby, maja podtoze gltownie
mikro- i makronaczyniowe. Istotnym, cho¢ nie je-
dynym czynnikiem ryzyka wystapienia naczynio-
wych powiktan cukrzycy jest, nawet przejSciowo,
na poczatku choroby, zaburzony poziom glikemii.
Wyniki duzych prospektywnych badan klinicznych
(DCCT-EDIC, UKPDS) sugeruja, ze przyczyny
powiktan przypisywane zle wyréwnanej gospodar-
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ce weglowodanowej w trakcie choroby moga wy- i powstania powiklan mimo normalizacji glikemii,
stepowac na samym poczatku niediagnozowanych droga tzw. ,,pamieci metabolicznej” o wyzej opisa-
okresow przejsciowej hiperglikemii, gdy objawy nym mechanizmie epigenetycznych modyfikacji.

(np. naczyniowe) — dtugo po normalizacji glikemii
u chorych na cukrzyce. Badania na hodowlach ko-
morkowych i modelach zwierzgcych ujawnity, ze
przetrwata kliniczna i biologiczna odpowiedZ na
ekspozycje na hiperglikemi¢ pozostaje mimo po-

Adres do korespondencji:

wrotu do warunkow normoglikemii. U pacjentow lek. Matgorzata Kieé-Klimczak

przejsciowa, poczatkowa hiperglikemia indukuje Katedra Biochemii Klinicznej Collegium Medicum
s . C hiato Uniwersytetu Jagiellonskiego

trfxzale, ep1genetyc.zne.modyﬁka<.:]e DNA i histo 31-501 Krakow, ul. Kopernika 15a

néw, co przyczynia si¢ do statej zmiany ekspre- tel.: (12) 424-87-92

sji gendw odczynu immunologiczno-zapalnego e-mail: mkieck@mp.pl
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Regulamin zamieszczania prac

Zasady przyjmowania i publikacji prac do kwartalnika ,,Czynniki Ryzyka”

Kwartalnik ,,Czynniki Ryzyka” jest czasopismem indeksowanym w INDEX COPERNICUS. ,,Czynniki Ryzyka” zamieszczajg
prace pogladowe, oryginalne, kazuistyczne i inne dotyczace szeroko rozumianej problematyki patogenezy miazdzycy, jej
leczenia, epidemiologii, profilaktyki, roli zywienia, itp.

Prawa autorskie

Przyjmujgc prace do druku wydawca nabywa na zasadzie wytgcznosci prawa autorskie do wydrukowanych prac (w tym
prawo do wydawania drukiem, na nosnikach elektronicznych oraz w Internecie). Dopuszcza sig jedynie drukowanie stresz-
czen bez zgody wydawcy. Autorzy mogg otrzymac 5 egzemplarzy kwartalnika.

Format prac

¢ Prace powinny by¢ nadestane na adres redakcji na CD-romie w formacie Word for Windows lub w wersji elektronicznej
na adres mailowy: kornelch@sci.pam.szczecin.pl, przy zachowaniu nastepujgcych zasad wielko$¢ czcionki 12 punktow,
odstepy miedzy wierszami 1,5 linii, margines lewy 2 cm, margines prawy 3 cm.

Do pracy nalezy dotgczy¢ zgode wszystkich autoréw na publikacje. Zgoda na publikacje jest jednoznaczna z oSwiadcze-
niem autorow, ze praca nie byta publikowana w cato$ci w innym czasopismie medycznym (innym, polskim czasopismie
medycznym). Do maszynopisu nalezy dotgczy¢ oSwiadczenie podpisane przez wszystkich autorow stwierdzajace, ze
brali udziat w przygotowaniu pracy i biorg odpowiedzialnos¢ za jej tre$¢. Zgode autoréw oraz o$wiadczenie mozna
przestac rowniez w wersji elektronicznej na adres mailowy: maria.liedke@mededu.pl

* Tekst pracy oryginalnej powinien sktadac sig z nastepujgcych czesci: wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki, omé-
wienie, wnioski, piSmiennictwo, opisy rycin i ryciny. Przy stosowaniu skrétdw konieczne jest podanie petnego brzmie-
nia przy pierwszym uzyciu. Wszystkie skroty muszg by¢ wyjasnione w artykule przy ich pierwszym uzyciu, a takze
dodatkowo w kazdym opisie wszystkich tabel i rycin i w obydwu wersjach jezykowych streszczenia.

» Na pierwszej stronie pracy nalezy podac: petne imig i nazwisko autora (autoréw), stopien, tytut naukowy autora (auto-
row), tytut pracy (polski i angielski), petng nazwe osrodka (oSrodkdw) z ktorego praca pochodzi, stopien, tytut naukowy
oraz imie i nazwisko kierownika osrodka. Na dole strony nalezy umiescic adres, na jaki autor zyczy sobie otrzymywac
korespondencje wraz z tytutem naukowym, petnym imieniem i nazwiskiem, oraz numerem telefonu (prosimy o zazna-
czenie, czy autor wyraza zgode na publikacje numeru telefonu) i adresem poczty elektronicznej.

Do pracy nalezy dotgczy¢ streszczenie zardwno w jezyku polskim, jak i angielskim. Streszczenie prac oryginalnych po-
winno zawiera¢ ok. 150-250 stow i sktadac sie z nastepujgcych elementow: Wstep, Cel pracy, Materiat i metody, Wyniki,
Whioski. W streszczeniu nie nalezy stosowac skrotow.

* Po streszczeniu nalezy podac stowa kluczowe (3-5) w jezyku polskim i angielskim.

Pismiennictwo

* Pismiennictwo powinno by¢ utozone wedtug kolejnosci cytowania w pracy.

* Przy opisach artykutéw z czasopism nalezy podac: nazwisko autora, pierwszg litere imienia (przy wigkszej niz 4 liczbie
autorow podaje sie tylko pierwszych trzech i adnotacje ,et al.” w pracach w jezyku angielskim oraz ,,i wsp.” w pracach
w jezyku polskim), tytut pracy, skrot tytutu czasopisma, rok wydania, numer tomu (rocznika), numery stron, na ktérych
zaczyna sie i koriczy artykut. Nalezy zachowac zapis i interpunkcje Scisle wedtug ponizszego przyktadu: Kowalski J.:
Fibrates in treatment of CHD. Czynniki Ryzyka, 1992; 70:733-737

* Przy opisach ksigzek nalezy podac: nazwisko autora, pierwszg litere imienia, tytut, oznaczenie kolejnosci wydania,
wydawnictwo, miejsce i rok wydania, numery stron; przy pracach zhiorowych nazwisko redaktora odpowiedzialnego
podaje sie po tytule ksigzki i skrécie ,red.”. Nalezy zachowac zapis i interpunkcje Scisle wedtug ponizszego przyktadu:
Kowalski J.Zasady Publikacji prac naukowych Zespot Metaboliczny 33 pytania. Emka Media Group, Warszawa 2003;
354-366

Zdjecia, grafiki

* Zdjecia i grafiki powinny by¢ nadestane na adres redakcji na CD-romie lub DVD-romie w jednym z podanych formatdow:
*.jpg *.eps, *.bmp, *.gif, *.tif, *.cdr, *.ai.

¢ Materiaty skanowane powinny posiadaé rzeczywisty rozmiar jaki ma by¢ uzyty w publikacji oraz rozdzielczo$é 300 dpi.

» Wszystkie dostarczone materiaty powinny by¢ dokfadnie opisanie.

Uwagi

» Nadestane prace sg kierowane do niezaleznych recenzentow w celu zakwalifikowania do druku.

» Redakcja zastrzega sobie prawo opatrzenia publikowanych prac komentarzem redakcyjnym oraz do redagowania teks-
téw. Prace przygotowane niezgodnie z zasadami zostang zwrdcone autorom do poprawienia.

» Redakcja nie odpowiada za tres$¢ zamieszczanych reklam.

* Redakcja nie zwraca materiatow nie zamowionych.
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POLSKIE TOWARZYSTWO BADAN NAD MIAZDZYCA CZEONEK IAS

PTBEM

POLISH SOCIETY FOR ATHEROSCLEROSIS RESEARCH MEMBER OF THE IAS

XIV NAUKOWY ZJAZD

Polskiego Towarzystwa Badan nad Miazdzyca
20-23 pazdziernika 2011 r., Krag k. Koszalina

Organizator:
prof. dr hab. Marek Naruszewicz
prof. dr hab. med. Tomasz Guzik

Sekretariat:
dr n. med. Grzegorz Osmenda
dr n. med. Wiadystaw Kosiniak-Kamysz

Tematy wiodace:

e Molekularne podstawy miazdzycy i jej biomarkery

e Ryzyko rezydualne miazdzycy i choroby niedokrwiennej serca

e Miazdzyca a nadci$nienie tetnicze — od zwigzkéw hemodynamicznych do immunologicznych
e Varia

— sesje plenarne w jezyku polskim

The Eight -{Krag — Atherothrombosis Conference

— prezentacja najnowszych osiagnig¢ wiodacych osrodkow polskich i §wiatowych w zakresie miazdzycy
— sesja w jezyku angielskim

‘Warunki uczestnictwa na odwrocie.

Z.gloszenie uczestnictwa
w XIV Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Badan nad Miazdzyca

IMIQ 1 NAZWISKO .evieiiiiieiecieeie ettt ettt ettt st e b s te et e e e e sbeess et e esseeseenseeseenseensenseensesseensens Forma uczestnictwa:
Tytul/StOPICA NAUKOWY ...eeieiieiiieiiee ettt ettt et e sttt e e et e ste et e seeeneesneeneens czynna [ ]
MiejSCE Pracy (OSTOACK) ...oviiviiiieiiiiieieit ettt ettt ettt et beeaeesaeeraesaeensesseessesaeensens bierna []
........................................................................................................................................................... (zaznaczyé wiasciwe)
Adres do KOTESPONACIICTI: ...vevieuiieiieiieiieit ettt ettt e s et e st e sae et esaeeneesaeeneesaeeneens

Tel./faks: e €-NALL .o

Zglaszam doniesienie (WStEPNY YU ...c.ooiiiiiiiiiee e

(miejscowos¢, data) (podpis)



Warunki uczestnictwa w Zjezdzie

Zgloszenia na Zjazd prosimy przesylaé¢ do 31 sierpnia 2011 r. na adres:
dr n. med. Wtadyslaw Kosiniak-Kamysz

Katedra Choréb Wewngetrznych i Medycyny Wsi

Szpital Specjalistyczny im. J. Dietla w Krakowie

ul. Skarbowa 1, 31-121 Krakow

Sekretariat Zjazdu:

tel.: (12) 633 00 03, (12) 687 62 10, tel./faks: (12) 631 04 40,
e-mail: osmendag@wp.pl

Rejestracja elektroniczna:

www.ptbnm.pl

Streszczenia nieprzekraczajace 250 sléw prosimy przesyla¢ na e-mail: osmendag@wp.pl
— tel.: (12) 631 04 40.

Przyjmowanie streszczen do 31 sierpnia 2011 r. Powinny one zawiera¢ nastepujace informacje:
— tytut pracy,

— nazwiska autorow (z podkresleniem nazwiska i imienia osoby prezentujacej prace),

—nazwe i adres osrodka naukowego (takze telefon i adres e-mailowy),

— gléwny tekst (cel pracy, krotka metodyka badan, wyniki i wnioski).

Oplaty za uczestnictwo prosimy przesyla¢ do 31 sierpnia 2011 r.

Numer konta, na ktéry nalezy przesyta¢ oplaty za uczestnictwo w zjezdzie:

Polskie Towarzystwo badan nad Miazdzyca PKP II O/Szczecin 94 1020 4795 0000 9602 0080 1381.
— dla cztonkéw PTBnM (optacona sktadka czlonkowska za rok 2011) — 700,00 zt

— dla pozostatych uczestnikow — 750,00 zt

Oplata za uczestnictwo zawiera koszt pobytu 1 osoby: 3 x nocleg, $niadanie, obiad, kolacja.

Zakwaterowanie wylacznie w hotelu Podewils w Kragu — liczba miejsc ograniczona, nie przewidujemy
w zwigzku z tym obecno$ci 0s6b towarzyszacych.

Przypominamy czlonkom PTBnM, ze podczas zjazdu odbedzie si¢ zebranie Zarzadu.

Katedra Chorob Wewnetrznych i Medycyny
Wsi Uniwersytetu Jagiellonskiego

Polskie Towarzystwo Badan nad Miazdzyca

ul. Skarbowa 1
31-121 Krakow



ZGLOSZENIE G

Uprzejmie prosze o przyjecie mnie w poczet cztonkow

POLSKIEGO TOWARZYSTWA BADAN NAD MIAZDZYCA
(podpis zgtaszajgcego)
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3. Rodzaj ukoriczonych studiéw (uczelnia, wydziat, rok UKOFICZENIA) .........cueiviueieriiiieietei sttt ettt st
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W kratkach prosimy zaznaczy¢ adres do korespondencji. Cztonkowstwo PTBnM gwarantuje bezptatne otrzymywanie
kolejnych egzemplarzy ,,Czynnikow Ryzyka”

Przyjeto w poczet cztonkéw
Polskiego Towarzystwa Badan nad MiazdZyCg W dNiU .........cccoeveivieeeiirieeeeeeeee s

(Przewodniczacy) (Sekretarz)

Sktadka cztonkowska za rok 2010 wynosi 40 zt
Nasze konto: Polskie Towarzystwo Badari nad Miazdzycg PKO Il 0/Szczecin 94 1020 4795 0000 9602 0080 1381
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ZAMOW PRENUMERATE W ATRAKCYJNEJ CENIE! 39 zt za 4 numery

Prenumeratorzy chcgcy otrzymac fakture VAT proszeni sg o przekazanie petnych danych (nazwa, adres, NIP)
faksem pod numer: (22) 862-36-63 wew. 30 lub e-mailem: marcin.szpak@mededu.pl
W przypadku, gdyby adres dostawy byt inny od adresu wptacajgcego, prosimy o informacje.

Wytnij kupon, wypeij go i optaé prenumerate na poczcie lub w banku
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