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Szanowni Panstwo,

Choroby metaboliczne to pojecie o bardzo szerokim znaczeniu. W najogdlniejszym sensie sa to stany patologiczne spowo-
dowane zaburzeniami aktywnosci enzymoéw lub innych biatek uczestniczacych w procesach metabolicznych organizmu czyli w
tzw. przemianie materii. Ich skutkiem jest czesto nadmierne nagromadzanie lub niedobér metabolitéw, deficyt energetyczny
komoérek, a takze zaburzenia sygnalizacji wewnatrzkomorkowej, prowadzace do niewtasciwej odpowiedzi komérek na bodzce.
Choroby metaboliczne moga by¢ spowodowane pojedyncza mutacjg konkretnego genu (tak jak fenyloketonuria) lub moga
mie¢ podioze wielogenowe (tak jak cukrzyca typu 2). Ich ujawnienie sie i nasilenie objawéw moze by¢ czeSciowo zwigzane
z czynnikami Srodowiskowymi (cukrzyca typu 2, zesp6t metaboliczny) lub moze by¢ od nich niezalezne. Niektére choroby
metaboliczne, chociaz dotykaja catej komérki i w efekcie catego organizmu, maja swoje podtoze w zaburzeniu funkcjonow-
ania konkretnych organelli (mitochondriéw lub peroksysomoéw). Niewatpliwie wsp6lnag cecha choréb metabolicznych jest ich
nieuleczalno$¢ w sensie np. mozliwosci usunigcia pierwotnej przyczyny, natomiast w miare postepu naukowego oraz rozwoju
medycyny coraz cze$ciej staje sie mozliwe tagodzenie skutkéw choroby, poprawa komfortu i wreszcie przedtuzenie zycia
pacjentéw. Pewna szanse upatruje sie w badaniach systemowych pozwalajacych, jak sie przypuszcza, na zindywidualizow-
anie podejscia terapeutycznego w przypadku wielu choréb, w tym dziedzicznych choréb metabolicznych i cukrzycy typu 2.
Osiagniecia genomiki, proteomiki i ostatnio metabolomiki daja taka nadzieje.
W jednym zeszycie Postepéw Biochemii trudno jest wyczerpujaco omoéwi¢ tak obszerng tematyke. Redakcja staneta przed
konieczno$cia dokonania wyboru miedzy skoncentrowaniem sie na wybranej grupie choréb lub przedstawienia ich w nieco
szerszym kontekscie. Wybrano tg drugg mozliwos$¢, dzieki czemu obok choréb dziedzicznych spowodowanych zidentyfikowang
pojedyncza mutacja, takich jak choroby spichrzeniowe, choroby peroksysomalne czy zwigzane z metabolizmem nukleotydéw,
znalazta sie tu otytos$¢ i cukrzyca typu 2. Ponadto wtaczono tu choroby spowodowane mutacjami w genach kodujacych biatka
mitochondriéw. Zazwyczaj zalicza sie je do kategorii ,choroby mitochondrialne", ale niewatpliwie jest to jedna z klas choréb
metabolicznych o powaznych konsekwencjach dla komérki. Zdajemy sobie sprawe z arbitralno$ci naszego wyboru oraz z tego,
ze przedstawione w niniejszym zaszycie artykuty dotycza tylko niewielkiego wycinka bardzo szerokiej problematyki naukowej
i medycznej. Wyrazamy wszelako nadzieje, ze lektura proponowanych artykutdéw, napisanych przez wybitnych specjalistow,
wzbudzi Panstwa zainteresowanie.

Z wyrazami szacunku

Voo

Krz~$ztof Zabtocki
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FP7-REGPOT-2010-1, Nr kontraktu: 264173, 2011 -2014

finansowany w ramach Programu Szczego6towego ,Mozliwosci” (Capacities)

7 Programu Ramowego UE

Gtownym celem Projektu jest wzmocnienie pozycji Instytutu Nenckiego

jako krajowego centrum kompetencji w dziedzinie bio-obrazowania

Zadania realizowane w ramach Projektu to:
- rozszerzenie potencjatu badawczego Instytutu

- dwustronna wymiana wiedzy i doswiadczen

- stymulacja innowacji i transferu technologii

- organizacja warsztatéw i konferencji

- promocja i popularyzacja nauki
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Spotkania Mtodych z Naukg w
Poznaniu. 17 marca 2011 roku w
Sali Senatu Centrum Kongresowo-
Dydaktycznego Uniwersytetu Me-
dycznego w Poznaniu (UMP) po
raz drugi odbyty sie otwarte wy-
ktady z cyklu ,,Spotkania Mtodych
z Naukg". Konferencja zostata zor-
ganizowana przez Koto Naukowe
Biosfera przy Katedrze Chemii Kli-
nicznej i Diagnostyki Molekularnej
UMP oraz Mtodg Farmacje Poznan.
Wydarzenie, ktéremu patronowa-
ty Uniwersytet Medyczny im. K.
Marcinkowskiego w Poznaniu, Pol-
skie Towarzystwo Biochemiczne,
a w tym roku réwniez Poznanskie
Towarzystwo Przyjaciét Nauk, po-
nownie zgromadzito liczng grupe
mtodych oso6b, ktére chcag wiedzie¢
wiecej, ale tez dzieli¢ sie swojg
wiedzg z innymi. ldeg spotkan jest
umozliwienie prezentacji wynikéw
prac badawczych prowadzonych
przez osoby, ktére dopiero rozpo-
czynajg swojg kariere naukowg. Naj-
liczniejszg grupe, sposrod 16 prele-
gentdw, stanowili magistranci; dla
wielu z nich byta to pierwsza okazja
do publicznego wystapienia i prze-
konania innych do warto$ci swoich
badan. A byto kogo przekonywac,
gdyz na widowni zgromadzito sie
niemal 100 os6b, szczelnie wypet-
niajagc sale posiedzen senatu UMP.
Wsrdd gosci specjalnych znalezli sie
dziekan Wydziatu Farmaceutyczne-
go prof. dr hab. Edmund Grzesko-
wiak, przedstawiciele Uniwersytetu
Zachodniopomorskiego w Szczeci-
nie, a takze delegacja z Uniwersy-
tetu Medycznego w Biatymstoku, z
profesorem Jerzym Patkg na czele.
Jak sie okazato tematyka, ktorg in-
teresujg sie Mtodzi Naukowcy ma
czesto charakter interdyscyplinarny,
a dotyczy zagadnien z kregu metod
leczenia konwencjonalnego, rekom-
binacji, komorek macierzystych,
opornosci wielolekowej i zupetnie
nowych z zakresu terapii fotodyna-
micznej. Mozna wiec powiedziec,
ze prym, jak na uczelnie medyczng
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przystato, wiodg tematy zwigzane
z postepami farmakoterapii nowo-
tworéw. Doskonatlym podsumowa-
niem spotkania byt wyktad zapre-
zentowany przez profesora Jerzego
Patke na temat zastosowania inhibi-
torow angiogenezy jako nowocze-
snej, celowanej terapii w leczeniu
choréb nowotworowych. Po raz ko-
lejny okazato sie, ze naukowcy, cho¢
wywodzg sie z réznych Srodowisk,
majg ze sobg wiele wspdinego. Dazg
do wspolnego celu i nawet jezeli re-
prezentujg rézne dziedziny nauki
(biologia molekularna, immunolo-
gia, biotechnologia), to wsp6lnym
mianownikiem ich dazen pozostaje
identyfikacja procesow biochemicz-
nych, ktédrych znajomos$¢ daje szan-
se na zrozumienie etiologii, ale i na
diagnostyke oraz wyleczenie wielu
choréb cywilizacyjnych. Jedno jest
pewne. Studenci prezentujgcy swo-
je prace, poprzez poziom wystgpien
i badan, pokazali, z jak preznych
oSrodkow sie wywodzg. Pozostaje
mie¢ nadzieje, ze

KRAJOWE

czg (w rozumieniu ustawy z dnia
27 sierpnia 2009 roku o finansach
publicznych) powotang do realizacji
zadan z zakresu polityki naukowej,
naukowo-technicznej i innowacyj-
nej panstwa. Giownym zadaniem
NCBIR jest zarzadzanie i realizacja
strategicznych programow badan
naukowych i prac rozwojowych,
ktére bezposrednio przektadajg sie
na rozwéj innowacyjnosci. Do za-
dan NCBIiR nalezy wspieranie ko-
mercjalizacji i innych form transferu
wynikéw badan naukowych do go-
spodarki, zapewnienie dobrych wa-
runkéw do rozwoju kadry naukowe,
w szczeg6lnosci udziatu mitodych
naukowcdw w programach badaw-
czych, realizacja miedzynarodo-
wych programoéw mobilnosci na-
ukowcdw oraz inne zadania zlecone
przez Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego. Centrum jest finanso-
wane ze $Srodkdéw skarbu Panstwa
oraz funduszy Unii Europejskiej.
NCBIR realizuje takze zadania zle-

cone przez MNiISW. W

juz rosnie kolejne
. R < .
pokolenie pasjona- e"®®e"

‘\
tow badari, kiorzy ‘@@ Gy,
dzigki mozliwosci .......'-
S . ) L] ® 0
potkania, wy o 000"
miany mysli i do- L

Swiadczen, stwo-
rza obiecujaca, ale
i realng perspekty-
we powrotu Nauki
Polskiej na usta
przedstawicieli Nauki catego Swia-
ta. Po zakonczeniu tegorocznej kon-
ferencji mtodzi naukowcy, przed-
stawiciele Kota Naukowego BIOS-
FERA (Ryc. 1) oraz Mtoda Farmacja
Poznan, zacheceni cieptym przyje-
ciem ich inicjatywy, zadeklarowali
che¢ kontynuacji Spotkan Mtodych
z Nauka w kolejnych latach (opr. dr
Btazej Rubi$ — opiekun Kota Na-
ukowego Biosfera).

wego BIOSFERA.

Narodowe Centrum Badan i Roz-
woju (NCBIiR, Warszawa, ul. Nowo-
grodzka 47a) jest agencjg wykonaw-

Liosfer

Ryc. 1. Logo Studenckiego Kota Nauko-

2007 roku przekazano
NCBIiR programy ERA-
NET, EUREKA inadz6r
nad zamawianymi pro-
jektami badawczymi.
Dnia 15 marca b.r. zo-
staty otwarte konkursy
na miedzynarodowe
projekty badawcze z za-
kresu nauki i technolo-
gii w ramach programu
ERA.NET Rus. Jego celem jest stwo-
rzenie warunkow do dtugofalowej
wspOtpracy badawczej pomiedzy
panstwami UE i stowarzyszonymi
w ramach 7. Programu Ramowego
a Rosja.

Narodowe Centrum Nauki, po-
wotane w oparciu o ustawe z dnia
30 kwietnia 2010 roku o Narodo-
wym Centrum Nauki jest agencja
wykonawcza w rozumieniu ustawy
z dnia 27 sierpnia 2009 roku o finan-
sach. Celem Narodowego Centrum
Nauki jest wspieranie dziatalnos$ci
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naukowej w zakresie badan podsta-
wowych. Narodowe Centrum NauKki
(Krakéw, ul. Kréolewska 57) otwarte
4 marca przez prof. Barbare Kudryc-
kg, ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, uroczyscie zainauguro-
wato swojg statutowg dziatalnos$¢.
Minister powotata na dyrektora
Centrum prof. Andrzeja Jajszczyka,
ktéry wczesniej zostat wskazany na
to stanowisko przez Rade Narodo-
wego Centrum Nauki. Narodowe
Centrum Nauki ogtosito konkursy
na finansowanie projektéw badaw-
czych z zakresu badan podstawo-
wych: na finansowanie projektéw
badawczych, w tym finansowanie
zakupu lub wytworzenia aparatury
naukowo-badawczej niezbednej do
realizacji tych projektow; na finan-
sowanie projektow badawczych, re-
alizowanych przez osoby rozpoczy-
najgce kariere naukowa, ktére nie
posiadaja stopnia naukowego dok-
tora; na finansowanie projektéw ba-
dawczych realizowanych przez oso-
by rozpoczynajgce kariere naukowg
posiadajace stopien naukowy dokto-
ra; na finansowanie miedzynarodo-
wych projektéw badawczych, ktére
nie podlegaja wspoéHinansowaniu
z zagranicznych $rodkéw finanso-
wych.

Profesor Barbara Kudrycka,
minister nauki i szkolnictwa wyz-
szego, uznata, ze w czasie nadcho-
dzgcego nizu demograficznego po
reformie szkolnictwa wyzszego do-
bre ibardzo dobre uczelnie, réwniez
niepubliczne, bedg silnie wspierane
z budzetu panstwa. Zdaniem mi-
nister nowelizacja ustaw o szkol-
nictwie wyzszym pomoze dobrym
uczelniom prywatnym przetrwaé
trudniejsze czasy. Zapewnita, ze juz
teraz dobre niepubliczne uczelnie
dostajg fundusze z budzetu Pan-
stwa, a dobre projekty z uczelni
prywatnych sg finansowane ze $rod-
kow strukturalnych. Ponadto uczel-
nie prywatne prowadzace ciekawe
projekty dydaktyczne lub badawcze
moga je realizowaé na przykiad w
ramach programu kierunkéw zama-
wianych. Istotng wartoScig obecnej
polityki MNIiSW jest propozycja,
aby uczelnie niepubliczne, o ile bu-
duja i stabilizujg kadre szkoty, mo-
gty otrzymywac $rodki na realizacje
studiow doktoranckich. Przeciw-
dziatajac ztej polityce rekrutacyjnej
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uczelni (brak zapotrzebowania na
absolwentéow kierunkéw studidow
masowych) MNiISW wprowadzito
program kierunkéw zamawianych,
ktéory ma zmieni¢ strukture ksztat-
cenia.

Uniwersytet Technologiczno-
Przyrodniczy im. Jana i Jedrzeja
Sniadeckich w Bydgoszczy jest
uczelniag o 60-letniej tradycji. Na
jego terenie powstajg nowoczesne
laboratoria Regionalnego Centrum
Innowacyjnosci. Beda one stanowi¢
zaplecze badawcze przede wszyst-
kim dla przedsiebiorstw regionu
kujawsko-pomorskiego. Projekt
opiera sie na modernizacji i adapta-
cji istniejacych obiektow uczelni,
do ktérych trafig nowe urzadzenia.
Nowoczesne wyposazenie sukce-
sywnie otrzymuja m.in. laboratoria
Badan Wt#tasnosci Mechanicznych
oraz Skitadu Chemicznego Mate-
riatbw Konstrukcyjnych, Badania
Zywnosci i Urzadzen Przemystu
Chemicznego, Badania Urzadzen
Elektrycznych Niskiego Napiecie i
Jakosci Produkcji, a takze Centrum
Digitalizacji i Przetwarzania Infor-
macji Naukowo-Technicznej. Pierw-
szy etap budowy Regionalnego
Centrum Innowacyjno$ci przepro-
wadzono w latach 2005-2007, gdy
wzniesiono i wyposazono cze$¢ dy-
daktyczna osrodka. Drugi etap two-
rzenia zakonczy sie w lutym 2014
roku. Wszystkie jednostki Centrum

ff

Testis

Ryc. 2. Osteokalcyna — testosteron, wedtug Celi
(2011) 144: 641-643.

bedg stanowity sieé¢, ktéra bedzie
wspotdziatata z powstajagcym Krajo-
wym Systemem Innowacji, a takze z
systemem innowacyjnosci Unii Eu-

ropejskiej Koszt inwestycji w prze-
wazajgcej wartosci finansowany jest
ze $rodkow unijnych, (wg witryny
»~Nauka w Polsce")

Osteokalcyna, hormon wytwa-
rzany w kosciach i regulujacy pro-
ces ich odbudowy, wptywa na me-
skg ptodno$¢ (Ryc. 2). Publikacja
p.t. Endocrine Regulation of Mate
Fertility by the Skeleton, przedsta-
wiajgca wyniki badan, w ktérych
uczestniczyli polscy mitodzi na-
ukowcy, Grzegorz i Olga Sumaro-
wie, ukazata sie w renomowanym
czasopismie Celi w lutym b.r. (144:
641-643). Autorami pracy sg Franek
Oury, Grzegorz Sumara, Olga Su-
mara, Mathieu Ferron, Haixin
Chang, Charles E. Smith, Louis Her-
mo, Susan Suarez, Bryan L. Roth,
Patricia Ducy i inni). Badacze zdajac
sobie sprawe z istotnego wptywu
hormondéw piciowych, estrogenu i
testosteronu, na wzrost i gesto$¢ ko-
§ci postawili odwrotne pytanie: —
Czy szkielet reguluje uktad rozrod-
czy? Doswiadczenia prowadzono
na genetycznie zmodyfikowanych
myszach, ktére pozbawiono genu
odpowiadajgcego za produkcje oste-
okalcyny. Majac na wzgledzie silny
wplyw estrogenu na kosSci badacze
spodziewali sig, iz odwrotna zalez-
no$¢ jest bardziej prawdopodobna
u samic. Doswiadczenia przyniosty
jednak niespodzianke; kosci fak-
tycznie kontroluja ptodnos¢, ale wy-
tacznie meska. Osteokalcyna doda-
na do hodowli komoérek, odpowia-
dajagcych w jadrach za produkcje te-
stosteronu (tzw. komoérki Leydiga),
stymulowata wydzielanie meskiego
hormonu, a wstrzyknieta zwyktym
samcom powodowata u nich wzrost
stezenia testosteronu we krwi. Nie
pobudzata jednak produkcji estro-
genu w jajnikach. Zmodyfikowane
genetycznie osobniki meskie, ktore
nie wytwarzaty osteokalcyny, rza-
dziej ptodzity potomstwo i byto ono
0 potowe mniej liczne niz w przy-
padku typowych samcow. Stwier-
dzono u nich réwniez nizsze steze-
nie testosteronu we krwi, mniejsze
rozmiary jader i spadek liczebnosci
plemnikéw. Samice nieprodukujace
osteokalcyny nie miaty zmian w po-
ziomie estrogen6w oraz morfologii
1 strukturze narzagdow piciowych.
Dalsze badania wykazaty, ze u sam-
cow, ktore nie wytwarzaty osteokal-
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cyny, komérki Leydiga wytwarzaty
znacznie mniej enzymow reguluja-
cych synteze testosteronu. Ziden-
tyfikowano w komdrkach Leydiga
z jader typowych samcow receptor,
poprzez ktory osteokalcyna stymu-
luje produkcje testosteronu. Jest to
biatko oznaczone symbolem Gpr-
céa. U samcow genetycznie zmo-
dyfikowanych badacze wykazali,
ze osobniki pozbawione tego biatka
receptorowego majg obnizony po-
ziom testosteronu oraz zmniejszo-
ne zdolnosci rozrodcze. Receptora
nie znaleziono w jajnikach. Wydaje
sie, ze opisane mechanizmy moga
dotyczy¢ rowniez ludzi; osteoblasty
cztowieka wydzielajg osteokalcyne.,
a receptor osteokalcyny znajduje
sie na powierzchni komdrek pro-
dukujgcych testosteron w jadrach
cztowieka. Wiegkszos$¢ uktadéw hor-
monalnych dziata niemal w iden-
tyczny sposéb u ludzi i u myszy. O
ile wpltyw osteokalcyny na synteze
testosteronu zostanie potwierdzony
rowniez w badaniach u mezczyzn,
to prawdopodobnie bedzie mozna
wyttumaczy¢é niezrozumiate do-
tad przypadki nieptodnosci u nich.
Obecnie mozna rozpocza¢ poszuki-
wania mutacji w genie kodujagcym
osteokalcyne lub jej receptor u mez-
czyzn, ktdrzy nie moga doczekad sie
potomstwa. Dotychczasowe bada-
nia moga skutkowaé w przysztosci
rozwojem nowych metod leczenia
bezptodnosci u mezczyzn, i innych
schorzen wywotanych niedoborami
testosteronu. Produkcja osteokalcy-
ny zmniejsza sie z wiekiem, bowiem
zmniejsza sie liczba komorek budu-
jacych tkanke kostng. Poziom testo-
steronu, i ptodno$¢ mezczyzn obniza
sie takze istotnie podczas starzenia.
Potencjalnie terapia zwiekszajgca
produkcje osteokalcyny nie zatrzy-
ma starzenia, ale mogtaby pomoéc w
leczeniu skutkéw tego procesu. Na-
ukowcy planujg bardziej szczeg6-
towo wyjasni¢ mechanizm, na dro-
dze ktérego osteokalcyna pobudza
wytwarzanie testosteronu. Chcieli-
by tez zrozumie¢, dlaczego tkanka
kostna reguluje ptodno$é meska,
a nie wptywa na ptodnos$¢ samic.
Mozliwe tez jest, ze inne komorki
w kosciach wydzielajg jaki$ jeszcze
niezidentyfikowany hormon, ktéry
bedzie specyficznie regulowat zen-
ski uktad piciowy. Naukowcy liczag,
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ze dalsze prace przyniosg nowe od-
krycia na temat roli tkanki kostnej w
organizmie. Z wczesniejszych badan
zespotu prof. Karsenty'ego wynika,
ze kosci sg narzadem endokrynnym,
ktory reguluje przemiane materii u
myszy i ludzi. Naukowiec wraz ze
wspoétpracownikami wykazat, ze
osteokalcyna kontroluje wydziela-
nie insuliny, wptywajgc w ten spo-
s6b na metabolizm glukozy i mase
ciata. Dr Grzegorz Sumara pracuje
obecnie w Centrum Medycznym
Uniwersytetu Columbia w Nowym
Jorku pod kierunkiem prof. Gerarda
Karsenty'ego. Badania byty wspotfi-
nansowane przez National Institute
of Child Health Research

profesora Grabskiego dla: ,organi-
zowania nauki w Polsce, promowa-
nia wysokich standardow i zwigz-
kéw z zagranicg, spojnos¢ mysli i
zamierzen z dziataniem, niezwykia
konsekwencje w realizowaniu wy-
pracowanej koncepcji i wysoka sku-
tecznos$¢" (wg witryny ,Nauka w
Polsce™).

Nagroda Polskiej Akademii
Umiejetnosci im. Erazma i Anny
Jerzmanowskich pod patronatem
wojewodztwa matopolskiego —tak
brzmi petna nazwa wyro6znienia —
w latach 1915-1938 zdobyta wielki
prestiz inazywana byta polskim No-
blem. Na mocy testamentu Erazma
Jerzmanowskiego Akademia

(NICHR) i National In-
stitutes of Health (NIH)
(wg witryny "Nauka w
Polsce™).

Profesor Maciej Grabski
(Fot. 3) tworca i organizator
Fundagi na Rzecz Nauki
Polskiej (FNP), zostat lau-
reatem Nagrody Jerzma-
nowskich w 2011 roku.
Wyréznienie przyznawa-
ne przez Polskg Akade-
mie Umiejetnosci zostato
wreczone w potowie maja b.r. na
Wawelu. Zgodnie z testamentem
Erazma Jerzmanowskiego nagroda
przyznawana jest kandydatowi, kt6-
ry ,przez swe prace literackie, na-
ukowe lub humanitarne dokonywa-
ne z pozytkiem dla ojczystego kraju,
potrafit zajag¢ wybitne stanowisko w
spoteczenstwie polskim". Prof. Ma-
ciej Grabski zwigzany z Politechnika
Warszawska jest specjalistg inzynie-
rii materiatowej. W latach 1992-2005
kierowat Fundacjg na rzecz Nauki
Polskiej, a od 2005 roku

Fot. 3. Profesor
Grabski.

Umiejetnosci w Krakowie
otrzymata ponad milion ko-
ron (365 kilogramow ztota)
na utworzenie Fundacji im.
Erazma i Anny Jerzmanow-
skich. Zgodnie z zapisem,
nagrode mogt otrzymacé tyl-
ko Polak i katolik, pocho-
dzacy z przedrozbiorowych
terendw Polski, naukowiec,
Maciej  tworca kultury lub spotecz-

nik. W 2008 roku wobec zbli-

Zajacej sie setnej rocznicy
$Smierci Erazma Jerzmanowskiego
Polska Akademia Umiejetnosci pod-
jeta starania o reaktywacje Nagrody
im. Erazma i Anny Jerzmanowskich.
Zainteresowanie ideg przejawit
marszatek wojewddztwa  mato-
polskiego Marek Nawara. W 2009
roku — sto lat po $mierci Erazma
Jerzmanowskiego — doczekata sig
odnowienia. Efektem rozmow byto
podpisanie umowy o reaktywacji
»Nagrody Polskiej Akademii Umie-
jetnosci im. Erazma i Anny Jerzma-
nowskich pod patrona-

jest cztonkiem Rady
FNP. Za swoja dzia-
talno$¢ byt juz odzna-
czany Krzyzem Kawa-
lerskim, Oficerskim i
Komandorskim Orde-
ru Odrodzenia Polski
oraz Wielkim Krzyzem
Zastugi Republiki Fe-
deralnej Niemiec. Jest
rowniez doktorem ho-
noris causa Akademii
Gdrniczo-Hutnicze] w
Krakowie i Politechniki Warszaw-
skiej. Rada PAU przyznajagc wyrdz-
nienie docenita wyjatkowe zastugi

Fot. 4. Erazm Jerzmanowski.

tem wojewoddztwa ma-
topolskiego". Wtadze
wojewodztwa matopol-
skiego zobowigzaty sie
do sfinansowania na-
grody w wysokosci 100
tysiecy ztotych kazdego
roku. W 2009 roku na-
grode otrzymata Janina
Ochojska-Okonska, rok
p6zniej — malarz Jerzy
Nowosielski. Wréd
wczesniej nagrodzo-
nych znalezli sie kardynat Adam Sa-
pieha, Henryk Sienkiewicz i Ignacy
Paderewski.
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Patron nagrody, Erazm Jerzma-
nowski (Fot. 4, Erazm J6zef Jerzma-
nowski hrabia Dotega), urodzit sie
2 czerwca 1844 roku w Tomistawi-
cach w Kaliskiem z ojca Franciszka
i matki Kamili z Kossowskich. Byt
wnukiem Jana Pawta Jerzmanow-
skiego — putkownika Wojsk Ksie-
stwa Warszawskiego, towarzysza
Napoleona na Elbie. Widdt zycie
aktywne; byt powstancem Powsta-
nia Styczniowego, zotnierzem (wal-
czyt z Prusami w wojnie 1870 r.),
przemystowcem, mecenasem, dzia-
taczem spotecznym i filantropem.
Nazywany byt ,polskim Noblem®".
Studiowat w Instytucie Politech-
nicznym w Putawach, Szkole Wyz-
szej Polskiej na Montparnasse, Szko-
le Inzynierii i Artylerii Wojskowej w
Metz. Po klesce Francji wyjechat do
Stan6w Zjednoczonych. Zajmujac
sie sprawami gazyfikacji i produkcji
karbidu przyczynit sie do zatozenia
kompanii gazowych w Nowym Jor-
ku iprzez 13 lat nimi kierowat. Zato-
zyt kompanie gazowe w Chicago iw
Baltimore, wybudowat fabryki gazu
w Indianapolis i wielu innych mia-
stach USA. Przez 23 lata byt jednym
z najwybitniejszych kierownikow
wysoko rozwinietego przemystu ga-
zowego w Stanach Zjednoczonych,
dorabiajagc sie wielkiego majatku,
zyskat uznanie sfer przemystowych
i fachowcow. Hojnie popierat Polo-
nie amerykanska, przeznaczat duze
sumy na finansowanie dziatalnosci
naukowej, kulturalnej i oSwiatowej
wséréd emigracji. W dowdéd uznania
szerokiej swojej dobroczynnej dzia-
falnosci i wielu zastug odznaczony
zostat (jako pierwszy cziowiek w
Ameryki Pin.)) w roku 1889 przez
papieza Leona XllII Komandorig
Krzyza $w. Sylwestra. W 1896 roku
powrocit ze znaczng fortung do kra-
ju. Osiadt w Galicji, gdzie zakupit
majatek w Krakowie — Prokoci-
mie. Nie zaprzestat swojej dziatal-
nosci charytatywnej. Ro6znorodnie
wspomagat materialnie chtopéw,
wspierat Muzeum Narodowe w Ra-
perswilu i Skarb Narodowy, ufun-
dowat wawelskie witraze autorstwa
Mehoffera. Przeznaczal subwencje
dla Banku Ziemskiego w Poznaniu,
Kasy im. Mianowskiego i ochronki
imienia jego rodzicéw w Warszawie,
gimnazjum w Cieszynie, szkoty w
Biatej, Towarzystwa Wzajemnej Po-
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mocy Uczestnikdw Powstania 1863.
Duze wsparcie na cele dobroczynne
otrzymat réwniez Adam Chmielow-
ski czyli Sw. Brat Albert. Erazm Jerz-
manowski zmart w swoim majatku
7 lutego 1909 roku i pochowany
zostat na Cmentarzu Rakowickim w
Krakowie w grobowcu dtuta rzez-
biarza Wactawa Szyma-

bardzo praktyczne dla potrzeb ener-
getyki, medycyny, przysztych misji
kosmicznych czy inzynierii materia-
towej. Dzieki powstaniu FAIR oraz
dotychczasowym  zaangazowaniu
polskich naukowcoéw w realizacji
osrodka nauka polska zyska petno-
prawny dostep do laboratorium o

Swiatowym poziomie,

nowskiego.

Doktor Marek Paw-
towski z  Wydziatu
Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego poin-
formowat, ze polscy
naukowcy zamierzajga
dostarczy¢  aparature
kriogeniczna, wartg
blisko 18 min euro, w
ramach udziatu w budowie miedzy-
narodowego Osrodka Badah nad
Antyprotonami i Jonami — FAIR
(Fot. 5). Wchodzacy w sktad osrod-
ka kompleks akceleratoréw powsta-
nie w ciggu szesciu lat w Darmstadt.
Krajowe Konsorcjum FEMTOFIZY-
KA (KKF), zrzeszajgce 13 polskich
osrodkow akademickich i instytu-
cji badawczych, zainteresowanych
udziatem ich naukowcéw w tym
projekcie, reprezentowat w
Darmstadt w lutym b.r. prof.
Tomasz Matulewicz, dyrek-
tor Instytutu Fizyki Doswiad-
czalnej Wydziatu Fizyki Uni-
wersytetu Warszawskiego.
Zesp6t z Politechniki Wro-
ctawskiej opracowuje zato-
zenia koncepcyjne dotyczace
realizacji polskiego wkitadu
w  budowe akceleratoréow
FAIR, natomiast sprzet wy-
konajg polskie firmy, znane
juz na rynku z wysoko za-
awansowanych technologii. Firmy
te budowaty juz wczesniej instalacje
w laboratorium CERN w Genewie.
Osrodek FAIR powstaje w koope-
racji naukowcow i inzynieré6w nie-
mieckich z zespotami miedzynaro-
dowymi (44 kraje). Docelowo przy
eksperymentach i analizie danych
ma pracowac okoto 3000 badaczy z
catego Swiata, w tym ponad 100 z
Polski. W FAIR bedg m.in. mozliwe
badania nad materig znajdujgca sie
w warunkach ekstremalnych gesto-
§ci i temperatur, jakie panowaty na
roznych etapach ewolucji wszech-
Swiata i nadal lokalnie wystepuja.
Przewidywane sg takze badania

Fot. 5. Ratyfikacja konwencji FAIR.

a polscy studenci i dok-
toranci bedg mogli gro-
madzi¢ tam materiat
badawczy do swoich
rozpraw i zdobywad
doSwiadczenia badaw-
cze. Projekt ustawy o
ratyfikacji Konwencji
dotyczacej budowy i
funkcjonowania OS$rod-
ka Badan Antyprotonami i Jonami
w Europie polski rzad skierowat do
Sejmu w grudniu 2010 roku. Projekt
ustawy ratyfikujacej jednomysinie
zaakceptowaty sejmowe Komisje
Edukacji, Nauki i Mtodziezy oraz
Spraw Zagranicznych. Konwencje
FAIR ratyfikowato juz kilka krajow.
Projekt zyskuje tez kolejnych uczest-
nikéw. Ostatnio zamiar dotgczenia
do tego grona zgtosita Stowenia, de-
klarujagc wstepnie udziat w wysoko-
§ci 12 milionéw euro.

Profesor Horst Lange-
Bertalot — botanik (Fot. 6),
jeden z czotowych specjali-
stow badajagcych okrzemki —
autor ponad 200 publikacji na
ich temat i odkrywca nowych
gatunkow, otrzymat w mar-
cu b.r. tytut doktora honoris

Fot. 6. Prof. Horst causa Uniwersytetu Szcze-
Lange-Bertalot.

cinskiego. Okrzemki, jedno-
komorkowe glony, naleza do
jednej z najbardziej zrézni-
cowanych gromad ros$lin beznaczy-
niowych o mikroskopijnej wielkosci.
Profesor Lange-Bertalot (rocznik
1936, ur. w Gdansku) poswiecit ba-
daniu okrzemek (diatomologii) 50
lat zycia, tj. niemal caty okres swojej
dziatalnosci naukowej. Od wielu lat
wspotpracuje z oSrodkiem diatomo-
logicznym Uniwersytetu Szczecin-
skiego. Badania nad okrzemkami
podjat na poczatku lat siedemdzie-
sigtych XX w. Poczatkowo byty to
prace z dziedziny ekologii; okrzem-
ki wykorzystywano jako wskazniki
stanu zanieczyszczenia wadd. Prof.
Lange-Bertalot badat materiaty z
catego Swiata, wspotpracowat ze
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specjalistami z r6znych krajow, a na
podstawie zarowno samodzielnych,
jak i wspolnie z innymi prowadzo-
nych badan wyodrebnit 37 nowych
rodzajow okrzemek i odkryt po-
nad tysigc nieznanych przedtem
gatunkow. Profesor przyczynit sie
do rozwoju szczecinskiego o$rodka
diatomologicznego. Od lat wspie-
ra go merytorycznie i finansowo.
Tytut doktora honoris causa senat
szczecinskiej uczelni przyznat Lan-
ge-Bertalotowi w dowo6d najwyzsze-
go uznania i wdziecznosci. Profesor

dotagczyt do grona 26 os6b, ktore
Uniwersytet Szczecinski wyrdznit
tytutem doktora honoris causa. Sg
wséréd nich prof. Leszek Balcero-
wicz, prof. Leszek Kotakowski, prof.
John D. Barrow, prof. Richard Pipes
oraz jedyna w tej grupie kobieta —
wybitna pisarka dla dzieci Joanna
Kulmowa.

Przedsiebiorczos¢ akademicka.
Sposréd pracownikéw i doktoran-
tow Wydziatu Biologii Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
wytonita sie przedsiebiorcza grupa
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bioinformatykéw, ktérzy w Prein-
kubatorze PP rozwijajg firme bioin-
formatyczng — VitalnSilica (Vitaln-
Silica — Bioinformatics for Science,
Poznanski Akademicki Inkubator
Przedsiebiorczosci, ul. Koscielna 21,
60-536 Poznan). Interdyscyplinarny
zespot, ktory tworzy firme to specja-
lisSci z zakresu bioinformatyki, bio-
logii molekularnej, biotechnologii i
informatyki. Misja grupy jest wspie-
ranie naukowcoéw w wykorzystywa-
niu narzedzi bioinformatycznych,
projektowanie i tworzenie oprogra-
mowania utatwiajgcego prace
biologow oraz wdrazanie labo-
ratoryjnych systemow bazoda-
nowych. Ponadto, VitalnSilica
oferuje szeroki wachlarz pro-
fesjonalnych szkolen z zakresu
bioinformatyki. Wiecej infor-
macji znajduje sie na stronie:
http:// www.vitainsilica.pl/.

XLl Miedzynarodowe Col-
loquium Biometryczne po-
Swiecone pamieci Profesora
Wiktora Oktaby potaczone z
jubileuszem 50-lecia Polskiego
Towarzystwa Biometrycznego
oraz Czesko-Stowacko-Polskie
Warsztaty z Biometrii przygo-
towujg Polskie Towarzystwo
Biometryczne, Katedra Zasto-
sowan Matematyki i Informa-
tyki Uniwersytetu Przyrodni-
czego w Lublinie, Zaktad Ra-
chunku Prawdopodobieinstwa
i Statystyki Matematycznej
Uniwersytetu im. Adama Mic-
kiewicza w Poznaniu oraz Ka-
tedra Metod Matematycznych
i Statystycznych Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu.
Organizatorzy zapraszajg do
Lublina w dniach 5-8 wrzesnia
2011 roku. J.M. Rektor Uni-
wersytetu Przyrodniczego w
Lublinie, prof. dr hab. Marian
Wesotowski, objat Konferen-
cje honorowym patronatem.
Organizatorzy zapraszajg do
prezentacji prac z zakresu me-
tod statystycznych i ich zasto-
sowan w naukach przyrodni-
czych, biometrii i informatyce.
Wiecej informacji w witrynie:
http://cb41l.up.lublin.pl/reje-
stracja.

pod redakcjg Teresy Weso-
towskiej
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STRESZCZENIE

Lizosomalne choroby spichrzeniowe (LSD, ang. lysosomal storage diseases) to grupa
okoto piecdziesieciu choréb metabolicznych. Spowodowane sa one defektem gene-
tycznym skutkujacym brakiem lub znacznym niedoborem aktywnosci jednego z biatek
zaliczanych do czterech grup funkcjonalnych: kwasnych hydrolaz lizosomalnych zaan-
gazowanych w rozktad réznych zwigzkéw organicznych, biatek uczestniczgcych w trans-
porcie substancji przez btony lizosoméw, biatek niezbednych do procesu kierowania
enzymoéw do lizosoméw lub aktywatoréw enzymoéw lizosomalnych. W wyniku tych nie-
doboréw niezdegradowane lub niekompletnie zdegradowane makroczgsteczki ulegaja
ciggtej akumulacji w lizosomach powodujac nieprawidtowe funkcjonowanie komérek,
tkanek i narzadéw. Wiekszo$¢ LSD jest dziedziczona w spos6b autosomalny recesywny.
Wyjatek stanowig tylko trzy choroby, a mianowicie choroba Fabry'ego i choroba Huntera
(mukopolisacharydoza typu Il), ktére dziedziczone sa w sposéb recesywny sprzezony z
chromosomem X oraz choroba Danona, ktéra dziedziczy sie w sposéb dominujacy sprze-
zony z chromosomem X. Ze wzgledu na dokonane ostatnio postepy w zrozumieniu pato-
mechanizmow tych choréb, LSD staty sie sztandarowymi przyktadami znaczenia badan
z zakresu biochemii, genetyki, biologii molekularnej i biotechnologii zar6wno w po-
stepie diagnostyki, zrozumienia mechanizméw biologicznych schorzen jak tez rozwoju
nowoczesnych metod terapeutycznych. W tym artykule przedstawiona jest ogélna cha-
rakterystyka LSD, natomiast bardziej szczeg6towe oméwienie kilku grup sposréd tych
choréb: lipidoz, glikogenoz i mukopolisacharydoz, zostanie przedstawione w kolejnych
artykutach zawartych w tym zeszycie.

LIZOSOMY | DEGRADACJA MAKROCZASTECZEK W KOMORCE

Lizosomy sa wewngtrzkomorkowymi, pecherzykowatymi organelami
otoczonymi pojedyncza btong lipidowo-biatkowg, w ktérych odbywa sie de-
gradacja r6znego rodzaju makroczasteczek takich jak biatka, lipidy, cukry i
kwasy nukleinowe. Wchodzg one w skiad uktadu endosomalno-lizosomal-
nego i wystepujg we wszystkich komorkach u ssakdéw z wyjatkiem erytro-
cytéow. Lizosomy zawierajg ponad 40 r6znych enzymdw hydrolitycznych,
w tym proteazy, nukleazy, glikozydazy, lipazy, fosfolipazy, fosfatazy oraz
sulfatazy. Wszystkie one nalezg do grupy tzw. kwasnych hydrolaz, ktére do
osiagniecia optimum swojej aktywnos$ci wymagaja kwasnego Srodowiska,
za$ lizosomy, majac w swoim wnetrzu wysokie stezenie protonow, pozwala-
jg utrzymaé¢ pH w zakresie okoto 5,0. Obecnos$c¢ btony lizosomalnej skutecz-
nie oddziela trawigce enzymy lizosomalne od cytoplazmy, aw przypadku jej
uszkodzenia izmieszania zawartosci lizosomu z cytozolem o pH w granicach
7,2-7,3 lizosomalne hydrolazy natychmiast traca swojg aktywnos¢ lityczng i
praktycznie nie uszkadzajg pozostatych sktadnikéw cytoplazmy [1].

W btonie lipidowej otaczajgcej lizosom zakotwiczone sg specyficzne biatka
integralne, z ktdrych wiekszos$¢ jest silnie glikozylowana, co pomaga chronié
je przed dziataniem proteaz znajdujacych sie w Swietle lizosomu. Biatka bto-
nowe lizosomdw sg gtownie duzymi polipeptydami, ktérych masa czastecz-
kowa waha sie miedzy 20 a 250 kDa [2], Jednym z biatek wystepujacych w bto-
nie lizosomalnej jest pompa protonowa nalezgca do rodziny wakuolarnych
H+ATPaz, ktéra wykorzystujac energie z hydrolizy ATP transportuje proto-
ny z cytoplazmy do wnetrza lizosomu i umozliwia w ten sposdb utrzymanie
wewnatrz lizosomu kwasnego pH, optymalnego do dziatania hydrolaz [3].
W btonie lizosomalnej zlokalizowanych jest rowniez okoto 20 specyficznych
transporterow, ktérych zadaniem jest przenoszenie koncowych produktow
degradacji hydrolitycznej makroczgsteczek przez btone ze $Swiatta lizosomu
do cytoplazmy, skad moze nastgpi¢ ich wydalenie bgdz powtorne wyko-
rzystanie w procesach biosyntezy komorkowej. Substratami dla tych trans-
porteréw sg wolne aminokwasy, dwupeptydy, monosacharydy, lipidy jak
réwniez kationy i aniony [4,5]. Do przyktadowych przenos$nikéw, najlepiej
poznanych i scharakteryzowanych, zaliczajg sie kodowana przez gen CTNS
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cystynozyna, bedaca transporterem cystyny [6] oraz ko-
dowana przez gen SLC17A5 sialina —transporter kwasu
sialowego i kwasnych monosacharydéw [7] czy tez biatka
uczestniczace w transporcie cholesterolu [8]. Mutacje w
genach kodujagcych wyzej wymienione biatka sa bezpo-
$rednig przyczyng lizosomalnego spichrzania odpowied-
nio cystyny, kwasu sialowego i cholesterolu [8,9]. Istot-
nym elementem btony lizosomalnej sg biatka nalezgce do
grupy tzw. glikoprotein btony lizosomalnej (ang. lysoso-
mal membrane glycoproteins), spos$réd ktorych najliczniej
wystepujg biatka LAMP-1 i LAMP-2 (ang. lysosome-asso-
ciated membrane protein) oraz LIMP-2 (ang. lysosomal inte-
gral membrane protein), stanowigc ponad 50% wszystkich
biatek btony lizosomalnej. Wykazano ich udziat w pro-
cesie autofagii (biatko LAMP-2), a badania prowadzone
na mysich modelach pozbawionych tych biatek sugerujg
ich udziat w kierowaniu biatek do lizosoméw, biogenezie
lizosomdw oraz prawidtowym funkcjonowaniu systemu
endosomalno-lizosomalnego [2,10].

Lizosomy sg wysoce heterogennymi organelami, a w za-
leznosci od rodzaju komorki i jej funkcji moga znaczaco roz-
ni¢ sie wielkoscig i ksztattem. Na mikrofotografiach elektro-
nowych widoczne sg one jako struktury o wysokiej gestosci
(na skutek akumulacji osmu podczas preparatyki), otoczone
pojedynczg btong (Ryc. 1). Lizosomy pierwotne sg sferyczne
i zawierajg w swoim wnetrzu tylko enzymy hydrolityczne.
Lizosomy wtdrne sg wieksze, maja nieregularny ksztatt i po-
wstajg w drodze fuzji lizosoméw pierwotnych z endosoma-
mi zawierajgcymi materiat majacy podlega¢ degradacji [11].

W zaleznos$ci od typu komérek lizosomy czesto zajmujg
okreslong pozycje wewnatrz komorki, np. w hepatocytach
skupiajg sie w poblizu kanalika z6tciowego, a fibroblastach
w hodowli w okotojadrowej cytoplazmie. Ich wielkos¢
waha sie pomiedzy 0,5-1 pm (w wielu typach komérek, np.
w hepatocytach i neuronach) a kilkoma mikronami (np. w
makrofagach) [12,13]. W r6znych typach komdrek wyste-
puje tez znaczne zréznicowanie pod wzgledem liczby lizo-
somoéw przypadajacych na komoérke. Przyktadowo, w pra-
widtowych fibroblastach, hepatocytach czy tez komoérkach
przysadkowych lizosomy zajmujg zwykle okoto 0,5% Ilub
mniej objetosci cytoplazmy, podczas gdy w makrofagach
objetos¢ frakcji lizosoméw moze by¢ znacznie wieksza i sie-
gac¢ 2,5% objetosci komarki [13,14]. R6znice w liczbie lizoso-
mow w komaérkach moga réwniez wystepowaé w obrebie
jednego organu. Komorki nerkowych kanalikow proksy-
malnych (kanalikow kretych | rzedu) posiadajg duzg liczbe
lizosoméw, co jest zwigzane z intensywna endocytozg i de-
gradacjg biatek pochodzacych z przesgczu kiebuszkowego,
natomiast komorki nabtonkowe budujgce odcinek nefronu
ponizej kanalika proksymalnego sg ubogie w lizosomy [13].

Funkcjg lizosomoéw jest wewngtrzkomérkowa degradacja
makroczasteczek takich jak biatka, lipidy, cukry i kwasy nu-
kleinowe, dostarczanych do lizosomu z cytoplazmy komarki
jak rowniez materiatu pobranego z przestrzeni zewnatrz-
komérkowej w drodze endocytozy. Degradacja czasteczek
polimeréw do jednostek monomerowych jest katalizowana
przez szereg enzymow z grupy hydrolaz, do ktérych nalezg
proteazy, nukleazy, glikozydazy, fosfatazy ilipazy [11,13].
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SYNTEZA LIZOSOMALNYCH HYDROLAZ
| KIEROWANIE ICH DO LIZOSOMOW

Synteza lizosomalnych enzyméw hydrolitycznych
odbywa sie w kanalikach szorstkiej siateczki sarkopla-
zmatycznej (RER, ang. rough endoplasmic/sarcoplasmic
reticulum), gdzie powstajagce polipeptydy ulegajg pro-
cesowi N-glikozylacji, polegajagcemu na dotgczeniu do
polipeptydu kompleksu ztozonego z kilkunastu reszt
cukrowych. W przypadku biatek, ktérych miejscem prze-
znaczenia sg lizosomy, do nowo syntezowanego polipep-
tydu dotgczane sg kompleksy cukrowe ztozone z wielu
reszt mannozy (powstaja tzw. glikoproteiny wieloman-
nozowe). Glikozylowane i wtasciwie pofatdowane biatko
przechodzi nastepnie do aparatu Golgiego, gdzie naste-
puje proces fosforylacji dodanych reszt mannozowych. W
pierwszym etapie tego procesu, enzym fosfotransferaza
N-acetyloglukozoaminy przenosi ufosforylowang reszte
cukrowg z UDP-N-acetyloglukozoaminy na reszte man-
nozy w pozycji 6, a nastepnie fosfodiesteraza odszczepia
N-acetyloglukozoamine z pozostawieniem grupy fosfora-
nowej przytgczonej do reszty mannozowej. Ugrupowanie
mannozo-6-fosforanowe (M6P, ang. mannose-6-phosphate)
stanowi znacznik kierujacy dang hydrolaze do lizosomu.

Hydrolazy znakowane mannozo-6-fosforanem ulegajg
przytaczeniu do receptoréw mannozo-6-fosforanowych
(MPR, ang. mannose-6-phosphate receptor) znajdujacych sie
w btonach dalszych cystern sieci trans aparatu Golgiego.
Nastepnie dochodzi do przytgczania sie czasteczek kla-
tryny po zewnetrznej stronie cystern trans aparatu Gol-
giego i uformowania sie optaszczonego klatryng peche-
rzyka transportujgcego, zawierajacego hydrolazy, czyli
tzw. lizosomu pierwotnego. Nastepnie lizosom pierwot-
ny jest kierowany do uktadu endosomow (czyli zespotu
pecherzykéw wypetnionych substancjami, ktoére wnik-
nety do komdrki na drodze endocytozy) i ulega fuzji z
endosomem po6znym zawierajgcym makroczgsteczki ma-
jace podlegac¢ degradacji. W kwasnym S$rodowisku pdz-
nego endosomu wigzanie receptor M6P-hydrolaza ulega
dysocjacji. Wolne receptory M6P powracajag nastepnie
w pecherzykach transportowych do sieci trans aparatu
Golgiego, gdzie moga zosta¢ powtdrnie wykorzystane
w procesie przytaczania do znakowanych hydrolaz i ich
kierowania do lizosomdw.

Cze$¢ hydrolaz lizosomalnych, trafiajgcych wskutek
btednego kierowania transportujagcych je pecherzykéw
do przestrzeni pozakomoérkowej, moze by¢ odzyskiwa-
na przez komorke w procesie wiazania enzymow przez
receptory M6P znajdujace sie w btonie komoérkowej, jak
rowniez ich pobierania w drodze endocytozy i ponow-
nego kierowana do przedziatu lizosomalnego. W kwa-
$nym Srodowisku, dostarczone przez lizosom pierwot-
ny enzymy hydrolityczne ulegajg aktywacji a endosom
przeksztatca sie w tzw. lizosom wtorny, w ktdrym przy
udziale kwasnych hydrolaz odbywa sie wtasciwa degra-
dacja zgromadzonych makroczasteczek. Cechg charak-
terystyczna lizosomdw wtdornych jest brak receptorow
mannozo-6-fosforanowych [12,13,15-17].
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Rycina 1. R6znorodnos$¢ struktur lizosoméw w komérkach fibroblastow osoby zdrowej (A)
oraz chorej na mukopolisacharydoze typu Ill, jedng z lizosomalnych choréb spichrzeniowych
(B). Mikrofotografie przedstawiaja przekroje poprzeczne komoérek. Zaznaczone sa nastepujace
struktury lizosomalne: ztozone lizosomy (autofagolizosomy) (1), pojedyncze lizosomy lamelarne
(2a) oraz lizosomy amorficzne spichrzajace wielocukry (2b). Na mikrofotografiach widoczne sg
réwniez mitochondria (3). Zdjecia wykonane przez autoréw w Pracowni Mikroskopii Elektrono-

wej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdarnskiego.

LIZOSOMALNE CHOROBY SPICHRZENIOWE

Zaburzenia roznych funkcji lizosomow lezg u podstaw
lizosomalnych choréb spichrzeniowych. U cztowieka zna-
nych jest obecnie ponad 50 réznych genetycznych chorob
metabolicznych nalezacych do tej grupy. Wiekszos¢ lizoso-
malnych choréb spichrzeniowych jest dziedziczona w spo-
s6b autosomalny recesywny. Wyjatek stanowig tylko trzy
choroby, a mianowicie choroba Fabry'ego [18] i choroba
Huntera (mukopolisacharydoza typu Il) [19], ktére dzie-
dzicza sie w sposéb recesywny sprzezony z chromosomem
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X oraz choroba Danona, ktéra dziedziczy sie w
spos6b dominujacy sprzezony z chromosomem X
[20], Co ciekawe, o ile heterozygotyczne kobiety
zazwyczaj nie cierpig na chorobe Huntera, to w
przypadku choroby Fabry'ego oraz w mniejszym
stopniu w przypadku choroby Danona nosiciel-
stwo jednego zmutowanego allelu wigze sie cze-
sto z wystgpieniem objawow charakterystycz-
nych dla tych chordb, aczkolwiek wyrazanych w
tagodniejszej postaci niz u chorych mezczyzn.

MECHANIZMY | RODZAJE
CHOROB LIZOSOMALNYCH

Lizosomalne choroby spichrzeniowe mozna
podzieli¢ na choroby: (i) wywotane nieprawidto-
wym funkcjonowaniem hydrolaz lizosomalnych,
(i) wywotane defektami transporterow lizoso-
malnych, (iii) wywotane defektami procesu kiero-
wania enzymow do lizosoméw oraz (iv) spowo-
dowane brakiem aktywatoré6w enzymoéw lizoso-
malnych [17,21].

W przypadku choréb wywotanych zaburze-
niami w funkcjonowaniu lizosomalnych enzy-
mow hydrolitycznych, brak lub znaczny niedobér
aktywnos$ci konkretnej hydrolazy prowadzi do
zahamowania degradacji, a w konsekwencji do
nadmiernej i postepujacej lizosomalnej akumu-
lacji, makroczasteczek bedacych substratami dla
danego enzymu. Do tej grupy zaliczajg sie cho-
roby spowodowane zahamowaniem degradacji
wielocukrowych fragmentow makroczasteczek,
tj. glikoprotein, glikolipidéw, glikozoaminoglika-
noéw oraz glikogenu. Wskutek defektu enzymow
moze dojs¢ do zahamowania degradacji lipidow,
takich jak sfingolipidy, tréjglicerydy czy estry
cholesterolu, jak rowniez biatek [17,21-23]. Przy-
ktady lizosomalnych choréb spichrzeniowych,
bedacych przedstawicielami poszczegdinych
grup, przedstawia tabela 1.

Do nadmiernego spichrzania lizosomalnego
prowadzg réwniez defekty lizosomalnych biatek
transportowych, ktoérych zadaniem jest przeno-
szenie przez btone lizosomalng do cytozolu mo-
nosacharydow lub aminokwaséw powstajgcych
podczas hydrolizy makroczagsteczek. Przyktadem
moga by¢ defekty transportera cystyny czy tez
transportera kwasu sialowego, ktérych brak lub
niedobdér w bionie lizosomalnej uniemozliwia
transport, odpowiednio, cystyny i kwasu sialo-
wego z lizosomu [9].

Innym rodzajem zaburzen prowadzacym do spichrzania
lizosomalnego sg nieprawidtowos$ci w procesie kierowania
biatek do lizosomow. Defekty biatek siateczki srodplazma-
tycznej, biatek aparatu Golgiego czy biatek cytozolowych
zaangazowanych w kierowanie enzymoéw i biatek lizoso-
malnych do tych organelli powoduja, ze dany enzym lizo-
somalny nie dociera do swojego miejsca przeznaczenia i
nie moze podja¢ tam swojej aktywnosci. Przyktadem moze
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Tabela 1. Lizosomalne choroby spichrzeniowe — zestawienie rodzajow zaburzen funkcji lizosoméw wywotujacych spichrzanie lizosomalne i przyktadowych choréb z

nich wynikajacych. Na podstawie prac [17,21-23],

Zaburzona funkcja lizosomalna
Degradacja glikozoaminoglikanéw

Degradacja glikoprotein

Degradacja glikogenu

Przyktadowe choroby
Mukopolisacharydozy: MPS typu I, II, IlI, IV, VI, VIl oraz IX

Glikoproteinozy: a-mannozydoza, P-mannozydoza, fukozydoza,
aspartyloglukozaminuria, choroba Schindlera, mukolipidoza typu | (sialidoza)

Glikogenozy: Choroba Pompego (glikogenoza typu II)

Gangliozydozy: GM”"gangliozydoza, GM2gangliozydozy (choroba

Degradacja glikolipidow

Taya-Sachsa, choroba Sandhoffa), choroba Gauchera;
Degradacja sulfatydéw: leukodystrofia metachromatyczna (MLD), choroba Krabbego;

Degradacja ceramidow: choroba Fabry'ego

Degradacja sfingolipidéw

Degradacja lub transport cholesterolu, estréw
cholesterolu lub innych ztozonych lipidéw
Degradacja polipeptydéw

Mnogie niedobory enzymoéw lizosomalnych

Transportery lizosomalne

Sfingolipidozy: choroba Niemanna-Picka typu A i B, choroba Farbera

Lipidozy: choroba spichrzania estréw cholesterolu (CESD),
choroba Wolmana, choroba Niemanna-Picka typu C

Pyknodysostoza, lipofuscynoza ceroidowa typu | oraz Il
Mnogi niedob6r sulfataz, galaktosialidoza

Cystynoza (choroba spichrzania cystyny), choroba
spichrzeniowg kwasu sialowego, choroba Salla

Kierowanie zwigzkéw (w tym enzymoéw) do lizosoméw Mukolipidoza typu Il'i lll, mukolipidoza IV, lipofuscynoza ceroidowa (wiele typow)

Defekt strukturalnych biatek lizosomalnych

byé nieprawidtowa aktywno$é fosfotransferazy UDP-N-
acetyloglukozoaminy, enzymu zlokalizowanego w sieci cis
aparatu Golgiego i odpowiedzialnego za fosforylacje reszty
mannozy N-glikozylowanych hydrolaz lizosomalnych. W
przypadku defektdw tej transferazy, lizosomalne hydrolazy
pozbawione sg znacznika kierujgcego je do lizosomow, ja-
kim jest M6P, co jest przyczyng btednego skierowania tych
hydrolaz na droge sekrecji poza komorke [24].

WYSTEPOWANIE CHOROB LIZOSOMALNYCH

Mimo, ze kazda z lizosomalnych chordb spichrzenio-
wych jako odrebna jednostka chorobowa jest rzadka, to jed-
nak czesto$¢ wystepowania LSD jako grupy wynosi okoto
1 na 7000-8000 zywych urodzen na podstawie badan prze-
prowadzonych dla populacji australijskiej i holenderskiej
[25,26], chociaz w badaniach przeprowadzonych w popu-
lacji portugalskiej czesto$¢ ta wyniosta 1 na 4000 zywych
urodzen [27]. Niektdre z choréb spichrzeniowych wyste-
puja czesciej w konkretnych rejonach geograficznych lub
w grupach etnicznych, np. choroba Gauchera oraz choroba
Taya-Sachsa wystepuja okoto 50-60 razy czesciej w popula-
cji Zydow aszkenazyjskich niz w ogélnej populacji [28,29], a
choroba Salla czy tez aspartyloglukozaminuria sg charakte-
rystyczne dla Finéw [23]. Jak same choroby, tak i wywotu-
jace je mutacje sg czesto charakterystyczne dla okreslonych
rejonow geograficznych i grup etnicznych. Przykitadowo,
mutacja Q70X w genie IDUA, lezgca u podtoza mukopolisa-
charydozy typu |, jest znacznie czestsza w Rosji i Skandyna-
wii niz w Europie Zachodniej [30].

ROZNORODNOSC OBJAWOW
CHOROB LIZOSOMALNYCH

Lizosomalne choroby spichrzeniowe, podobnie jak wiele
innych choréb metabolicznych, wykazujg znaczne zrézni-
cowanie obrazu klinicznego. W niektérych przypadkach
wczesne objawy choroby pojawiajg sie juz w pierwszych
tygodniach czy miesigcach zycia. Jednak w wiekszosci
przypadkow pierwsze objawy zauwazalne sg pdzniej, po
okresie rozwoju nie odbiegajacego od normy. Nasilenie
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objawow lizosomalnej choroby spichrzeniowej zalezy od
aktywnosci resztkowej enzymu oraz od rodzaju i dynamiki
spichrzania substratu, niemniej jednak, wszystkie one majg
charakter postepujacy. Wiekszos$¢ charakteryzuje sie obja-
wami ze strony uktadu nerwowego wraz z towarzyszacymi
objawami ze strony innych uktadéw. Chorzy z lizosomalng
chorobg spichrzeniowa majg zazwyczaj obnizong dtugos¢
zycia [21].

PODSUMOWANIE

Lizosomalne choroby spichrzeniowe to grupa choréb o
podtozu genetycznym, ktéra stanowi znakomity przyktad
sukceséw badan z zakresu biochemii, genetyki, biologii mo-
lekularnej ibiotechnologii zaréwno w postepie diagnostyki,
zrozumienia mechanizmow biologicznych schorzen jak tez
rozwoju nowoczesnych metod terapeutycznych. Choroby
te byly pierwszymi schorzeniami wywotanymi defektami
genetycznymi, dla ktérych zastosowano w miare skutecz-
ne leczenie. Bardziej szczegbétowe omodwienie kilku grup
spos$rod tych choréb: lipidoz, glikogenoz i mukopolisacha-
rydoz, zostanie przedstawione w kolejnych artykutach za-
wartych w tym zeszycie.
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ABSTRACT

Lysosomal storage diseases (LSD) are a group of fifty or so metabolic disorders. They are caused by genetic defects causing a lack or severe
deficiency in activity of one of proteins belonging to four functional groups: acid lysosomal hydorlases involved in degradation of various
macromolecules, proteins involved in lysosomal transportation, proteins required to deliver enzymes into lysosomes or activators of lyso-
somal enzymes. Due to their deficiency, undegraded or partially degraded macromolecules accumulates in lysosomes, causing dysfunction of
cells, tissues and organs. Most LSDs are inherited in autosomal recessive manner. There are only three exceptions: Fabry disease and Hunter
disease (mucopolysaccharidosis type Il), which are X-linked recessive disorders, and Danon disease, which is an X-linked and dominant. As
significant advantages have been achieved in understanding of LSD pathomechanisms, these diseases became examples of the importance
of biochemical, genetic, molecular and biotechnological studies in development of diagnostics, understanding of biological mechanisms of
diseases and development of modern therapeutical methods. In this article, an overview on LSD is presented, while more detailed description
of some groups of these diseases: lipidoses, glycogenoses and mucopolysaccharidoses, will be presented in subsequent articles included in

this issue.
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Mukopolisacharydozy —biochemiczne
mechanizmy chorob oraz mozliwosci terapeutyczne

STRESZCZENIE

ukopolisacharydozy (MPS) stanowig zespét genetycznych choréb metabolicznych z

grupy lizosomalnych choréb spichrzeniowych (LSD). Spowodowane sg one defektem
genetycznym, ktérego skutkiem jest brak lub znaczny niedobér aktywnosci jednej z hydro-
laz lizosomalnych zaangazowanych w rozktad glikozoaminoglikanéw (GAG). Cze$ciowo
zdegradowane czasteczki GAG ulegajg ciggtej akumulacji w lizosomach powodujgc niepra-
widtowe funkcjonowanie komérek, tkanek i narzadéw. Ostatnia dekada przyniosta przeto-
mowe osiagniecia zaréwno w zrozumieniu biochemicznych mechanizméw powstawania i
przebiegu mukopolisacharydoz jak réwniez w rozwijaniu metod terapeutycznych zmierza-
jacych do wprowadzenia skutecznego leczenia.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA MUKOPOLISACHARYDOZ

Mukopolisacharydozy (MPS) to heterogenna grupa lizosomalnych choréb
spichrzeniowych (LSD), z ktérych kazda charakteryzuje sie postepujacg akumu-
lacjg glikozoaminoglikanéw (GAG, dawniej zwanych mukopolisacharydami) w
lizosomach. Spichrzanie zachodzi na skutek niedoboru lub catkowitego braku
aktywnosci specyficznych enzymdw lizosomalnych z grupy hydrolaz, zaanga-
zowanych w rozktad tych zwigzkéw. W zalezno$ci od tego, ktdry z enzymow
wykazuje niedob6r aktywnosci, dochodzi do zaburzen katabolizmu glikozoami-
noglikanow takich jak siarczan dermatanu, siarczan heparanu, siarczan kerata-
nu, siarczan chondroityny lub hialuronian [1].

W grupie mukopolisacharydoz, na podstawie rodzaju spichrzanego GAG,
wyroéznia sie 7 ich typédw: MPS typu I, 11, I, IV, VI, VII i IX. Choroby te znane sg
pod nazwami eponimowymi wywodzacymi sie od nazwisk pierwszych opisu-
jacych je lekarzy (Tab. 1). Dwa sposrdd tych typow, a mianowicie MPS Il oraz
MPS 1V, dzieli sie na podtypy na podstawie r6znego podtoza genetycznego (de-
fektu innego enzymu lizosomalnego) skutkujacego gromadzeniem tego samego
rodzaju GAG i wystagpieniem tej samej postaci klinicznej choroby. MPS typu lll
dzieli sie na 4 podtypy (Il1A, 1lIB, I1IC oraz I1ID), charakteryzujgce sie podob-
nym fenotypem i spichrzaniem siarczanu heparanu. Jednak u podtoza kazdego
z tych podtypow lezy defekt innego lizosomalnego enzymu hydrolitycznego.
Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku MPS typu IV, w ktérym dochodzi
do spichrzania siarczanu keratanu, ale efekt ten jest spowodowany deficytem
dwoch réznych enzymow, w zwiazku z czym wyrédznia sie dwa podtypy —
MPS IVA oraz MPS IVB [1,2]. Podziat na typy i podtypy MPS oraz odpowiada-
jagce im deficyty enzymatyczne zostat przedstawiony w tabeli 1.

Mukopolisacharydozy dziedziczg sie w sposéb autosomalny recesywny, za
wyjatkiem choroby Huntera (MPS II), ktéra jest chorobg recesywnag, dziedziczo-
ng w sprzezeniu z chromosomem X. Czesto$¢ wystepowania mukopolisachary-
doz w populacji jest trudna do oszacowania, poniewaz niewiele zostato przepro-
wadzonych badan populacyjnych oraz mato jest danych epidemiologicznych
dotyczacych tych choréb. Na podstawie retrospektywnych badan przeprowa-
dzonych w populacji australijskiej obejmujacych lata 1980-1996 oszacowano,
ze czestos¢ wystepowania mukopolisacharydoz jako grupy choréb wynosi 1 na
22500 zywych urodzen, a w badaniach dla populacji holenderskiej i portugal-
skiej czesto$¢ ta wyniosta odpowiednio 1 na 22200 zywych urodzen oraz 1 na
20800 zywych urodzen. Czesto$¢ wystepowania w populacji MPS typu | szacuje
sie na okoto 1 na 88000 zywych urodzen (dane dla populacji australijskiej i ho-
lenderskiej). W przypadku MPS Il szacuje sie jg na 1 na 77000 zywych urodzen
ptci meskiej (dane dla populacji holenderskiej i niemieckiej) [3]. Do stosunkowo
czestych nalezg rowniez MPS IIIA oraz 11IB, obserwowane z czesto$cig odpo-
wiednio 1 na 114000 i 1 na 211000 w populacji australijskiej. Do najrzadszych
mukopolisacharydoz nalezag MPS typu VII (choroba Sly'a) z czestos$cig wyste-
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Tabela 1. Typy i podtypy mukopolisacharydoz. W tabeli podano zwyczajowe nazwy poszczegélnych podtypéw MPS, nazwe enzymu lizosomalnego, ktdrego deficyt lezy
u podtoza choroby, lokalizacje na chromosomie genéw kodujacych poszczegdélne enzymy oraz rodzaj akumulowanych glikozoaminoglikanéw (GAG).

Typ MPS* Nazwa choroby Enzym** Gen ijego lokalizacja éﬂcziiane

MPS IH choroba Hurler a-L-iduronidaza IDUA, 4pl6.3 HS, DS

MPS IS choroba Scheie a-L-iduronidaza IDUA, 4pl6.3 HS, DS

MPS IH/S choroba Hurler-Scheie a-L-iduronidaza IDUA, 4pl6.3 HS, DS

MPS Il choroba Huntera 2-sulfataza iduronianu IDS, Xq28 HS, DS

MPS A choroba Sanfilippo A sutfohydrolaza N-sutfoglukozoaminy SGSH, 17925.3 HS

MPS 11IB choroba Sanfilippo B N-a-acetyloglukozoaminidaza NAGLU, 17g21 HS

MPSHIC  choroba Sanfilippo C N-acetylotransferaza HGSNAT, 8plL.I HS
heparan-a-glukozoaminid

MPS 111D choroba Sanfilippo D 6-sulfataza N-acetyloglukozoaminy GNS, 12ql4 HS

MPS IVA choroba Morquio A 6-sulfataza N-acetylogalaktozoaminy GALNS, 60g24.3 KS, 6-CS

MPS IVB choroba Morquio B R-galaktozydaza GLB1, 3p21.33 KS

MPS VI choroba Maroteaux-Lamy  4-sulfataza N-acetylogataktozoaminy (arylosulfataza B) ARSB, 5qll-13 DS

MPS VII choroba Sly'a B-glukuronidaza GUSB, 7¢g21.11 rSCSDfsSCS

MPS IX - hialuronoglukozoaminidaza (hialuronidaza) HYAL1,3p21.3 HA

*MPS IH, IS i IH/S sg podtypami MPS | wyr6znionymi jedynie na podstawie objawéw klinicznych, gdyz w kazdym z tych podtypow deficyt
dotyczy tego samego enzymu. Skréty MPS V (dawna nazwa MPS IS uznanego btednie za odrebng jednostke chorobowg) oraz MPS VIII (nazwa
przypadku opisanego na podstawie btednych danych laboratoryjnych) nie sg obecnie stosowane; **Nazwa zgodna z nomenklaturg IUBMB (ang.
International Union of Biochemistry and Molecular Biology); ***HS — siarczan heparanu, DS — siarczan dermatanu, KS — siarczan keratanu, CS —
siarczan chondroityny, HA —hialuronian, 4-CS —4-siarczan chondroityny, 6-CS —6-siarczan chondroityny

powania oszacowang dla populacji australijskiej rzedu 1 na
2 111 000 oraz MPS HIC i IlID z czesto$cig wystepowania
odpowiednio 1 na 1 407 000 oraz 1 na 1 056 000 zywych
urodzen [1],

Rézne typy mukopolisacharydoz charakteryzujg sie wie-
loma wspdlnymi objawami klinicznymi, choé ich nasilenie
w kazdym z typow moze by¢ r6zne. Choroby te majg poste-
pujacy charakter. Objawy kliniczne obejmujg organomega-
lie (powiekszenie watroby ijezyka), zmiany w obrebie ukia-
du kostnego o charakterze dysostosis multiplex spowodowa-
ne nieprawidtowym formowaniem sie koSci oraz charakte-
rystyczne rysy twarzy (pogrubione rysy twarzy, wydatne
czoto). W wyniku choroby dochodzi czesto do uposledzenia
stuchu oraz wzroku (zmetnienie rogdwki, uszkodzenie ner-
wu wzrokowego). Zajete sg rowniez uktady oddechowy i
sercowo-naczyniowy (defekty zastawek serca, kardiomega-
lia i kardiomiopatia), a w miare rozwoju choroby dochodzi
do ograniczenia ruchomosci stawéw i pojawiania sie licz-
nych przykurczéw czy tez uwiezienia nerwow, jak w zespo-
le cie$ni nadgarstka. Opo6znienie rozwoju umystowego jest
charakterystyczne dla MPS IH (choroba Hurler), ciezkich
postaci MPS Il (choroba Huntera), wszystkich podtypéw
MPS Il (choroba Sanfilippo) oraz MPS VII (choroba Sly'a)
[1,2,4,5],

Diagnostyka mukopolisacharydoz opiera sie na badaniu
aktywnosci enzymdw lizosomalnych, a takze iloSciowej
analizie glikozoaminoglikanéw wydalanych z moczem. O
ile lizosomalne hydrolazy sg wysoce specyficzne wzgledem
struktury irodzaju wigzania w koncowej czesci makrocza-
steczki, na kt6rg dziatajg, to ogdlna struktura takiego zwigz-
ku ma mniejsze znaczenie dla aktywnos$ci tych enzymow.
Stad mozliwe jest oznaczanie ich aktywnos$ci z wykorzysta-
niem réznych syntetycznych substratéw (o wtasciwosciach
fluorogennych lub chromogennych) w leukocytach krwi ob-
wodowej, osoczu czy w hodowli fibroblastow, ewentualnie
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w przypadku diagnostyki prenatalnej w komorkach wyho-
dowanych z ptynu owodniowego lub pobranych podczas
biopsji kosmowki [1],

NEURONOPATYCZNE FORMY
MUKOPOLISACHARYDOZ

MUKOPOLISACHARYDOZA TYPU I

Choroba ta jest spowodowana deficytem aktywnosci a-L-
iduronidazy (IDUA, EC 3.2.1.76), lizosomalnej glikozydazy
biorgcej udziat w degradacji siarczanu heparanu oraz siar-
czanu dermatanu [1]. Obejmuje ona szeroki zakres réznych
klinicznych fenotypow, od najbardziej ciezkiego, jakim jest
choroba Hurler, do najbardziej tagodnego, jakim jest cho-
roba Scheie. Pomiedzy tymi dwoma skrajnymi fenotypami
istnieje cate kontinuum form posrednich okreslanych jako
choroba Hurler-Scheie. We wszystkich tych wariantach
wystepujg znaczne réznice w stopniu zajecia osrodkowego
uktadu nerwowego. Pacjenci z najciezszg postacig choroby,
typem IH, charakteryzuja sie opéznieniem rozwoju umysto-
wego, cho¢ dzieci te pozostajg zwykle pogodne, spokojne
i tagodne w odro6znieniu od chorych na MPS Ill z charak-
terystycznym zachowaniem przypominajagcym agresje, jed-
nak r6znigcym sie od niej brakiem $§wiadomego dziatania w
celu wyrzadzenia krzywdy. Opo6znienie rozwoju i objawy
choroby pojawiajg sie juz w pierwszych dwdéch latach zycia.
W tagodnej postaci choroby, typie IS, objawy somatyczne
pojawiajg sie pozniej, a pacjenci charakteryzuja sie normal-
ng inteligencjg i $rednig dtugoscig zycia tylko nieznacznie
nizszg od Sredniej dla ogolnej populacji [1,6].

Gen kodujacy a-L-iduronidaze, zwany IDUA, ziozony
jest z 14 eksondw i ma dtugos¢ okoto 19 tysiecy par zasad.
Jest on zlokalizowany na chromosomie 4, w pozycji pl6.3.
Dwa najczesciej wystepujace defektywne allele, W402X oraz
Q70X, atakze mniej czesty allel, P533R, stanowig ponad po-
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Tabela 2. Grupy enzyméw bioracych udziat w degradacji glikozoaminoglikanéw. Wyszczegélniono rodzaj
glikozoaminoglikanéw, w ktérych degradacje zaangazowane sa poszczeg6lne enzymy.

Grupa enzymow
Egzoglikozydazy:

Specyficzny enzym

a-L-iduronidaza

P-glukuronidaza
P-heksozoaminidaza
N-acetyloglukozoaminidaza
P-galaktozydaza**

2-sulfataza iduronianu

arylosulfataza B

2-sulfataza glukuronianu
sulfohydrolaza N-sulfoglukozoaminy
6-sulfataza N-acetyloglukozoaminy
6-sulfataza N-acetylogalaktozoaminy
hialuronidaza

heparanaza

N-acetylotransferaza heparan:a-glukozoaminid

Egzosulfatazy:

Endoglikozydazy:

Acetytotransferazy:

*HS —siarczan heparanu, DS —siarczan dermatanu, KS —siarczan keratanu, CS —siarczan chondroityny,
HA —hialuronian; **enzym bierze réwniez udziat w degradacji GNE-gangliozydu, glikoprotein oraz oligo-

sacharydow

towe wszystkich alleli lezgcych u podtoza mukopolisacha-
rydozy typu I w populacji kaukaskiej. Produktem tych alleli
jest niefunkcjonalny enzym, a ich wystepowanie w formie
homozygotycznej lub heterozygotycznej przektada sie w
efekcie na rozwdj ciezkiej postaci MPS IH [7,8].

MUKOPOLISACHARYDOZA TYPU I
(CHOROBA HUNTERA)

Choroba Huntera charakteryzuje sie brakiem lub znacz-
nym niedoborem aktywnos$ci 2-sulfatazy iduronianu (IDS;
EC 3.1.6.13), enzymu katalizujagcego degradacje siarczanu
heparanu oraz siarczanu dermatanu, czego skutkiem jest
lizosomalne spichrzanie tych glikozoaminoglikandéw [9].
W mukopolisacharydozie typu Il obserwuje sie szerokie
spektrum objawéw i wyr6znia sie dwa jej skrajne fenoty-
py. Fenotyp ciezki, podobnie jak w przypadku choroby
Hurler, charakteryzuje sie silnie wyrazonymi objawami so-
matycznymi potgczonymi z postepujgcg neurodegeneracja,
podczas gdy fenotyp tagodny MPS typu Il charakteryzuje
sie normalng inteligencjg i przezywalnoscig do wieku do-
rostego [1,2].

Choroba Huntera jest dziedziczona w sposéb recesywny
sprzezony z chromosomem X, a gen IDS, kodujacy sulfa-
taze iduronianu, jest zlokalizowany na chromosomie X w
pozycji g28. Gen ten ma dtugos$¢ ponad 24 tysiecy par zasad
i sktada sie z 8 ekson6w [10,11], W odlegtosci okoto 20 ty-
siecy par zasad od genu IDS zlokalizowany jest pseudogen
IDS-2, zawierajacy sekwencje homologiczne z eksonami 2 i
3 oraz intronem 7 witasciwego genu IDS. Rejon, w ktérym
zlokalizowane sg oba geny jest rejonem bogatym w geny
lezace w bliskiej odlegtosci, powyzej i ponizej genu sulfa-
tazy iduronianu [12]. Wiekszo$¢ przypadkéw MPS typu Il
spowodowana jest mutacjami punktowymi, w tym muta-
cjami nonsensownymi czy zmiany sensu lub niewielkimi
delecjami badz insercjami prowadzgcymi do przesuniecia
ramki odczytu, badz tez mutacjami ingerujgcymi w miejsca
»splicingowe" transkryptu [13]. Rzadziej zdarzajg sie dele-
cje catego genu lub duze rearanzacje chromosomowe obej-
mujgce m.in. rejon genu IDS. Tego typu zmiany zawsze dajg
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ciezki fenotyp choroby Huntera [14,15].
Czesto, rearanzacje w rejonie genu IDS

Rodzaj GAG* sg wynikiem rekombinacji zachodzacej

DS, HS pomiedzy rejonem intronu 7 a homolo-
DS, HS, CS, HA gicznym fragmentem znajdujgcym sie
DS, CS, KS w poblizu eksonu 3 pseudogenu IDS-2 i
HS powigzanym z tym procesem przerwa-
KS niem ciggtosci genu IDS oraz inwersjg
DS, HS fragmentu DNA dokonujgcego inwazji
DS, CS [16].

HS Mukopolisacharydoza typu I, jak
HS wiele choréb dziedziczonych w sposdb
HS, KS recesywny sprzezony z chromosomem
KS, CS X, wystepuje prawie wytgcznie u pici me-
CS, HA skiej, podczas gdy kobiety sa jej bezob-
HS jawowymi nosicielkami. Opisano Kkilka
HS przypadkéw MPS Il zdiagnozowanych u

chorych pici zenskiej. Chorzy mezczyzni
z reguty nie posiadajg potomstwa [1], za-
tem pojawienie si¢ jednocze$nie dwaéch
alleli z mutacjag w genie IDS u kobiety jest
mato prawdopodobne i do tej pory opisano tylko jeden przy-
padek pacjentki z mutacjg L41P w formie homozygotycznej,
przy wykluczeniu delecji jednej kopii genu IDS [17]. Cze$¢
klinicznych przypadkéw zenskiej formy choroby Huntera
wystepuje u heterozygot ijest zwigzana z jednoczesnym wy-
stapieniem zjawiska nielosowej inaktywacji chromosomu X
niosgcego prawidtowy allel genu IDS. Pierwszy opisany tego
typu przypadek byt spowodowany wystgpieniem wzajem-
nej zréwnowazonej translokacji t(X:5), ktéra spowodowata
przerwanie ciggtosci jednego allelu genu IDS oraz wspétwy-
stapieniem nielosowej inaktywacji drugiego, nienaruszonego
chromosomu X [18]. Najczesciej jednak przypadki MPS typu
Il u kobiet zdarzajg sie u pacjentek z prawidtowym Kkario-
typem, jako wynik obecnosci mutacji w jednym allelu genu
IDS oraz preferencyjnej, nielosowej inaktywacji drugiego z
chromosoméw X, niosgcego prawidtowg kopie genu. Opisa-
no przypadki dziewczynek z mutacjg punktowa R468Q [19]
lub z insercjg ¢.706insG, powodujgcg zmiane ramki odczytu
[20], ktére wystepowaty w matczynym allelu genu IDS pod-
legajagcym ekspresji oraz z prawidtowym allelem genu IDS
lezagcym na chromosomie X pochodzenia ojcowskiego i pozo-
stajagcym w stanie zinaktywowanym. Znane sg tez przypad-
ki delecji de novo w allelu genu IDS lezacym na aktywnym
chromosomie X pochodzenia ojcowskiego, przy jednoczesnej
inaktywacji chromosomu X odziedziczonego po matce, nio-
sacego prawidtowg kopie genu IDS [17,21,22], Ciekawym
przypadkiem opisanym w literaturze jest wystgpienie choro-
by Huntera u jednej z blizniaczek jednojajowych. U pacjentki
bedacej heterozygotg w locus IDS z klinicznymi objawami
choroby Huntera wykazano prawidtowy kariotyp i nieloso-
wa inaktywacje jednego z chromosomoéw X podczas gdy u
jej heterozygotycznej siostry, monozygotycznej blizniaczki, a
takze u heterozygotycznej matki, ktére nie wykazywaty ob-
jawow klinicznych choroby, inaktywacja chromosomow X
byta losowa [23].

MUKOPOLISACHARYDOZA TYPU Il
(CHOROBA SANFILIPPO)

Choroba Sanfilippo, w ktérej dochodzi do spichrza-
nia siarczanu heparanu, wywotana jest deficytami w
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aktywnosci 4 réznych enzyméw — sulfohydrolazy N-
sulfoglukozoaminy (SGSH w MPS 1lIA; EC 3.10.1.1),
N-a-acetyloglukozoaminidazy (NAGLU w MPS 1lIB; EC
3.2.1.50), N-acetylotransferazy heparan-a-glukozoaminid
(w MPS HIC; EC 2.3.1.3) lub 6-sulfatazy N-acetyloglukozo-
aminy (GNS w MPS HID; EC 3.1.6.14) (lokalizacja genow
kodujacych te enzymy zostata przedstawiona w tabeli 2) [1],
Wszystkie te podtypy MPS Ill charakteryzuja sie podobnym
obrazem klinicznym. Obserwuje sie niewielkie zmiany so-
matyczne przy postepujacym uszkodzeniu osrodkowego
uktadu nerwowego. Og6lnie mozna wyréznic trzy fazy w
przebiegu mukopolisacharydozy typu Ill. Pierwsza faza,
przypadajgca na okres 1-4 lat, charakteryzuje sie niewiel-
kim op6znieniem rozwoju dziecka po okresie 1-2 lat pra-
widtowego rozwoju. W drugiej fazie, w wieku kilku lat,
charakter choroby ulega zmianie i pojawiajg sie nadpobu-
dliwo$¢ psychoruchowa, uposledzenie zdolnosci uczenia
sie i stopniowa utrata zdobytych wczesniej umiejetnosci, z
towarzyszacymi im zaburzeniami snu. Trzecia faza choroby
przypada zwykle na koniec pierwszej lub poczatek drugiej
dekady zycia i objawia sie postepujaca neurodegeneracja.
Dziecko staje sie mniej mobilne i bardziej wyciszone, a
wszystkie jego umiejetno$ci stopniowo zanikajag. W korico-
wej fazie choroby pacjenci nie sg w stanie poruszaé sie i sg
catkowicie uzaleznieni od opieki innych oséb.

MUKOPOLISACHARYDOZA TYPU VII (CHOROBA SLY'A)

Mukopolisacharydoza typu VII spowodowana jest nie-
doborem aktywnosci R-glukuronidazy (GUSB; EC 3.2.1.31)
i zaburzeniami degradacji glikozoaminoglikandw zawiera-
jacych kwas glukuronowy. Fenotyp pacjentéw z tg chorobg
jest podobny jak w przypadku choroby Hurler (MPS I-H)
lub choroby Huntera (MPS II). Choroba Sly'a cechuje sie
duzg zmiennos$cig poczawszy od ciezkiego, $miertelnego
obrzeku ptodowego z poczatkiem objawéw nawet w roz-
woju ptodowym lub tuz po urodzeniu, do form o tagodnym
przebiegu, kiedy to pacjenci dozywaja wieku dorostego. U
wiekszos$ci pacjentdw obserwuje sie hepatosplenomegalie,
umiarkowane zmiany w obrebie uktadu kostnego, niski
wzrost oraz rézny stopien upos$ledzenia rozwoju umysto-
wego [1],

NIENEURONOPATYCZNE FORMY
MUKOPOLISACHARYDOZ

MUKOPOLISACHARYDOZA TYPU IV
(CHOROBA MORQUIO)

Typ IV MPS spowodowany jest zaburzeniem degradacji
siarczanu keratanu na skutek deficytu 6-sulfatazy N-acetylo-
galaktozoaminy (GALNS w MPS IVA; EC 3.1.6.4) lub B-
galaktozydazy (GLB1 w MPS IVB; EC 3.2.1.23). Obie formy
MPS typu IV cechujg sie zmianami w obrebie uktadu kost-
nego i wiezadtowo-stawowego, kartowatoscia, koslawoscig
konczyn dolnych, garbem ledZzwiowym i deformacja klatki
piersiowej, przy catkowitym braku objawéw neurologicz-
nych i zachowaniem normalnej inteligencji. Gen GALNS,
kodujgcy sulfataze siarczanu 6-N-acetylogalaktozoaminy,
ma diugo$¢ ponad 40 tysiecy par zasad i sktada sie z 14
eksonéw, a u podtoza MPS IVA lezy wiele r6znych mutacji
punktowych lub niewielkich delecji. Ciekawym jest fakt, ze
w przypadku genu kodujacego R-galaktozydaze, mutacje
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lezgce u podtoza MPS IVB sg zmianami wptywajgcymi na
obnizenie zdolnoSci enzymu do degradacji siarczanu kera-
tanu, natomiast degradacja GMj-gangliozydu, przeprowa-
dzana przez ten sam enzym, nie ulega zahamowaniu i nie
wywotuje tym samym innej choroby spichrzeniowej, GMa
gangliozydozy, bedacej skutkiem defektu tego samego en-
zymu, ale wystepujgcego w innej czesci polipeptydu [1].

MUKOPOLISACHARYDOZA TYPU VI
(CHOROBA MAROTEAUX-LAMY)

W typie VI MPS, spowodowanym deficytem aktywnosci
arylosulfatazy B (ARSB; EC 3.1.6.12) i wynikajacym z tego
spichrzaniem siarczanu dermatanu, rowniez nie dochodzi
do zajecia osrodkowego uktadu nerwowego przez chorobe,
a gtowne dolegliwosci dotyczg uktadu kostnego i uktadu
krazenia. Zazwyczaj wystepujg ciezkie objawy w postaci
kardiomiopatii, uszkodzenia zastawek serca czy tez poste-
pujacego zwezenia drég oddechowych, prowadzgace do nie-
wydolnos$ci prawej komory serca [2],

MUKOPOLISACHARYDOZA TYPU IX

Do tej pory opisano tylko jeden przypadek osoby cier-
piacej na typ IX MPS, zwigzany z niedoborem hialuroni-
dazy (HYALZL; EC 3.2.1.35) i nadmierng akumulacjg hialu-
ronianu. Pacjent z objawami obejmujacymi tagodne cechy
dysmorficzne w obrebie twarzoczaszki i niski wzrost, przy
zachowaniu prawidtowej ruchomos$ci stawdéw i normalnej
inteligencji, zostat opisany w 1996 roku, ale od tamtej pory
nie udato sie zdiagnozowaé zadnego innego przypadku tej
choroby [24],

METABOLIZM GLIKOZOAMINOGLIKANOW

Glikozoaminoglikany (GAG) sa dtugimi, liniowymi
polisacharydami zbudowanymi z okoto 20-200 powta-
rzajagcych sie dwucukrowych elementow ztozonych z
aminocukru (takiego jak N-acetyloglukozoamina lub N-
acetylogalaktozoamina) oraz kwasu uronowego (takiego
jak kwas D-glukuronowy lub kwas L-iduronowy) lub D-
galaktozy. Jedna lub obie jednostki cukrowe posiadajg jed-
ng badz dwie reszty siarczanowe (w pozycji C2, C4 lub C6),
zatem GAG majg silny ujemny tadunek, co ma zwigzek z ich
funkcjag w organizmie [25], Gt¥dwnymi glikozoaminoglika-
nami obecnymi u kregowcdw sg hialuronian, siarczan chon-
droityny, siarczan dermatanu, siarczan heparanu i siarczan
keratanu. Ich budowe przedstawiono schematycznie na ry-
cinie 1.

Glikozoaminoglikany wystepujag w komorce w postaci
proteoglikanéw, czyli kompleksdw ztozonych z rdzenia
biatkowego z przytagczonym kowalencyjnie jednym lub
wiekszg liczbg tancuchéw GAG. W takiej postaci zwigzki te
wystepuja na powierzchni komorki bagdz w macierzy poza-
komorkowej. Jedynym wyjatkiem jest hialuronian, ktéry nie
wigze sie kowalencyjnie z biatkami, moze jednak oddziaty-
waé z nimi niekowalencyjnie poprzez tzw. motyw wigzacy
hialuronianu [26].

Proteoglikany sg produkowane praktycznie przez
wszystkie komarki ssakéw i sg wydzielane do macierzy po-
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Rycina 1. Budowa strukturalna powtarzalnych elementéw réznych glikozoaminoglikandéw. Poszczegdlne panele przedstawiaja nastepujace GAG (w nawiasie podano
liczbe jednostek dwucukrowych (n) wchodzacych w sktad kazdego z nich): A —hialuronian (n <50 000), B —siarczan chondroityny (n < 250), C —siarczan dermatanu
(n <250), D —heparyna/siarczan heparanu (n = 15-30), E —siarczan keratanu (n = 20-30).

zakomoérkowej, whudowywane do btony komérkowej lub
przechowywane w ziarnistoéciach wydzielniczych. Sa one,
obok biatek fibrylarnych (takich jak r6zne rodzaje kolage-
nu i elastyn) i glikoprotein adhezyjnych (jak fibronektyna,
lamina czy tenascyna), gtdwnymi sktadnikami macierzy
pozakomoérkowej. Silnie ujemny tadunek GAG wchodza-
cych w sktad proteoglikanéw sprawia, ze oddziatujg one z
pozostatymi sktadnikami macierzy pozakomoérkowej, wig-
23 duzg liczbe kationéw (Na+ K+oraz Ca2 oraz wode, co
prowadzi do wytworzenia swoistego uwodnionego zelu,
utrzymujacego sprezysto$¢ i elastyczno$¢ macierzy poza-
komoérkowej danej tkanki. Wptywa to na transport w obre-
bie przestrzeni pozakomorkowej oraz zapewnia optymalne
$rodowisko niezbedne do prawidtowej proliferacji, r6znico-
wania sie i migracji komorek.
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Duze ilosci siarczanéw chondroityny oraz keratanu wcho-
dzg w skiad proteoglikanu o nazwie agrekan i odgrywajg istot-
ng role w uwodnieniu chrzastki nadajac jej wtasciwosci zelowe
i opornos¢ na odksztatcenie [26], Polianionowy charakter pro-
teoglikanow sprawia, ze zwigzki te oddziatujg z enzymami,
czynnikami wzrostowymi lub ich receptorami, czynnikami
transkrypcyjnymi czy biatkami strukturalnymi macierzy po-
zakomorkowej, biorgc udziat m.in. w adhezji komérek, dziata-
niu cytokin czy w modulacji katalizy enzymatycznej [27],

SYNTEZA GLIKOZOAMINOGLIKANOW

Proces biosyntezy proteoglikan6éw rozpoczyna sie od
syntezy witasciwego rdzenia biatkowego na rybosomach.
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Rycina 2. Schemat budowy proteoglikanu, ktérego taficuchem GAG jest siarczan chondroityny (n - liczba powtarzalnych jednostek dwucukrowych).

Nastepnie w aparacie Golgiego zachodzi proces glikozyla-
cji, ktory rozpoczyna sie od syntezy czterocukrowego regio-
nu tgczacego. Pierwszg resztg cukrowg jest reszta ksylozy,
przenoszona na specyficzng reszte seryny rdzenia biatko-
wego z wytworzeniem wigzania O-glikozydowego przez
transferaze ksylozy (Xyl-T). Nastepnie, w reakcjach katali-
zowanych przez dwie transferazy galaktozy (odpowiednio
Gal-TI oraz Gal-Tll), dodawane sg dwie reszty galaktozy.
Synteze regionu tgczacego konczy przytaczenie aktywowa-
nego kwasu glukuronowego przez odpowiednig transfera-
ze (GICUA-TI). Nastepnie naprzemian dodawane sg kolejne
reszty odpowiedniej heksozoaminy oraz kwasu glukurono-
wego (lub galaktozy) do nieredukujgcego konca wydtuza-
nego tancucha GAG, do czasu az osiggnie on odpowiednig
dtugosc (Ryc. 2) [25,27,28].

Donorami reszt cukrowych w syntezie regionu tgczni-
kowego oraz w elongacji taficucha glikozoaminoglikanéw
sg ich odpowiednie UDP-pochodne. W ostatnim etapie
produkcji GAG dochodzi do epimeryzacji niektérych reszt
kwasu glukuronowego do kwasu iduronowego oraz do
siarczanowania wybranych grup C2, C4 i/lub C6 reszt cu-
krowych przez specyficzne sulfotransferazy. Tak zmodyfi-
kowane czasteczki sg nastepnie transportowane w peche-
rzykach wydzielniczych do btony komérkowej i uwalniane
do macierzy pozakomorkowej [27,28]. Synteza glikozoami-
noglikanéw wydaje sie by¢ procesem Scisle regulowanym,
poniewaz GAG rb6znig sie strukturg na ré6znych etapach, od
rozwoju zarodkowego, poprzez etap wzrostu az po starze-
nie sie organizmu [27].

DEGRADACJA GLIKOZOAMINOGLIKANOW

Glikozoaminoglikany sa produktami lizosomalnej de-
gradacji, powstatymi w wyniku proteolitycznego usuniecia
rdzenia biatkowego proteoglikanéw. Uwolnione tafncuchy
GAG sg nastepnie czesciowo rozszczepiane przez enzymy
takie jak endoglukuronidazy lub endoheksozoaminidazy,
ktore przecinajg makroczagsteczki GAG w kilku specyficz-
nych miejscach. W wyniku dziatania tych endoglikozydaz
powstajg fragmenty tancuchéw GAG, ktore nastepnie pod-
legaja etapowej degradacji katalizowanej przez wiele en-
zymoOw z grupy egzoglikozydaz oraz egzosulfataz [29,30].
Czesto te same enzymy uczestniczg w etapach degradacji
kilku réznych glikozoaminoglikanéw (Tab. 2), dlatego de-
ficyt aktywnosci jednej takiej hydrolazy moze skutkowaé
spichrzaniem kilku r6znych rodzajow GAG w lizosomach.
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Jedng z egzoglikozydaz biorgcych udziat w degrada-
cji GAG jest a-L-iduronidaza, ktéra hydrolizuje koncowe
reszty kwasu a-L-iduronowego w czasteczkach siarczanu
dermatanu oraz siarczanu heparanu, a deficyt aktywno-
§ci tego enzymu prowadzi do zaburzen w degradacji obu
rodzajow GAG i lezy u podstaw mukopolisacharydozy
typu I. Kolejng glikozydazg jest B-glukuronidaza (enzym
deficytowy w MPS VII), ktéra usuwa reszty kwasu glu-
kuronowego obecne w siarczanie dermatanu jak réwniez
w siarczanie heparanu, siarczanie chondroityny i hialuro-
nianie. Nastepny enzym z tej grupy, B-heksozoaminidaza,
usuwa reszty N-acetylogalaktozoaminy w siarczanach
chondroityny, dermatanu i keratanu. Za odcinanie reszt
N-acetyloglukozoaminy od #tancucha siarczanu heparanu
odpowiedzialna jest N-a-acetyloglukozoaminidaza, enzym
ktérego deficyt powoduje MPS IlIB. Ciekawym enzymem
jest B-galaktozydaza, ktdra katalizuje usuwanie reszt ga-
laktozy. Prawidtowy enzym hydrolizuje koncowe reszty
galaktozy obecne nie tylko w siarczanie keratanu, ale row-
niez w takich zwigzkach jak GM~gangliozyd, glikoproteiny
i oligosacharydy. Catkowity brak tego enzymu powoduje
rozwoéj gangliozydozy GM” podczas gdy mutacje upoS$le-
dzajace aktywnos$¢ katalityczng tego enzymu tylko wyhiér-
czo wzgledem siarczanu keratanu leza u podtoza MPS IVB
[1,29].

Usuwaniu reszt cukrowych i reszt kwaséw uronowych
z tancuchéw GAG przez egzoglikozydazy towarzyszy
usuwanie grup siarczanowych, w ktérym uczestniczg en-
zymy z grupy egzosulfataz. Jednym z takich enzymow
jest sulfataza iduronianu, ktéra odcina grupe siarczanowg
znajdujacyg sie w pozycji 2 kwasu L-iduronowego, obec-
nego w siarczanie dermatanu i siarczanie heparanu. Ary-
losulfataza B, kolejna sulfataza uczestniczaca w procesach
degradacji GAG, usuwa grupy siarczanowe z 4-siarczanu
N-acetylogalaktozoaminy, wchodzacej w sktad siarcza-
nu dermatanu a takze siarczanu chondroityny. Sulfatazy,
takie jak 2-sulfataza glukuronianu czy sulfohydrolaza N-
acetyloglukozoaminy (N-sulfataza heparanu), specyficz-
nie usuwajg reszty siarczanowe z siarczanu heparanu. Co
ciekawe, do tej pory nie zidentyfikowano choroby, u ktorej
podstaw lezatby deficyt aktywnoS$ci pierwszej z wymienio-
nych sulfataz, natomiast deficyt drugiej z nich odpowiada
za rozw6j MPS IlIA. Pozostate sulfatazy uczestniczace w
katabolizmie GAG to 6-sulfataza N-acetyloglukozoaminy,
usuwajgca reszty siarczanowe z N-acetyloglukozoaminy
wchodzacej w skiad siarczan6w heparanu i keratanu oraz
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6-sulfataza N-acetylogalaktozoaminy, usuwajaca grupy
siarczanowe z N-acetylogalaktozoaminy bedacej sktadni-
kiem siarczanéw keratanu i chondroityny [1,29].

Degradacja siarczanu heparanu wymaga jeszcze jed-
nego enzymu, ktéry jako jedyny nie jest hydrolazg, a mia-
nowicie N-acetylotransferazy heparan:a-glukozoaminid
(N-acetylotransferazy acetylo-CoA:a-glukozoaminid). En-
zym ten katalizuje acetylacje grupy aminowej glukozoami-
ny, ktora zostata wyeksponowana w wyniku dziatania N-
sulfatazy heparanu, a nie moze ulec hydrolizie bezposred-
nio w takiej formie. Deficyt aktywnosci tego enzymu lezy u
podstaw MPS HIC [31].

W degradacji siarczanu chondroityny, obok glikozydaz i
sulfataz, wspolnych z innymi GAG, uczestniczy takze hia-
luronidaza, enzym bedacy endoheksozoaminidazg, ktora
odcina reszty N-acetylogalaktozoaminy z czgsteczki tego
polimeru iumozliwia w ten spos6b ominiecie blokéw w de-
gradacji siarczanu chondroityny spowodowanych deficyta-
mi enzymow w MPS IVA, MPS VI, MPS VIl oraz chorobie
Sandhoffa [1]. Hialuronidaza uczestniczy tez w degradacji
hialuronianu, a deficyt jej aktywnosci wywotuje rzadki typ
MPS IX [24].

BIOCHEMICZNE PODSTAWY PATOLOGII
W MUKOPOLISACHARYDOZACH

Niewatpliwie pierwotng przyczyna zmian patologicz-
nych obserwowanych u pacjentéw cierpiacych na wszystkie
typy MPS jest upos$ledzenie degradacji glikozoaminoglika-
now i akumulacja tych zwigzkéw w lizosomach. Niemniej
jednak, o ile jeszcze stosunkowo niedawno wydawato sig,
ze jest to jedyna przyczyna objawow wystepujacych u oséb
chorych na MPS, to badania biochemiczne, genetyczne, cy-
tologiczne iinne, przeprowadzone w ostatnich latach wyka-
zaty, iz patomechanizm tych chordb jest znacznie bardziej
ztozony.

Badania biochemiczne wykazaty, ze w komorkach po-
chodzacych od pacjentéw z roznymi typami MPS gromadzg
sie nie tylko czasteczki GAG, lecz rowniez inne zwiazki. To
wtdrne spichrzanie moze by¢ spowodowane badZ to ogél-
nym uposledzeniem funkcji lizosomow, badzZ tez specyficz-
nym hamowaniem konkretnych hydrolaz lizosomalnych
przez nadmiar GAG. Wtérnemu spichrzaniu w komarkach
MPS ulegajg przede wszystkim glikosfingolipidy, fosfolipi-
dy oraz cholesterol [32], Szczeg6lnie ta pierwsza z wymie-
nionych grup zwigzkéw moze w istotny sposéb wplywac
na przebieg choroby, jako ze akumulacja glikosfingolipi-
déw w osrodkowym uktadzie nerwowym prowadzi do
powaznych zaburzen funkcjonalnych, czego przyktadem
jest bardzo ciezki przebieg lizosomalnych choréb spichrze-
niowych, w ktérych zwigzki te nie mogg by¢ degradowane
pierwotnie w wyniku defektow specyficznych enzymoéw.

Bardzo ciekawg informacjg byto stwierdzenie, ze w mo-
zgach myszy chorych na MPS 1lIB dochodzi do gromadze-
nia sie hiperfosforylowanej formy biatka tau (tzw. P-tau)
[33]. Biatko takie jest akumulowane réwniez w niektdrych
innych chorobach neurodegeneracyjnych, w tym w choro-
bie Alzheimera. Te odkrycia $wiadczg o tym, iz podobne
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mechanizmy moga leze¢ u podstaw zmian patologicznych
obserwowanych w przypadku mukopolisacharydoz oraz
innych schorzen przebiegajacych z ciezkimi objawami ze
strony o$rodkowego uktadu nerwowego.

Wtérne spichrzanie réznych zwigzkow w komorkach
pacjentow chorych na MPS moze wynika¢ z og6lnych za-
burzen w funkcjonowaniu aparatu lizosomalnego. Stwier-
dzono bowiem niedawno, ze w komdérkach myszy stano-
wigcych model badawczy dla MPS IIIA wystepuje zwiek-
szona liczba autofagosomow w poréwnaniu ze zdrowymi
zwierzetami [34], Wyniki te sugerujg zaburzenia w taczeniu
sie autofagosoméw z lizosomami, co moze skutkowac po-
waznymi zaburzeniami procesu autofagii i wtérnym gro-
madzeniem sie réznych zwigzkéw. Podobne zjawisko ob-
serwowano w komdrkach pacjentéw cierpigcych na MPS VI
oraz w komorkach szczuréw dotknietych tg chorobg [35],
Dodatkowo, u pacjentéw z MPS VI wykryto akumulacje po-
liubikwitynowanych biatek — co sugeruje zaburzenie pro-
cesu proteolizy, jak réwniez zaburzenia funkcji mitochon-
driow [35]. Ta ostatnia cecha moze wynikaé z akumulacji
uszkodzonych mitochondriéw w komorkach defektywnych
w procesie autofagii.

Zaburzenia funkcjonowania uktadu kostnego u pacjen-
tdw cierpigcych na MPS moze wynika¢ z nieprawidtowo-
§ci w funkcjonowaniu niektérych enzyméw waznych dla
prawidtowego rozwoju kosci i chrzgstek. Wyniki niedawno
opublikowanych badan wskazujg, ze w przypadku MPS |
wystepuje zwiekszenie liczby osteoklastow produkujacych
katepsyne K, przy réwnoczesnym obnizeniu wydajnosci
degradacji chrzgstek — procesu zaleznego od aktywnosci
katepsyny K [36], Wynikiem tego byto nagromadzenie sie
tkanki chrzestnej w plytkach wzrostowych kosci myszy
chorych na MPS | [36].

Niedawno opisanymi objawami wystepujacymi w nie-
ktorych typach MPS (w typie I, Il i Ill, ale nie w typie IV i
VI) sa zmiany w morfologii wtoséw [37,38]. Zmiany te sg
dobrze widoczne w badaniach prowadzonych z uzyciem
skaningowego mikroskopu elektronowego [37,38]. Nie sg
znane biochemiczne mechanizmy tego zjawiska, niemniej
jednak wydaje sie, ze obserwowane efekty moga by¢ wyni-
kiem zaburzen w metabolizmie biatek zwigzanych z budo-
wa i funkcja tkanki tagcznej [39],

Zastanawiajace i do niedawna niemal zupetnie nieznane
bylty mechanizmy prowadzace do ciezkich zaburzen funk-
cjonalnych osrodkowego uktadu nerwowego u pacjentow z
neuronopatycznymi formami MPS. Ostatnie badania wska-
zuja na duza role jakag w tych zaburzeniach moga odgry-
wac takie procesy jak odpowiedz autoimmunologiczna [40],
podwyzszony poziom stresu oksydacyjnego oraz zwigkszo-
na cytotoksycznos$¢ [41]. Wszystkie one byty obserwowane
w przypadku choroby Sanfilippo (konkretnie MPS IIIB),
mukopolisacharydozy, w przypadku ktdérej objawy ze stro-
ny os$rodkowego uktadu nerwowego sg szczegoélnie ciez-
kie [40,41]. Procesy zapalne ogolnie wydajg sie odgrywac
duzg role w rozwoju objawoéw neurologicznych u pacjen-
tdw z MPS 1ll. Niezwykle ciekawg i wazng obserwacjg byto
niedawne stwierdzenie, ze u myszy chorych na MPS IlIB
wystepuje znacznie obnizony poziom synaptofizyny, biat-
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ka stanowigcego istotny komponent btony pecherzykéw
synaptycznych [42], Doktadniejsze badania wykazaty, ze
zwiekszony poziom GAG (w szczegélnos$ci siarczanu hepa-
ranu) stymuluje degradacje synaptofizyny przez proteasom
[42], Brak odpowiedniego poziomu synaptofizyny moze w
istotny sposéb upos$ledzaé przekazywanie sygnatow przez
synapsy, prowadzac do powaznych zaburzeri zaré6wno po-
znawczych jak i bahawioralnych.

W przypadku objawéw ze strony osrodkowego ukia-
du nerwowego intrygujace sg réznice w zachowaniu pa-
cjentéw cierpigcych na rézne typy MPS. Jedli objawy tego
typu wystepujg u chorych na MPS | (czyli w podtypie IH),
pacjenci ci wykazujg stopniowe spowalnianie funkcji po-
znawczych jak réwniez rozumienia polecen czy mozliwosci
porozumiewania sie, jednakze pozostajg dzie¢mi pogodny-
mi i tagodnymi. Z kolei u dzieci chorych na MPS typu Il i
typu Ill zaburzenia funkcjonowania o$rodkowego uktadu
nerwowego wigzg sie dodatkowo z hiperaktywnoscia, bez-
sennoscig oraz zachowaniami okreslanymi jako agresywne
(cho¢ nie spetniajg one psychologicznej definicji takich za-
chowan), aczkolwiek tego typu objawy sa znacznie silnigj
wyrazone u pacjentéw cierpigcych na MPS Ill niz w przy-
padku MPS II. Rezultaty niedawnej analizy teoretycznej,
biorgcej pod uwage budowe chemiczna fragmentéw GAG
wystepujacych w przypadku kazdego z typow MPS, silnie
sugeruja, ze za pojawianie sie tak réznych zaburzen beha-
wioralnych moga by¢ odpowiedzialne réznice w obecnosci
specyficznych grup chemicznych w czasteczkach monosa-
charydéw stanowigcych substraty dla enzymoéw defektyw-
nych w poszczegdlnych typach MPS [43], Brak mozliwosci
usuniecia lub modyfikacji tych monosacharydéw powodu-
je, ze okreslone grupy chemiczne pozostajg wolne w termi-
nalnych jednostkach GAG, mogac potencjalnie wchodzié w
réznego typu reakcje chemiczne i tym samym zaburzac pro-
cesy przewodzenia sygnatéw nerwowych w mézgu [43].

Na podstawie wyzej przedstawionych faktéw widaé wy-
raznie, ze pierwotne zaburzenia degradacji GAG wywotuja
szereg bardzo powaznych wtérnych zmian biochemicznych
w organizmach pacjentéw. Przeklada sie to na postrzega-
nie patomechanizmu MPS jako procesu duzo bardziej zto-
zonego niz mogtoby sie to wydawac¢ w przypadku choréb
spowodowanych mutacjami w pojedynczych genach. W
tym Swietle warto réwniez sobie zdawaé sprawe z jeszcze
bardziej posrednich zaburzen funkcjonowania organizmoéw
0s6b chorych na MPS. Przyktadem tego moga by¢ chociaz-
by przewlekte biegunki, ktérych przyczyn fizjologicznych
upatruje sie badz w infekcjach przewodu pokarmowego
wywotanych nietypowymi patogennymi mikroorganizma-
mi [44], badZz w zaburzeniach perystaltyki jelit [45]. Obie te
przyczyny biegunek moga wynikaé z gromadzenia sie nie-
zdegradowanych czasteczek GAG badz w komdrkach jelita,
badz w Swietle jelita, na skutek ich wydostawania sie z ma-
sowo uszkodzonych komdérek, badz tez w zwojach uktadu
przywspotczulnego.

LECZENIE W MUKOPOLISACHARYDOZACH
Jak stwierdzono w poprzednim rozdziale, mimo iz nie do

konca rozumiemy patofizjologie lizosomalnych choréb spi-
chrzeniowych, nie ma watpliwosci, ze akumulacja materia-
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tu spichrzanego jest pierwotnym czynnikiem patogennym,
ktory uruchamia powstawanie strukturalnych i biochemicz-
nych zmian wtérnych (jak np. rozwdj proceséw zapalnych
czy zaburzenia funkcji kanatéw jonowych) i prowadzi do
inicjacji choroby oraz jej progresji. Usuniecie materiatu pod-
legajacego patologicznemu spichrzaniu powinno zatem by¢
gtdwnym celem terapeutycznym w leczeniu lizosomalnych
chordéb spichrzeniowych, w tym mukopolisacharydoz [46].

Ponad 40 lat temu Elizabeth Neufeld wraz z zespotem
przeprowadzita pionierskie eksperymenty, w ktérych wy-
kazano, ze defekt metaboliczny w hodowli fibroblastéw
pobranych od pacjenta z chorobg Hurler (MPS IH) lub z
chorobg Huntera (MPS II) mozna kompensowaé poprzez
hodowanie tych komdrek w obecnosci fibroblastow pobra-
nych od osoby zdrowej badz podczas prowadzenia hodowli
mieszanej ztozonej z fibroblastow obu typow MPS. Efekt ten
wywotany jest obecnoscig tzw. czynnikéw korygujacych,
bedacych odpowiednikami deficytowych enzymoéw lizo-
somalnych i wydzielanych przez komérki nie posiadajace
tego samego defektu [47,48]. P6Zzniej wykazano, ze czynni-
kiem kompensacyjnym sg enzymy pobierane spoza komor-
ki do przedziatu lizosomalnego poprzez endocytoze zalez-
ng od receptora mannozo-6-fosforanowego. Co ciekawe,
tylko 1-5% prawidtowej aktywnosci komorkowej danego
enzymu jest niezbedne do skutecznego skorygowania de-
fektu metabolicznego [46]. To witasnie te doSwiadczenia sta-
ty sie podstawa do opracowania strategii terapeutycznych
bazujgcych na dostarczeniu odpowiedniego enzymu lizoso-
malnego bezposrednio w formie tzw. enzymatycznej terapii
zastepczej lub w sposdb posredni poprzez przeszczepienie
szpiku kostnego.

PRZESZCZEPIENIE SZPIKU KOSTNEGO LUB
HEMATOPOETYCZNYCH KOMOREK MACIERZYSTYCH

Potencjalny korzystny wptyw przeszczepienia szpiku
kostnego lub krwiotworczych komérek macierzystych w
przypadku lizosomalnych chordb spichrzeniowych opiera
sie na zastgpieniu makrofagéw pacjenta z deficytem aktyw-
nosci enzymu lizosomalnego przez pule komérek wywo-
dzgcych sie ze szpiku zdrowego dawcy, a wiec z prawidto-
wa aktywnoscig danego enzymu, ktére przyjmujg postaé
komérek Kupffera (makrofagéw osadzonych w ptucach,
§ledzionie, weztach chtonnych, migdatkach oraz jamie
otrzewnej) oraz komoérek mikrogleju (makrofagéw rezydu-
jacych w obrebie o$rodkowego uktadu nerwowego).

Stosunkowo dobre rezultaty z zastosowaniem tego typu
leczenia uzyskano w przypadku pacjentéw z chorobg Hur-
ler (MPS IH), ktérym przeszczepiono szpik a procedure te
wykonano przed osiggnieciem drugiego roku zycia [6], Dtu-
goterminowe badania tak leczonych pacjentéw wykazaty,
ze przeszczepienie zaowocowato obnizeniem ilosci wyda-
lanych glikozoaminoglikanéw, poprawg parametréow odde-
chowych, zmniejszeniem wielko$ci watroby oraz ustabilizo-
waniem funkcji serca i zatrzymaniem badz spowolnieniem
zaburzen neurologicznych [49,50]. Niemniej jednak, terapia
ta okazata sie by¢ nieskuteczna w odniesieniu do uktadu
kostnego [51].

U pacjentow z MPS Il oraz MPS IlI, ktérych poddano
zabiegom przeszczepienia, zaobserwowano brak poprawy
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lub tylko niewielkg poprawe stanu zdrowia. Przyczyna nie-
skutecznosci tego typu leczenia w obu tych typach MPS po-
zostaje nieznana. Réwniez w przypadku pacjentow z MPS
typu 1V, u ktérych gtéwnie dochodzi do zajecia uktadu
kostnego, przeszczepienie szpiku kostnego nie ma wpiywu
na postep choroby [52], Dodatkowym mankamentem tego
rodzaju terapii jest stosunkowo wysoka $miertelno$¢ wsréd
pacjentow z powodu odrzucenia przeszczepu oraz czeste
inne powiktania, takie jak infekcja, krwotok, endokrynopa-
tie czy rozw6j nowotworéw wtérnych [1,53].

ENZYMATYCZNA TERAPIA ZASTEPCZA

Rozwiniete techniki rekombinacji DNA oraz wydajnej
produkcji rekombinowanych ludzkich biatek umozliwiajg
obecnie wyprodukowanie duzych ilosci enzymu o wysokiej
czystosci i jego praktyczne zastosowanie w leczeniu chorob
w postaci strategii terapeutycznej okre$lanej mianem enzy-
matycznej terapii zastepczej (ERT, ang. enzyme replacement
therapy). Polega ona na podawaniu odpowiedniego enzymu
lizosomalnego o prawidtowej aktywnosci, ktérego brakuje
w komorkach chorych. W wiekszosci przypadkéw ludzkie
rekombinowane enzymy sg produkowane w komaérkach jaj-
nika chomika chinskiego (CHO, ang. Chinese hamster ovary
cells), a zwigzane z nimi glikozydowe tancuchy podlegaja
modyfikacjom majacym na celu wprowadzenie znacznika
mannozo-6-fosforanowego, bedacego swoistym sygnatem
kierujacym biatko do lizosomoéw [1,46].

Pierwszg zatwierdzong w 1991 roku przez amerykanska
Agencje ds. Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Admi-
nistration, FDA) i wprowadzong do stosowania byta enzy-
matyczna terapia zastepcza w chorobie Gauchera [54], W
chwili obecnej enzymatyczna terapia zastepcza jest dostep-
na dla kilku lizosomalnych chordb spichrzeniowych a nad
wieloma prowadzone sg badania lub trwajg testy kliniczne
obejmujace jej opracowanie i zweryfikowanie skutecznosci
terapeutycznej.

W przypadku mukopolisacharydoz, enzymatyczna tera-
pia zastepcza jest dostepna dla MPS I, MPS Il oraz MPS VI.
Badania kliniczne oraz dtugofalowe badania skutecznosci
i bezpieczenstwa enzymatycznej terapii zastepczej z za-
stosowaniem rekombinowanej a-L-iduronidazay wykazaty
znaczne obnizenie ilosci glikozoaminoglikanéw wydala-
nych z moczem, poprawe funkcji oddechowych, ruchomo-
$ci stawow, redukcje wielkosci watroby i §ledziony oraz po-
prawe wytrzymatos$ci zmierzong jako wydtuzenie dystansu
pokonywanego przez pacjentéw w przeprowadzonym te-
$cie 6-minutowego marszu [55,56]. W czerwcu 2003 roku
leczenie z zastosowaniem preparatu Aldurazyme® [Gen-
zyme] zostato zatwierdzone przez Europejskg Agencje ds.
Lekéw (EMEA).

Po6zZniejsze badania kliniczne w grupie pacjentéw z MPS
typu VI otrzymujgcych rekombinowang ludzkga arylosulfa-
taze B (rhASB) wykazaty obnizenie ilosci GAG wydalanych
Z moczem, znaczacg poprawe wytrzymatosci pacjentéw po-
legajaca na wydtuzeniu dystansu pokonywanego przez pa-
cjentdw w przeprowadzonym tescie 12-minutowego mar-
szu oraz zwiekszeniu liczby stopni, na ktére dany pacjent
byt w stanie sie wspigé podczas 3-minutowego testu wcho-
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dzenia po schodach, jak rowniez obnizenie odczucia bodlu,
zmniejszenie wielkosci watroby i $ledziony [57-59], Badania
te zaowocowaty wprowadzeniem na rynek preparatu Na-
glazyme® [BioMarin], ktory uzyskat zatwierdzenie EMEA
w styczniu 2006 roku.

Badania kliniczne prowadzone nad ludzkg rekombino-
wang sulfatazg iduronianu w leczeniu choroby Huntera
(MPS 1) wykazaty znaczng poprawe funkcji uktadu serco-
wo-ptucnego, zmniejszenie wielkosci watroby i $ledziony
oraz obnizenie ilosci wydalanych GAG z moczem pacjen-
tow [60]. Preparat enzymatyczny o nazwie Elaprase® [Shi-
re] dopuszczono do stosowania w Europie w styczniu 2007
roku.

Jak kazdy rodzaj terapii, tak i enzymatyczna terapia za-
stepcza nie jest doskonata. Regularne dozylne podawanie
biatka jest zwigzane z ryzykiem wytworzenia przeciwciat,
ktére moga potencjalnie prowadzi¢ do powstania odczy-
now alergicznych lub inaktywacji podawanego enzymu.
Podczas badan klinicznych nad enzymatyczng terapig za-
stepcza w MPS | obserwowano tagodne reakcje alergiczne,
gtéwnie w postaci bladosci, goraczki, b6ldw gtowy czy wy-
sypki, ktére zwigzane byty z podawaniem enzymu, jednak
w zadnym z przypadkow nie wymagaty one interwencji me-
dycznej czy przerwania infuzji [55]. Podwyzszony poziom
przeciwciat, nalezgcych do podklasy 1gG, w odpowiedzi na
obecno$¢ rekombinowanej a-L-iduronidazy spadatjuz w 26
tygodniu leczenia a w 104 tygodniu ich miano u wiekszosci
pacjentow osiggato prawidtowy poziom sugerujac, ze pa-
cjenci ci rozwineli tolerancje immunologiczng wzgledem
podawanego preparatu enzymatycznego [61]. Podobne ob-
serwacje zanotowane podczas badan klinicznych terapii en-
zymatycznych dla MPS VI oraz MPS Il pozwalajg twierdzic,
Ze enzymatyczna terapia zastepcza jest dobrze tolerowana
przez pacjentow.

Rekombinowany enzym podany dozylnie dociera do
wiekszosci tkanek i jest skuteczny w leczeniu wielu obja-
wow somatycznych choroby. Jednak okazato sig, ze duze
czasteczki enzymu nie sg w stanie przenikna¢ przez bariere
krew-moézg i dotrze¢ do osrodkowego uktadu nerwowego
powodujac, ze stosowane preparaty nie sg skuteczne w le-
czeniu objawéw neurologicznych wystepujacych w wielu
podtypach mukopolisacharydoz. Problemy 2z dostarcze-
niem enzymu do tkanek docelowych dotyczag tez ukitadu
kostnego i zastawek serca. Enzymatyczna terapia zastepcza
okazuje sie by¢ mato skuteczng metodg w leczeniu objawow
z ich strony [46].

W chwili obecnej prowadzone sg liczne badania nad
sposobami ominigcia bariery krew-moézg i dostarczenia
enzymu do mézgu w iloSciach umozliwiajgcych uzyskanie
efektu terapeutycznego. Badania na mysim modelu MPS
VIl wykazaty, ze stosowanie wyzszych niz konwencjonalne
dawek enzymu przez diugi czas prowadzi do wykrywa-
nia aktywnos$ci enzymu i obnizenia spichrzania w obrebie
struktur mozgu [62], Podawanie preparatu enzymatyczne-
go dooponowo do ptynu moézgowo-rdzeniowego rowniez
prowadzi do zwiekszenia jego penetracji w gigb struktur
moézgu i zmniejszenia objawow neurologicznych w mysim
modelu MPS IlIA [63] czy tez psim modelu MPS | [64,65].
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Proponowanym sposobem jest dostarczenie enzymu do
moézgu poprzez endocytoze zalezna od receptora trans-
feryny, ktérego wysoki poziom syntezy cechuje komorki
$rodbtonka formujace bariere krew-mézg. Sprzezenie a-L-
iduronidazy z transferyng umozliwito transport enzymu
do o$rodkowego uktadu nerwowego powodujac w efekcie
obnizenie ilosci GAG u myszy z MPS | [66]. Wyznakowanie
ludzkiej (3-glukuronidazy krétkim peptydem ztozonym z
kwasnych aminokwasow skutkowato 5-krotnym wydtuze-
niem czasu jej potrwania we krwi i bardziej efektywnym
dostarczaniem enzymu do kosci, szpiku kostnego i mézgu
w badaniach na mysim modelu MPS VII [67], Innym poten-
cjalnym sposobem wydaje sie by¢ zwiekszenie wydajnosci
transportu enzymu na drodze zaleznej od receptoréw man-
nozo-6-fosforanowych. Ten rodzaj transportu jest obecny u
nowonarodzonych myszy iulega utracie podczas dojrzewa-
nia i procesu zamykania bariery krew-mdzg. W badaniach
na mysim modelu MPS VII wykazano, ze epinefryna indu-
kuje synteze receptora M6P i przywraca te droge transportu
enzymu [68].

Ten sam model zwierzecy (myszy chore na MPS VII) po-
stuzyt ostatnio do zaproponowania trzech alternatywnych
metod dostarczania rekombinowanego enzymu lizosomal-
nego do witasciwego miejsca jego dziatania [69], Po pierw-
sze, stworzono biatko fuzyjne ztozone z insulino-podob-
nego czynnika wzrostowego Il (IGF-11) z (3-glukuronidazg
w celu jego dostarczenia do lizosom6éw poprzez miejsce
wiazace IGF-1l na dwufunkcyjnym receptorze IGF-11/M6P.
Po drugie, skonstruowano fuzyjne biatko zawierajace [3
glukuronidaze oraz ztozony z 11 reszt aminokwasowych
fragment biatka Tat wirusa HIV, ktére moze by¢ dostarcza-
ne do lizosoméw poprzez endocytoze (efektywng dzieki
obecnos$ci fragmentu biatka Tat). Po trzecie, skonstruowano
biatko fuzyjne ztozone z (3-glukuronidazy oraz fragmentu
Fc ludzkiej immunoglobuliny G (IgG). Takie biatko moze
by¢ transportowane poprzez noworodkowy receptor Fc z
krwioobiegu matki poprzez tozysko do miejsc spichrzania
sie substancji w tkankach ptodu. Te podejscia eksperymen-
talne stwarzajg szanse wprowadzenia istotnych modyfikacji
do enzymatycznej terapii zastepczej, w tym do leczenia pto-
du w przypadku zdiagnozowania MPS w okresie prenatal-
nym [69].

CZESCIOWE ZAHAMOWANIE SYNTEZY SUBSTRATU

Celem terapii takich jak przeszczepienie szpiku kostnego
czy enzymatyczna terapia zastepcza jest usuniecie spichrza-
nego materiatu poprzez dostarczenie do komoérek brakuja-
cego enzymu lizosomalnego. Liczne badania prowadzone
sg jednak nad innym podejsciem terapeutycznym, opartym
na zahamowaniu biosyntezy zwiagzkéw, ktérych dotyczy
dany defekt metaboliczny, w celu zmniejszenia ich dopty-
wu do katabolicznie uposledzonego aparatu lizosomalnego.
To podejscie zaktada czeSciowe zahamowanie syntezy de
novo akumulowanych makroczasteczek. Mozna to uzyska¢
poprzez zastosowanie niskoczgsteczkowego inhibitora, a
jesli uda sie zredukowac efektywnosé syntezy substratu do
poziomu, w ktorym resztkowa aktywnos$¢ defektywnego
enzymu biorgcego udziat w ich rozktadzie bedzie wystar-
czajgca do zapobiegania patologicznemu spichrzaniu, to
mozna liczy¢ na uzyskanie efektow terapeutycznych [46].
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Skutecznos$¢ terapii opartej na czeSciowym zahamowaniu
syntezy substratu opiera sie zatem na przywroceniu row-
nowagi pomiedzy biosyntezg a degradacjg tych zwiazkow.
Jesli czasteczki takiego potencjalnego inhibitora bedg rela-
tywnie mate i zdolne do przekraczania bariery krew-mdzg
to istnieje szansa, ze bedg one skuteczne w obnizaniu spi-
chrzania nie tylko w tkankach somatycznych ale takze w
obrebie osrodkowego uktadu nerwowego [70].

Pierwszg lizosomalng chorobg spichrzeniowg, dla ktorej
wprowadzono leczenie oparte na cze$ciowym zahamowa-
niu syntezy substratu byta choroba Gauchera. Wykazano,
ze stosowanie N-butylodeoksyjirymycyny (NB-DNJ, OGT
918) w postaci leku o nazwie miglustat lub Zavesca® [Ac-
telion Pharmaceuticals Ltd.], ktory jest inhibitorem syn-
tezy glukozyloceramidoéw, zmniejsza wielko$¢ watroby i
$ledziony [71] oraz powoduje zmniejszenie dolegliwosci
ze strony uktadu kostnego [72], wystepujace w przebiegu
choroby Gauchera typu | (forma nieneuronopatyczna). Po-
taczenie enzymatycznej terapii zastepczej z podawaniem
miglustatu spowodowato ztagodzenie objawoéw neurolo-
gicznych po dwuletniej terapii pacjenta z neuronopatyczna
formg choroby Gauchera (typ Ill) [73]. Obecnie prowadzone
sq tez badania nad zastosowaniem miglustatu w leczeniu
choroby Niemanna-Picka typu C [74],

Niedawno opracowano potencjalng metode terapeu-
tyczng dla mukopolisacharydoz opartag na czesciowym
zahamowaniu syntezy substratu. W tym przypadku zasto-
sowano genisteine [5,7-dihydroksy-3-(4-hydroksyfenylo)-
4H-l-benzopiran-4-on], naturalny zwigzek z grupy izofla-
wonéw, ktdra skutecznie hamuje synteze glikozoamino-
glikanéw oraz zmniejsza ich spichrzanie w fibroblastach.
Stwierdzono skuteczno$¢ tego zwigzku w hamowaniu
syntezy GAG w komorkach pochodzacych od pacjentow
cierpigcych na rézne typy mukopolisacharydoz (MPS I, II,
1A oraz IlIB) [75]. Genisteina hamuje aktywno$¢ kinazy
receptora naskoérkowego czynnika wzrostowego (EGF),
stad przypuszcza sie, iz obniza wydajno$¢ ekspresji ge-
now kodujgcych niektére enzymy zaangazowane w syn-
teze GAG [76]. Krétkoterminowe badania na modelach
zwierzecych MPS Il i MPS I1IB potwierdzity efektywnos$¢
terapii z zastosowaniem genisteiny w stosunku do tkanek
somatycznych [77,78], Natomiast dtugoterminowe (niemal
roczne) testy z uzyciem stosunkowo duzej dawki geniste-
iny (160 mg/kg/dzien) wykazaty efekty zmniejszenia sie
spichrzania zarbwno GAG jak i wtérnie akumulowanych
substancji (w szczeg6lno$ci gangliozydéw) w moézgu,
ograniczenie reakcji zapalnych w osrodkowym uktadzie
nerwowym oraz zwiekszenie wydajnosci tworzenia sie
synaps [79]. Co jednak najwazniejsze, w doswiadczeniach
tych zaobserwowano catkowita normalizacje zachowan
zwierzat, ktorym podawano genisteine w przeciwienstwie
do grupy chorych zwierzat kontrolnych, u ktédrych wyste-
powaly wyrazne zaburzenia behawioralne w postaci hi-
peraktywnosci i drastycznie obnizonej zdolnosci do ucze-
nia sie [79]. W otwartej pilotowej prébie klinicznej prze-
prowadzonej na grupie 10 pacjentéw cierpigcych na cho-
robe Sanfilippo (MPS typu IIIA oraz 1lIB), ktérym przez
okres 12 miesiecy podawano bogaty w genisteine preparat
izoflawonow sojowych (preparat o nazwie SE-2000 produ-
kowany przez firme Biofarm) wykazano skutecznos¢ tego
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zwigzku w obnizaniu poziomu GAG wydalanych z mo-
czem oraz poprawe morfologii wiosow, a takze poprawe
funkcji poznawczych i zachowania [80]. Ostatnio wyka-
zano, ze mieszaniny roznych izoflawonéw moga by¢ bar-
dziej skuteczne w obnizaniu poziomu GAG w komédrkach
MPS IHHA i MPS VII niz poszczegblne zwigzki stosowane
pojedynczo [81], Niemniej jednak, niektore ekstrakty izo-
flawondw sojowych mogg mieé dziatanie wrecz przeciwne
w poréwnaniu do efektdw stwierdzanych dla oczyszczo-
nej genisteiny, co wskazuje na konieczno$¢ ostroznego do-
bierania mieszanin izoflawonéw w przypadku ewentual-
nej terapii [82],

Inng substancjg badang w przypadku mukopolisacha-
rydozy jest rodamina B. Zwigzek ten skutecznie ogranicza
synteze GAG oraz obniza ich spichrzanie w hodowlach ko-
morek pobranych od chorych na MPS VI oraz MPS I1IA. Do-
Swiadczenia na mysim modelu MPS IIIA wykazaty zmniej-
szenie wielko$ci watroby, ilosci wydalanych GAG oraz
catkowitej zawarto$ci GAG w watrobie i mézgu u zwierzat,
ktorym podawano rodamine B [83]. Testy behawioralne
wykazaty rowniez korzystny wptyw rodaminy B na funk-
cjonowanie uktadu nerwowego w postaci poprawy pamieci
izdolnosci uczenia sie myszy MPS I1IA poddanych leczeniu
[84]. Problemem przy ewentualnych prébach zastosowania
rodaminy Bjako leku jest toksycznos¢ tego zwigzku w przy-
padku podania go w wiekszych ilosciach. W badaniach na
zwierzetach stwierdzano pojawianie sie polipow i guzow
jelita przy podawaniu doustnym, nowotworéw watroby i
zmian skérnych przy podawaniu podskérnym oraz atrofii
badz nowotwordw watroby przy podawaniu dozylnym
[85-88], Niemniej jednak, ostatnie badania sugeruja, ze dtu-
gotrwate podawanie niskich dawek rodaminy B nie wywo-
tuje u zwierzat efektow niepozadanych [89],

Specyficzng odmiang terapii polegajacej na czeSciowym
zahamowaniu syntezy substratu jest zastosowanie zjawiska
interferencji RNA. Uzycie matych interferujgcych czaste-
czek RNA (siRNA) powoduje wyciszenie ekspresji specy-
ficznych genow. Jesli zatem zastosuje sie sSiRNA specyficzne
dla genow kodujacych enzymy niezbedne do syntezy GAG,
to mozna selektywnie zahamowac¢ produkcje tych zwigz-
kéw. Podejscie takie zastosowano ostatnio z powodzeniem
w celu obnizenia wydajno$ci syntezy GAG w komorkach
MPS I oraz MPS I11A [90,91],

TERAPIA GENOWA

W chwili obecnej prowadzone sa liczne badania nad
opracowaniem terapii genowych w leczeniu mukopolisa-
charydoz oraz innych lizosomalnych choréb spichrzenio-
wych. Celem tych terapii jest wprowadzenie do komorek z
deficytem enzymow lizosomalnych wektoréw wirusowych
(adenowirusowych, retrowirusowych lub lentiwirusowych)
niosacych prawidtowa kopie genu i utrzymanie produkcji
enzymu o prawidtowej aktywnos$ci na poziomie umozli-
wiajacym rozktad spichrzanego materiatu. Wektor przeno-
szacy gen moze by¢ podany bezposrednio do tkanki lub do
krwiobiegu (terapia genowa in vivo) lub poprzez przeszcze-
pienie uprzednio transfekowanych i zmodyfikowanych ge-
netycznie komaérek (terapia genowa ex vivo) [92,93].
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Obiecujace efekty skutecznosci terapii genowej przyno-
szg eksperymenty prowadzone na r6znych modelach zwie-
rzecych MPS. Badania na mysim modelu MPS I11A [94] czy
tez mysim i psim modelu MPS VII [95,96] wykazaty efek-
tywna transdukcje komoérek tych zwierzat po dozylnym
podaniu réznych wektoréw wirusowych niosacych geny
odpowiednich enzymdéw lizosomalnych. Obserwowany byt
wzrost aktywnosci danego enzymu w watrobie i $ledzionie
oraz obnizenie i normalizacja spichrzania GAG w r6znych
tkankach somatycznych przy zréznicowanej odpowiedzi ze
strony uktadu nerwowego. Dokanatowe podanie wektoréw
wirusowych do o$rodkowego uktadu nerwowego przepro-
wadzone na mysim modelu MPS | okazato sie by¢ bardzo
wydajnym sposobem dostarczenia ich do moézgu i prowa-
dzito do uzyskania eliminacji spichrzania lizosomalnego,
przy czym aktywnos$é a-L-iduronidazy byta zalezna od za-
stosowanej dawki wektora [97].

Ostatnie lata przyniosty istotny postep w rozwoju terapii
genowych ukierunkowanych na leczenie MPS. Przyktada-
mi moga by¢ bardzo zachecajace wyniki badan z wykorzy-
staniem modeli komo6rkowych i zwierzecych, m.in. MPS |
[98,99], MPS 11 [100], MPS I1IA [101,102], MPS 111B [103,104],
MPS IVA [105], MPS VII [106], Co wazne, uzyskano pozy-
tywne wyniki w dostarczaniu rekombinowanych, aktyw-
nych genow do centralnego uktadu nerwowego.

INNE PODEJSCIA TERAPEUTYCZNE

W fazie badan znajdujg sie terapie z wykorzystaniem far-
makologicznych ,,chaperonéw". Mutacje punktowe badz
mate delecje czesto prowadzg do nieprawidtowego fatdo-
wania powstajacych polipeptydéw bez wptywu na ich do-
meny katalityczne. Zwigzki stosowane jako ,chaperony"
miatyby utatwiac stabilizacje takich Zle sfatdowanych biatek
i asystowa¢ w procesie powtdrnego ich fatdowania, umozli-
wiajgc tym samym zwiekszenie ilosci aktywnych czgsteczek
enzymu w lizosomach [46,92].

Odmiennym, od wczes$niej wymienionych, podejsciem
terapeutycznym jest potencjalne uzycie zwigzkoéw, ktére
pozwalajg na przejscie translacji (podczas biosyntezy biatek
na rybosomach) przez kodony ,,stop". W ten sposoéb istnie-
je szansa na czesciowe zniwelowanie deficytu aktywnosci
enzymow w przypadkach gdy pacjenci majg przynajmniej
w jednym allelu mutacje typu ,,nonsens"”. Wstepnie testo-
wane substancje, ktérych efektem byta czeSciowa supresja
mutacji takiego typu, np. gentamycyna, charakteryzowaty
sie stosunkowo wysoka toksyczno$cig. Jednakze nowsze
pochodne zwigzkéw tego typu wykazujg zaréwno wieksze
bezpieczeristwo w potencjalnym uzyciu terapeutycznym
jak tez wiekszg skutecznos¢ dziatania [107].

Caly czas trwajg poszukiwania nowych podejs¢ tera-
peutycznych, ktére wykorzystywatyby ostatnie osiggniecia
biochemii i genetyki molekularnej. Przyktadem moze by¢
propozycja zastosowania antagonistow czynnika martwicy
nowotworéw (TNF-a) w leczeniu MPS, szczeg6lnie w od-
niesieniu do objawow ze strony uktadu kosthno-stawowego
[108],
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PODSUMOWANIE

Mukopolisacharydozy sg jednymi z lepiej poznanych
choréb dziedzicznych jesli chodzi o mechanizmy moleku-
larne patogenezy. Duzy postep w poznaniu tych mecha-
nizmoéw dokonat sie w ostatnich latach, niemniej jednak
szczego6ty patomechanizméw prowadzacych do wystepo-
wania poszczegélnych objawéw MPS wcigz wymagajg in-
tensywnych badafn. Wystarczy wspomnieé, ze w dalszym
ciggu niezwykle trudno jest przewidzie¢ przebieg choroby
u danego pacjenta nawet jesli znane sg jego mutacje w kon-
kretnym genie kodujacym jedng z hydrolaz i oznaczony jest
poziom resztkowej aktywnosci produktu tego genu. Do-
piero niedawno zaproponowano, ze analiza pojedynczych
parametrow (np. genotypu, poziomu wydalania GAG z
moczem czy aktywnos$ci enzymu) nie jest wystarczajgca do
prognozy odnos$nie ciezkosci objawéw choroby oraz tem-
pa jej rozwoju. Aby podja¢ w miare skuteczne proby takich
przewidywan konieczna jest jednoczesna analiza kilku
czynnikéw, w tym nie tylko zwigzanych z upo$ledzeniem
degradacji GAG, ale takze wptywajacych na efektywnos$¢
syntezy tych zwigzkéw w komdrkach [109,110].

Wiedza zdobyta w badaniach nad mechanizmami mu-
kopolisacharydoz umozliwita rozwd6j nowych podejs¢ tera-
peutycznych. Nalezy zauwazyé¢, ze mukopolisacharydozy
naleza do jednych z pierwszych chorob o podtozu genetycz-
nym, dla ktérych wprowadzono nowatorskie i w miare sku-
teczne metody lecznicze [111,112], Ponadto okazato sie, ze
metody czy nawet substancje stosowane w probach leczenia
MPS moga by¢ uzyteczne w znaczenie szerszym aspekcie, a
mianowicie w leczeniu podobnych chorob [70,113]. Z dru-
giej strony, wydaje sig, iz zar6wno w przypadku MPS jak i
przynajmniej niektérych innych chordéb genetycznych uzy-
cie jakiejkolwiek pojedynczej metody leczenia nie moze dac
optymalnych rezultatow terapeutycznych. Prawdopodob-
nie zatem w niedalekiej przysztosci réznego rodzaju terapie
bedg stosowane synergistycznie w celu wykorzystania zalet
kazdej z nich i uzyskania jak najlepszych efektéw terapeu-
tycznych.
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ABSTRACT

Mucopolysaccharidoses (MPS) are inherited metabolic diseases from the group of lysosomal storage disorders (LSD). They are caused by
genetic defects resulting in the absence or severe deficiency in one of lysosmal hydrolases involved in degradation of glycosaminoglycans
(GAG). Partially degraded GAGs are accumulated in lysosomes, causing dysfunction of cells, tissues and organs. Last years did bring some
breakthrough discoveries, which were important to understand biochemical mechanisms of MPS appearance and course, as well as to develop

therapeutic procedures for these inherited metabolic disorders.
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Stowa kluczowe: miopatie metaboliczne,
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Wykaz skrotow: AMP (ang. adenosi-
ne-5'-monophosphate) —  adenozyno-5'-
monofosforan; APBD (ang. adult polygluco-
san body disease) — forma glikogenozy IV
wystepujaca u dorostych, charakteryzujaca
sie powstawaniem ciatek poliglukozano-
wych; GAA (ang. alpha-glucosidase) — alfa-
glukozydaza; GBEL1 (ang. glycogen branching
enzyme 1) — enzym rozgateziajacy gliko-
gen; GDE (ang. glycogen debranching enzy-
me) — amylo-l,6-gtukozydaza, enzym usu-
wajacy rozgatezienia; GLUT2 (ang. glucose
transporter type 2) — transporter glukozy;
GLUT4 (ang. insulin-responsive glucose trans-
porter type 4) —insulinozalezny transporter
glukozy; GSD (ang. glycogen storage disease)
—choroba spichrzeniowa glikogenu; GYS2
(ang. glycogen synthase 2) — syntaza gliko-
genowa; LDH (ang. lactate dehydrogenase
A) — dehydrogenaza mleczanowa; PFKM
(ang. muscle phosphofructokinase) — izofor-
ma miesniowa fosfofruktokinazy; PGAM
(ang. muscle phosphoglycerate mutase 2) —
izoforma miesniowa mutazy fosfoglicery-
nianowej; PHK (ang. phosphorylase kinase)
— watrobowa izoforma kinazy fosforyla-
zowej; PYGL (ang. liver glycogen phospho-
rylase) — watrobowa izoforma fosforylazy
glikogenowej; PYGM (ang. muscle glycogen
phosphorylase) —mie$niowa izoforma fosfo-
rylazy glikogenowej; SR (ang. sarcoplasmatic
reticulum ) —siateczka sarkoplazmatyczna
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STRESZCZENIE

likogenozy to choroby genetyczne wynikajace z zaburzen metabolizmu glikogenu —

polimerycznej czasteczki wielocukru bedacego materiatem zapasowym, stuzagcym jako
wewnatrzkomdrkowe zrédto glukozy. Dotychczas opisano 13 typdw glikogenoz, zwigza-
nych z mutacjami w genach dla réznych enzymoéw, bezposrednio badz posrednio reguluja-
cych proces syntezy i degradacji glikogenu. Obraz kliniczny tych choréb obejmuje przede
wszystkim zaburzenia w funkcjonowaniu watroby, miesni poprzecznie prazkowanych oraz
tkanki nerwowej, jako ze w metabolizmie tych wtasnie narzadéw i tkanek glikogen odgry-
wa szczeg6lnie istotng role. Spektrum oraz stopien nasilenia objawoéw sa bardzo zréznico-
wane, i zalezg zaréwno od typu (lub podtypu) glikogenozy, jak i od indywidualnych cech
pacjenta. Terapia glikogenoz opiera sie przede wszystkim na leczeniu objawowym oraz na
stosowaniu odpowiedniej diety. Enzymatyczna terapia zastepcza obecnie dostepna jest jedy-
nie w przypadku glikogenozy typu Il, trwajg natomiast badania nad opracowaniem terapii
genowej dla niektérych typow tych choréb.

WPROWADZENIE - STRUKTURA | METABOLIZM GLIKOGENU

Wewnagtrzkomorkowe zapasy glukozy u ssakéw przechowywane sg najcze-
Sciej w postaci glikogenu — polimerycznej czasteczki ztozonej z reszt glukozo-
wych potaczonych liniowo wigzaniami a-1,4-glikozydowymi oraz wigzaniami
a-1,6-glikozydowymi wprowadzajacymi rozgatezienia w czasteczce (Ryc. 1).

DEGRADACJA

@ « ®
¢

—%)Em

syntaza glikogenowa @D enzym rozgateziajacy
fosforylaza glikogenowa enzym usuwajacy rozgalezienia

@ ¢ @ g 1-fosfo fo X §-fosforan (D@ UDP-glukoza

Rycina 1. Synteza i degradacja glikogenu. Wiazania a-l,4-glikozydowe (zaznaczone kolorem zielonym) two-
rzone sg przez syntaze glikogenows, a degradowane przez fosforylaze glikogenowa. Za tworzenie wigzan
a-1,6-glikozydowych (zaznaczone na czerwono) odpowiada enzym rozgateziajacy, ktéry odczepia fragmen-
ty zbudowane z ok. 6-8 reszt glukozowych z korca taincucha i przytacza ja do szostego wegla czasteczki
glukozy oddalonej o kilka reszt od korica tancucha (tego samego badz sasiedniego). Podczas degradacji gli-
kogenu, wigzania a-l,6-glikozydowe hydrolizowane sg przez enzym usuwajacy rozgatezienia. Enzym ten
katalizuje réwniez przeniesienie do tafncucha gtéwnego 3 reszt glukozowych pozostatych przy tancuchu
bocznym (fosforylaza glikogenowa prowadzi degradacje glikogenu jedynie do pozycji oddalonej o 4 reszty
glukozy od odgatezienia, prowadzac do powstania tzw. dekstryny granicznej).
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Rycina 2. Regulacja aktywnosci syntazy oraz fosforylazy glikogenowej. Syntaza glikogenowa, fosforylaza glikogenowa oraz
kinaza fosforylazowa moga wystepowaé w dwoch formach (a i b) w zalezno$ci od stopnia ufosforylowania. Formy aktywne
to formy a, formy b przewaznie sg nieaktywne (cho¢ moga ulega¢ aktywacji np. pod wptywem silnego dziatania aktywatoréw
allosterycznych). Kinaza biatkowa A (PKA) katalizuje fosforylacje syntazy glikogenowej, prowadzaca do przejscia tego enzy-
mu w forme nieaktywng. Posrednio (poprzez aktywacje kinazy fosforylazowej) doprowadza tez do fosforylacji fosforylazy gli-
kogenowej, co w przypadku tego enzymu dziata aktywujaco. Defosforylacja syntazy glikogenowej (prowadzaca do aktywacji
tego enzymu) oraz kinazy fosforylazowej (prowadzaca do inaktywacji) katalizowana jest przez fosfataze-1 biatek (PP1), akty-
wowang m. in. wskutek dziatania insuliny. Dodatkowo, enzymy te znajduja si¢ pod wptywem regulatoréw allosterycznych,

takich jak glukozo-6-fosforan czy AMP.

Rozgatezienia zapewniajg globularng strukture czasteczki
glikogenu, co poprawia jej rozpuszczalno$¢ w Srodowisku
wewnatrzkomoérkowym, a takze zwieksza liczbe wolnych
koAcdw, usprawniajgc jego synteze i degradacje.

Przytaczanie reszt glukozowych do czasteczki glikoge-
nu katalizowane jest przez syntaze glikogenowa. Substra-
tem dla tego enzymu jest UDP-glukoza, syntetyzowana
przy udziale urydililotransferazy glukozo-1-fosforanowej
z glukozo-1-fosforanu i UTP. Syntaza glikogenowa katali-
zuje powstawanie wigzan 1,4-glikozydowych. Natomiast
wigzania 1,6-glikozydowe, odpowiedzialne za tworzenie
rozgatezien, syntetyzowane sg przez enzym rozgateziajacy.
Degradacja glikogenu wymaga wsp6tdziatania fosforylazy
glikogenowej (hydrolizujacej wigzania 1,4-glikozydowe)
oraz enzymu usuwajgcego rozgatezienia, hydrolizujgcego
wigzania 1,6-glikozydowe (Ryc. 1).

Synteza i degradacja glikogenu kontrolowane sg poprzez
regulacje aktywnosci syntazy oraz fosforylazy glikogeno-
wej [1]. Enzymy te podlegajg regulacji allosterycznej ze stro-
ny metabolitow wewngtrzkomdrkowych (np. glukozo-6-fo-
sforanu). Na ich aktywno$¢ wptywaja rdwniez modyfikacje
kowalencyjne, przede wszystkim fosforylacja. Stopien ufos-
forylowania syntazy ifosforylazy glikogenowej kontrolowa-
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adrenalina

ny jest przez szlaki zalezne
od hormondéw regulujacych
metabolizm energetyczny
komorek (Ryc. 2). Insulina,
wydzielana podczas popo-
sitkowej hiperglikemii, sty-
muluje synteze glikogenu,
zwieksza takze pobieranie
glukozy z krwi przez mie-
$nie szkieletowe (poprzez
translokacje  transportera
glukozy GLUT4 do btony
komorkowej). Z kolei uwal-
nianie glukozy z glikogenu
stymulowane jest przez
glukagon, a takze przez ad-
renaline. Adrenalina, uwal-
niana do krwi w sytuacji
zagrozenia organizmu cze-
sto zwigzanej z konieczno-
Scig wykonania intensyw-
: nego wysitku miesniowego
@ (walka badZ ucieczka), sty-

: muluje glikogenolize za-
rowno w watrobie, jak i w
miesniach szkieletowych.
Natomiast glukagon, jako
hormon odpowiedzialny
za utrzymanie witasciwego
stezenia glukozy we krwi
miedzy positkami, powo-
duje degradacje glikogenu
jedynie w watrobie. Glu-
kagon oraz adrenalina uru-
chamiajg szlak prowadzacy

do aktywacji kinazy biat-
kowej A, ktora stymuluje degradacje glikogenu aktywujac
fosforylaze glikogenowa, hamujac jednoczesnie aktywnos$¢
syntazy glikogenowej. Z kolei insulina powoduje aktywacje
fosfatazy-1, sprzyjajgcej syntezie glikogenu [2].

ROLA ZAPASOW GLIKOGENOWYCH
W POSZCZEGOLNYCH TKANKACH

W organizmie ssakéw gtéwnym miejscem syntezy i ma-
gazynowania glikogenu sg miesnie i watroba. W innych
narzadach ilo$¢ glikogenu jest duzo mniejsza (przykia-
dowo, w mdzgu jego zawarto$¢ w przeliczeniu na biatko
jest ok. 10 razy mniejsza niz w miesniach i ok. 100 razy
mniejsza niz w watrobie [3]). Z racji zr6znicowania funkcji
petnionych przez glikogen w poszczegélnych narzadach,
regulacja metabolizmu tego wielocukru podlega nieco in-
nym, wiasciwym dla danego narzadu zasadom. Mozliwe
jest to m. in. dzieki wystepowaniu kilku izoform syntazy
i fosforylazy glikogenowej, charakteryzujacych sie rédzng
wrazliwoscig na czynniki aktywujgce i inhibitory. Zna-
ne sg dwie izoformy syntazy glikogenowej: watrobowa
(obecna gtéwnie w watrobie) oraz miesniowa (wystepuje
w pozostatych organach) [4], ktore roznig sie lokalizacjg
miejsc ulegajacych fosforylacji. 1zoforma watrobowa za-
wiera krotszg domene C-koricowg, brak w niej wiec dwoch

149



miejsc fosforylacji, ktére w izoformie miesniowej zlokali-
zowane sg wtasnie w tej domenie. W izoformie watrobo-
wej wystepuje natomiast ulegajaca fosforylacji reszta se-
ryny (w pozycji 626), ktérej brak w izoformie miesniowej.
Poszczegdlne miejsca fosforylacji sg miejscem dziatania
innych kinaz biatkowych, takich jak AMPK (kinaza zalez-
na od AMP), kinaza biatkowa A czy biatko p38. Dlatego
tez rézna moze by¢ podatnos$¢ obu izoform na regulacje ze
strony réznych szlakdw sygnatowych [5], Dodatkowo, sty-
mulujgce dziatanie glukozo-6-fosforanu na w petni zdefos-
forylowany enzym jest silniejsze w przypadku izoformy
watrobowej niz mie$niowej. Fosforylaza glikogenowa wy-
stepuje w trzech izoformach: mie$niowej, mézgowej i wa-
trobowej, ktére sag dominujagcymi formami w odpowied-
nich organach. lzoformy te r6znig sie przede wszystkim
wrazliwos$cig na czynniki aktywujace: fosforylacje, AMP
oraz glikogen.

WATROBA

Rolg zapasow glikogenu w watrobie jest zapewnienie
statego zaopatrzenia tkanek w glukoze w okresach mie-
dzy positkami. Glikogen jest intensywnie gromadzony w
watrobie podczas popositkowej hiperglikemii (Ryc. 3). W
momencie spadku stezenia glukozy we krwi, watrobowy
glikogen jest hydrolizowany i powstata glukoza uwalniana
jest do uktadu krazenia. W hepatocytach gtéwnym substra-
tem energetycznym sg kwasy ttuszczowe, natomiast hydro-
liza glikogenu stuzy przede wszystkim zapewnieniu state-
go poziomu glukozy we krwi [6], Dlatego tez hepatocyty
charakteryzuje wysoka aktywno$¢ glukozo-6-fosfatazy,
przeksztatcajgcej glukozo-6-fosforan w glukoze. Z kolei w
tych narzadach, ktére gromadza glikogen przede wszyst-
kim dla zaspokojenia witasnych potrzeb energetycznych,
aktywnos¢ glukozo-6-fosfatazy jest znacznie nizsza (czesto
na granicy wykrywalnosci), gdyz powstaty tam glukozo-6-
fosforan (z glikogenu) jest bezposrednio wigczany w szlak
glikolizy [7], W komérkach tych wystepuje izoforma p glu-
kozo-6-fosfatazy, natomiast izoforma a tego enzymu wyda-
je sie by¢ zarezerwowana dla narzgdéw odpowiedzialnych
za uwalnianie glukozy do krwi w warunkach hipoglikemii,
czyli dla watroby i kory nerki.

Wysokag wydajnos$¢ pobierania glukozy z krwi w wa-
runkach hiperglikemii zapewniajg obecne w hepatocy-
tach biatka transportujgce glukoze (tzw. transportery
glukozy) GLUT2. W przeciwienstwie do transporterow
GLUT4 (obecnych m. in. w mieéniach i tkance ttuszczo-
wej), transportery GLUT2 nie podlegajg regulacji zalez-
nej od insuliny, dlatego intensywnos$¢ pobierania gluko-
zy przez hepatocyty zalezy niemal wytgcznie od stezenia
glukozy we krwi. Wysoka wydajnos¢ syntezy glikogenu
w watrobie zapewniana jest dzieki obecnosci glukokina-
zy, ktora w przeciwienstwie do heksokinazy nie podle-
ga hamowaniu zwrotnemu przez glukozo-6-fosforan [8].
Niskie powinowactwo glukokinazy oraz transportera
GLUT2 do glukozy (Kmok. 5 mM) powoduje, ze inten-
sywne pobieranie glukozy i synteza glikogenu zachodzg
watrobie jedynie w warunkach podwyzszonego stezenia
glukozy we krwi. Natomiast w warunkach normoglike-
mii, glukoza preferencyjnie pobierana jest z krwi przez
inne narzady.
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Oprocz hydrolizy glikogenu, zrédtem glukozy uwal-
nianej z watroby do krwi miedzy positkami jest takze glu-
koneogeneza — proces syntezy glukozy z prekursorow
niecukrowych, ktérego aktywnos$¢é jest w watrobie bar-
dzo wysoka. Okazuje sie, ze procesy te sg $cisle ze sobg
powigzane. Istniejg przestanki wskazujace na to, iz czes¢
glukozo-6-fosforanu powstatego wskutek glukoneoge-
nezy zasila synteze glikogenu nawet w sytuacji, gdy za-
chodzi uwalnianie glukozy z hepatocytow do krwi [9-11],
Prawdopodobnie zjawisko to zapobiega catkowitemu zu-
zyciu watrobowych zasob6w glikogenowych w warun-
kach sprzyjajacych glikogenolizie. Warto nadmienié, ze
w regulacji poziomu glukozy we krwi uczestniczy tak-
ze kora nerki (cho¢ z racji rozmiarow odgrywa znacznie
mniejsza role niz watroba) [12], Stad metabolizm glukozy
w korze nerki wykazuje wiele podobienstw do hepatocy-
tébw, m. in. wysoka aktywno$¢ glukoneogenezy oraz wy-
stepowanie transporteréw GLUT?2.

MIESNIE SZKIELETOWE

Gtownym zadaniem glikogenu zgromadzonego w mie-
$niach szkieletowych jest zapewnienie im dostatecznej
ilosci substratow energetycznych w stanach intensywne-
go wysitku. Szczego6lnie wazne jest to bezposrednio po
wzroscie obcigzenia mieSniowego, zanim zwiekszone zo-
stanie zaopatrzenie miesni w substraty energetyczne po-
chodzace z krwi (stymulacja przeptywu krwi oraz uwal-
niania glukozy z watroby). Zwiekszenie czestosci skur-
czO6w miesni pociaga za sobg wzrost zapotrzebowania na
ATP. W pierwszej kolejnosci pozyskiwane jest ono z fos-
fokreatyny, jednak ten zas6b szybko sie wyczerpuje (za-
zwyczaj po kilku sekundach wzmozonej pracy miesnia).
Wtedy gtownym zrodiem energii staje sie uwalniany z
glikogenu glukozo-I-fosforan, przeksztatcany nastepnie
w glukozo-6-fosforan i wigczany w szlak glikolizy (Ryc.
3). Wykazano, ze po 30 minutach intensywnego wysitku
glikogen moze pokrywa¢ ponad 50% zapotrzebowania
energetycznego miedni [13], Udziat ten spada wraz ze
spadkiem intensywnos$ci wysitku, a przy matym obcigze-
niu miesni wystarczajacym Zrodtem energii sg pobierane
z krwi glukoza i kwasy ttuszczowe oraz zgromadzone w
miesniach triglicerydy.

W komoérkach miesniowych daje sie zauwazy¢ wy-
raznie niejednorodny rozktad zapaséw glikogenowych.
Okazuje sie, ze glikogen zgromadzony w poszczegdlnych
przedziatach komoérkowych jest wykorzystywany w in-
nych sytuacjach. Zaobserwowano, ze odporno$é miesnia
na zmeczenie koreluje z iloscig glikogenu zgromadzo-
nego wewnatrz miofibryli (intramiofibrylarnego), nato-
miast szybko$¢ rozkurczu (zalezna m. in. od wydajnosci
wychwytu Ca2+przez siateczke sarkoplazmatyczng) —z
iloscig glikogenu miedzy miofibrylami (intermiofibrylar-
nego) [14]. Wydaje sie wiec, ze glikogen intramiofibry-
larny odpowiada za dostarczanie substratéw energetycz-
nych koniecznych do pracy aparatu kurczliwego, nato-
miast glikoliza zasilana glikogenem intermiofibrylarnym
jest istotnym zrodtem ATP dla pracy pompy wapniowej
w siateczce sarkoplazmatycznej. Ciekawym mechani-
zmem regulacyjnym jest powigzanie metabolizmu gliko-
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Rycina 3. Synteza i degradacja glikogenu w watrobie i mie$niach poprzecznie prazkowanych. W warunkach popositkowej hiperglikemii w watrobie oraz w mig$niach
szkieletowych dochodzi do intensywnej syntezy glikogenu. Dodatkowo, w watrobie waznym Zrodtem glukozo-6-fosforanu do syntezy glikogenu jest glukoneogeneza.
Staty poziom glukozy we krwi miedzy posi’rkami utrzymywanyjest dzieki zachodza,cej w hepatocytach glikogenolizie i uwalnianiu powstatej glukozy do krwioobiegu.

stratow dla glikolizy jest zmagazynowany w mlesnlach glikogen rozktadany w procesie glikogenolizy. Glikogenoliza jest dodatkowo stymulowana przez;ony wapniowe,
uwalniane z siateczki sarkoplazmatycznej podczas skurczu miesnia. Objasnienia skrotow: 2, 4 —transportery glukozy odpowiednio GLUT2 i GLUT4; G6P —glukozo-6-
fosforan; G6Paza —fosfataza glukozo-6 fosforanowa; GK —glukokinaza; Gic —glukoza; HK —heksokinaza.

genu z uwalnianiem wapnia z siateczki sarkoplazmatycz-
nej (SR). Znaczna cze$¢ fosforylazy glikogenowej i kinazy
fosforylazowej zwigzane sg z glikogenem znajdujgcym
sie blisko SR. Umozliwia to szybkag stymulacje hydroli-
zy glikogenu w odpowiedzi na inicjujgce proces skurczu
mie$nia uwolnienie Ca2+z siateczki sarkoplazmatycznej,
gdyz jony Ca2 sg aktywatorami kinazy fosforylazowej
[15].

MOZG

Glikogen zgromadzony w astrocytach zaopatruje neu-
rony w glukoze w czasie ich intensywnej pracy, kiedy
ilos¢ glukozy dostarczana z krwig moze by¢ niewystar-
czajgca dla pokrycia zapotrzebowania energetycznego
komoérek nerwowych [16,17]. Mo6zgowa izoforma fos-
forylazy glikogenowej r6zni sie wyraznie od izoformy
mie$niowej [18]. Cecha charakterystyczng fosforylazy
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obecnej w astrocytach jest silne uzaleznienie aktywacji
od stezenia AMP. W warunkach matej dostepnosci AMP
znacznie ostabione jest dziatanie pozostatych czynnikéw
aktywujacych, takich jak glikogen czy fosforylacja. Hy-
droliza glikogenu w astrocytach jest wiec regulowana
przede wszystkim lokalnym zuzyciem ATP i w porow-
naniu z tkankg mie$niowg jest mniej uzalezniona od re-
gulacji hormonalnej, zachodzgcej przede wszystkim na
drodze fosforylacji. 1lo$¢ glikogenu w moézgu wzrasta
wyraznie podczas snu, i obecnie uwaza sig, ze zaburze-
nia w funkcjonowaniu uktadu nerwowego wynikajace z
braku snu zwigzane sg wtasnie z niemoznos$cig odtworze-
nia zapaséw glikogenu w moézgu [3]. Poza astrocytami,
glikogen wykryto takze w neuronach uktadu obwodowe-
go [19]. Co ciekawe, prawidtowo funkcjonujace neurony
osrodkowego uktadu nerwowego nie zawieraja glikoge-
nu, powstawanie glikogenu w neuronach obserwowane
jest natomiast w chorobie Lafora oraz niektorych gliko-
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genozach, a zjawisko to prawdopodobnie lezy u podtoza
$mierci neuronow [20].

INNE NARZADY

Niewielkie zapasy glikogenu wystepujg takze w wielu
innych komaérkach, m. in. w leukocytach, fibroblastach, na-
btonku ptucnym czy komorkach $ledziony [21]. Zasoby te
stuzg przede wszystkim zaspokojeniu potrzeb energetycz-
nych tych komoérek w warunkach zwiekszonego zapotrze-
bowania na ATP.

GLIKOGENOZY

Zidentyfikowano szereg chordb genetycznych wyni-
kajacych z zaburzen metabolizmu glikogenu (Ryc. 4) [22],
Dotychczas wyr6zniono 13 typow glikogenoz (GSD, ang.
glycogen storage disease), zwigzanych z mutacjami w genach
dla ré6znych biatek, posrednio badZ bezposrednio wptywa-
jacych na synteze i degradacje glikogenu. W obrebie wiek-
szos$ci typow opisano kilka, a czasami kilkadziesiagt réznych
mutacji prowadzacych do dysfunkcji danego enzymu,
ulokowanych w réznych fragmentach jego genu. Réwniez
obraz kliniczny poszczegolnych glikogenoz bywa bardzo
niejednorodny, wskutek czego w obrebie niektérych typow
(np. typu I, Il czy IV) wyodrebnia sie kilka podtypéw cho-
roby.

Dla wiekszosci glikogenoz charakterystycznym objawam
jest nadmierna akumulacja glikogenu w watrobie (glikoge-
nozy typu I, I, IV, VI, IX) i/lub w miesniach szkieletowych
(glikogenozy typu II, I, IV, V, VII, IX) prowadzaca do
uszkodzenia tych tkanek. Niemozno$¢ uwolnienia glukozy
z zapasow glikogenowych w watrobie skutkuje hipoglike-
mig oraz wzrostem ilosci mleczanu, triglicerydow i produk-
téw metabolizmu biatek we krwi. Z kolei nieprawidtowy
metabolizm glikogenu w miesniach przejawia sie nieto-
lerancjg wysitku oraz miopatiami, niekiedy takze kardio-
miopatiami. W niektérych glikogenozach dochodzi tez do
uszkodzenia innych komérek i tkanek (m. in. tkanki nerwo-
wej oraz komdrek uktadu odpornosciowego). U pacjentow
z chorobami spichrzeniowymi glikogenu moze dochodzi¢
do wtérnego rozwoju cukrzycy, nowotworéw oraz chorob
autoimmunologicznych. Obecnie terapia glikogenoz opiera
sie na normowaniu stezenia glukozy we krwi poprzez sto-
sowanie odpowiedniej diety i unikaniu nadmiernego wy-
sitku miesniowego. Przy skrajnych dysfunkcjach watroby
wskazana jest jej transplantacja.

GLIKOGENOZA TYPU | (CHOROBA VON GIERKE'GO)

Opisana w 1929 roku przez Edgara von Gierke. Choroba
dziedziczona recesywnie, o czestosci wystepowania 1:100
tysiecy zywych urodzen, zwigzana z mutacjag w genie
glukozo-6-fosfatazy (typ la, ponad 80% przypadkow gli-
kogenozy typu 1) badz transportera glukozo-6-fosforanu
(typ 1b) [23]. Biatka te zlokalizowane sg w btonie siateczki
Srodplazmatycznej i katalizujg, odpowiednio, pobieranie
glukozo-6-fosforanu do wnetrza siateczki oraz jego hydro-
lize z uwolnieniem glukozy. Odpowiadajg wiec za ostat-
ni etap uwalniania glukozy z glikogenu. UpoS$ledzenie
aktywnosci ktoregokolwiek z tych biatek prowadzi wiec
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do akumulacji glikogenu w watrobie i nerkach i przerostu
tych narzadow, czesto tez pojawiajg sie nowotwory nerek
i watroby. Drugim problemem jest niemozno$¢ uwalnia-
nia glukozy z zapaséw glikogenowych zgromadzonych
w watrobie, co z jednej strony prowadzi do hipoglikemii
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Rycina 4. Glikogenozy. Na schemacie metabolizmu glikogenu i glikolizy zazna-
czone sg enzymy, ktérych niedobory (wynikajace z mutacji w ich genach) pro-
wadza do poszczeg6lnych glikogenoz, opisanych numerami 0,1-VII, IX-XIII. Na
zielono oznaczono choroby dotykajace przede wszystkim tkanki migsniowej, na
fioletowo —watroby, a na granatowo —r6znych narzadéw. Objasnienia skro-
tow: AGL — amyloglukozydaza i transferaza glukanowa; ALDO — aldolaza;
ENO —enolaza; G6P — glukozo-6-fosfataza; G6PT — transporter glukozo-6-
fosfatazy, GCK —glukokinaza; GAA —alfa-glukozydaza; GAPDH —dehydro-
genaza gliceraldehydo-3-fosforanowa; GBE1 — enzym rozgateziajacy glikogen;
GDE — amylo-1,6-glukozydaza, enzym usuwajacy rozgatezienia; GPI — izo-
meraza fosfoheksozowa; GYS —syntaza glikogenowa; LDH —dehydrogenaza
mleczanowa; PFK — fosfofruktokinaza; PGK — kinaza fosfoglicerynianowa;
PGAM —izoforma mie$niowa mutazy fosfoglicerynianowej; PHK —watrobo-
wa izoforma kinazy fosforylazowej; PKM, PKL —kinaza pirogronianowa (od-
powiednio, izoforma miesniowa i watrobowa); PLD (ang. phosphorylase-limited
dextrin) —fragment taricucha, ktéry nie moze by¢ degradowany przez fosforyla-
ze glikogenowa ze wzgledu na bliska odlegto$¢ odgatezienia od korca fancucha;
PYGL —watrobowa izoforma fosforylazy glikogenowej; PYGM —mie$niowa
izoforma fosforylazy glikogenowej; UGP1 —urydililotransferaza glukozo-1 fos-
foranowa. Schemat na podstawie [60].
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miedzy positkami, z drugiej za$ powoduje wzrost stezenia
glukozo-6-fosforanu w watrobie, stymulacje glikolizy oraz
syntezy kwasow ttuszczowych. We krwi pacjentow, obok
niskiego poziomu glukozy, obserwowany jest podwyzszo-
ny poziom mleczanu, triglicerydéw i kwasu moczowego.
Dodatkowo, glikogenozie typu Ib czesto towarzyszy neu-
tropenia [24],

Terapia opiera sie przede wszystkim na zapobieganiu
hipoglikemii poprzez czeste przyjmowanie niewielkich
positkéw. Stosuje sie takze niegotowana skrobie kuku-
rydziang, jako Zrédto powoli uwalnianej do przewodu
pokarmowego glukozy. Znacznie ogranicza sie spozycie
fruktozy i galaktozy, gdyz cukry te przyczyniajg sie do
wzmozonej syntezy glikogenu w watrobie, a takze do sty-
mulacji glikolizy, prowadzacej do wzrostu poziomu mle-
czanu we krwi (fruktoza i galaktoza witgczane sg w gli-
kolize po przeksztatceniu, odpowiednio, we fruktozo-6-
fosforan lub w glukozo-6-fosforan). Jako ze zaréwno glu-
kozo-6-fosfataza, jak i transporter glukozo-6-fosforanu sg
biatkami btonowymi, nie jest mozliwe stosowanie enzy-
matycznej terapii zastepczej. Trwajg natomiast prace nad
stworzeniem terapii genowej dla GSD | [25,26].

GLIKOGENOZA TYPU Il (CHOROBA POMPFGO)

Po raz pierwszy zostata opisana w 1932 roku przez ho-
lenderskiego patologa Johanna Pompe. Byt to przypadek
siedmiomiesiecznej dziewczynki, u ktorej podejrzewano
zapalenie ptuc. Odnotowano u niej réwniez silny prze-
rost miesnia sercowego. GSD Il jest dziedziczona autoso-
malnie recesywnie. Czesto$¢ wystepowania to od 1:40 do
1:50 tysiecy zywych urodzen [27], Przyczyng choroby jest
defekt genu GAA, kodujgcego a-glukozydaze. Enzym ten
rozktada glikogen (zaréwno wigzania a-1,4 jak i a-I,6-
glikozydowe), ktory znalazt sie w lizosomach wskutek
procesu autofagii. W przypadku dysfunkcji tego enzy-
mu dochodzi do akumulacji glikogenu w lizosomach, w
szczegdblnosSci w miesniach szkieletowych i mieéniu ser-
cowym, co prowadzi do miopatii i kardiomiopatii [27],

Dotychczas odkryto blisko 400 r6znych mutacji genu
GAA prowadzacych do GSD Il. Nasilenie objawéw cho-
roby jest zwykle odwrotnie skorelowane z poziomem
aktywnosci enzymu [28], Wystepujg rozne formy tej cho-
roby — w zaleznosci od momentu pojawienia sie po raz
pierwszy objawow: klasyczna forma noworodkowa, forma
mtodziencza oraz forma dorosta. Moment pojawienia sie
pierwszych objawow jest najczesSciej powigzany ze stop-
niem niedoboru enzymu — im wiekszy niedobér, tym
wczesniej i silniej objawia sie choroba. Forma noworod-
kowa, z symptomami pojawiajacymi sie juz w pierwszych
miesigcach zycia, jest rezultatem catkowitego lub niemal
catkowitego braku enzymu. Pierwszym objawem jest zwy-
kle niewydolno$¢ oddechowa —dopiero przy doktadniej-
szych badaniach zauwaza sie¢ u pacjentéw kardiomegalie.
Powoduje ja magazynowany w lizosomach glikogen, ktory
prowadzi do uszkodzen miofibryli, zwtaszcza w migéniu
serca. Ta posta¢ choroby byta dotad $miertelna — z po-
wodu niewydolnosci serca, miesni i ptuc, pacjenci rzadko
przezywali wiecej niz rok [27], Forme mtodziencza, zwiga-
zang z mniejszym stopniem niedoboru enzymu, rozpozna-
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je sie zwykle w pierwszej dekadzie zycia. Charakteryzujga
ja przede wszystkim dysfunkcje miesni szkieletowych i
oddechowych, prowadzace do probleméw z poruszaniem
sie oddychaniem. Forma dorosta ma podobne objawy, ale
postepuje wolniej, a jej przebieg jest tagodniejszy. Przez
dtugi czas pacjenci byli objeci jedynie terapig zachowaw-
czg. Od 2006 roku stosuje sie enzymatyczng terapie zastep-
czg (rekombinowane biatko) — z ré6znym powodzeniem.
U niektérych pacjentéw nastepuje duza poprawa jakosci
zycia, u innych terapia nie przynosi rezultatéw. Mozli-
we przeszkody w stosowaniu takiego leczenia wynikajg
z trudnos$ci w dostarczaniu enzymu do miesni szkieleto-
wych oraz z odpowiedzi uktadu odpornosciowego orga-
nizmu [29,30].

GLIKOGENOZA TYPU Il (CHOROBA CORICH)

Po raz pierwszy zostata opisana w 1928 roku. Choroba
dziedziczona jest autosomalnie recesywnie, a czestosc¢ jej
wystepowania szacuje sie na 1:100 tysiecy zywych uro-
dzen [31]. GSD Ill jest spowodowana niedoborem amy-
lo-1,6-glukozydazy (enzymu usuwajacego rozgatezienia,
GDE). Enzym ten ma dwa centra aktywne o funkcjach,
odpowiednio, transferazy i glukozydazy. GDE razem z
fosforylazg glikogenowa odpowiada za degradacje gli-
kogenu, dlatego niedob6r prawidtowego GDE prowadzi
do niekompletnej glikogenolizy. W efekcie w komaorkach
nagromadzany jest nieprawidtowy glikogen, a uwalnia-
nie z niego glukozy jest bardzo utrudnione, co skutkuje
hipoglikemig i niedoborem glukozy w tkankach. Opisano
szereg mutacji genu GDE, przy czym sg one rozmieszczo-
ne w réznych miejscach — nie zaobserwowano zadnych
specyficznych obszaréw ich wystepowania. Wiekszos¢
z tych mutacji jest indywidualna dla kazdego pacjenta
[32], Z powodu tej r6znorodnosci genetycznej, GSD Il
moze wywotywaé wiele réznych symptoméw, o zrdzni-
cowanym stopniu nasilenia u poszczeg6lnych pacjentow.
Wyréznia sie cztery podtypy tej choroby. Najczestszym
jest podtyp llia, ktéry dotyka zaréwno funkcjonowania
watroby jak i mie$ni. U wigkszo$ci pacjentow wystepu-
je miopatia, u niektérych takze kardiomiopatia. Z kolei
podtyp Illb wigze sie wytgcznie z dysfunkcja watroby,
poniewaz aktywnos$¢ enzymu w miedniach pozostaje nie-
zaktocona. Utrata jednej z dwdch aktywnosci enzymu —
glukozydazy lub transferazy, charakteryzuje odpowied-
nio podtyp Ilic lub Illd.

GSD Il jest zwykle rozpoznawana w pierwszym roku
zycia, a jej gtdéwnymi objawami sg: hipoglikemia, zabu-
rzenia czynnosci i powiekszenie watroby (ktére w p6z-
niejszym etapie mogg prowadzié¢ marskosci lub nowo-
tworéw watroby) [33], zaburzenia wzrostu oraz dyslipi-
demia. W po6zniejszym wieku pojawiajg sie dysfunkcje
uktadu nerwowego, a niekiedy tez cukrzyca [34], Mimo
opbéznionego wzrostu i dojrzewania, pacjenci dotknieci
GSD Ill zwykle dozywajag péznych lat. Jednakze z wie-
kiem dolegliwosci, zwtaszcza ze strony mies$ni, moga
sie nasilac. Gtowng metoda leczenia jest utrzymywanie
odpowiedniej diety zapobiegajgcej hipoglikemii, bogatej
w cukry ztozone i biatka [31]. Odpowiednie stezenie glu-
kozy w krwi jest utrzymywane przez catg dobe poprzez
pobieranie positkow réwniez w nocy [35].
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GLIKOGENOZA TYPU IV (AMYLOPEKTYNOZA,
CHOROBA ANDERSEN)

Choroba pierwszy raz opisana w 1952 roku przez Do-
rothy Andersen, zwigzana jest z mutacjag w genie enzymu
rozgateziajgcego glikogen (GBE1). Spadek aktywnosci tego
enzymu, a tym samym zawarto$ci wigzan 1,6-glukozydo-
wych, pocigga za sobg powstawanie ztogéw glikogenu o
nieprawidtowej strukturze. Liniowe, stabo rozgatezione
czasteczki glikogenu charakteryzujg sie stabg rozpuszczal-
noscig w $rodowisku wewnatrzkomdrkowym, utrudniona
jest takze ich hydroliza [36]. Przypadki glikogenozy typu
IV stanowig zaledwie 0,3% opisanych przypadkéw gliko-
genoz. Jest to wiec choroba bardzo rzadka, jednak w nie-
ktérych grupach etnicznych czestos$¢ jej wystepowania jest
znacznie wyzsza, na przyktad w populacji Aszkenazyjczy-
kéw, u ktoérych przyczyng APBD (ang. adult polyglucosan
body disease) jest czesto mutacja 986A>C (Y329S) w genie
GBE1 [37], Poza tg mutacja zidentyfikowano ponad 30 in-
nych, odpowiedzialnych za wystgpienie glikogenozy typu
IV iw réznym stopniu wptywajagcym na aktywnos$¢ GBE1
(od 50% do nawet catkowitej utraty aktywnos$ci enzymu)
[37].

Obraz kliniczny glikogenozy typu IV jest bardzo niejed-
norodny [36]. Wyrdézniono kilka form tej choroby, a réznice
dotyczg wieku pacjentdw w chwili pojawienia sie dolegli-
wosci, nasilenia objawéw oraz profilu dysfunkcji poszcze-
golnych tkanek. Forma klasyczna charakteryzuje sige ostrym
przebiegiem. Objawy pojawiajg sie we wczesnym dziecin-
stwie i dotyczg przede wszystkim powaznych zaburzen ze
strony watroby: poczatkowo przerost, a nastepnie marskos¢
tego organu, potgczona z nadcisnieniem wrotnym, co osta-
tecznie prowadzi do $mierci pacjentow okoto 5 roku zycia.
Zdarzajg sie réwniez formy o tagodniejszym przebiegu, z
wolniej postepujacym uszkodzeniem watroby (a nawet z
czeSciowym ustgpieniem objawdw w pédZniejszym dzie-
cinstwie). W przypadku formy nerwowo-mig$niowej gli-
kogenozy typu IV, dominujagcymi objawami sg neuropatie,
miopatie oraz niekiedy kardiomiopatie [38]. Nasilenie do-
legliwos$ci u poszczeg6lnych pacjentow jest bardzo zrézni-
cowane, a pierwsze objawy mogg pojawic sie zardwno w
dziecinstwie (a nawet — cho¢ bardzo rzadko —juz u no-
worodkow), jak i w wieku 40-50 lat. Posta¢ ujawniajgca sie
u 0s6b dorostych to APBD, nazwe swa zawdziecza wyste-
powaniu charakterystycznych ztogéw poliglukozanowych
w roznych narzadach, szczegblnie w uktadzie nerwowym
[36]. Jej objawy to m. in. neurogeniczna dysfunkcja pecherza
moczowego, porazenia koriczyn, wynikajace z upoS$ledze-
nia funkcji motoneuronéw, czasami chorobie towarzyszy
postepujgca demencja. W poczatkowej fazie APBD jest nie-
kiedy btednie diagnozowane jako stwardnienie rozsiane lub
stwardnienie zanikowe boczne [39,40].

Nie wiadomo doktadnie czym uwarunkowane jest wy-
stapienie konkretnej formy glikogenozy typu IV. Zazwyczaj
mutacje prowadzgce do wiekszej utraty aktywnos$ci enzy-
mu zwigzane sg z wcze$niejszym ujawnieniem sie i ostrzej-
szym przebiegiem choroby, nie jest to jednak Scistg regutg
[36]. Zakres mozliwosci terapeutycznych jest stosunkowo
waski. W przypadkach ostrej niewydolnosci watroby sto-
suje sie jej transplantacje [41], co jednak czesto nie rozwig-
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zuje problemoéw zwigzanych z dysfunkcjg innych narza-
dow. W przypadku APBD, obiecujgce wyniki uzyskano w
badaniach nad zastosowaniem w terapii tej choroby trigli-
cerydu kwasu heptanowego [39]. Produktem metabolizmu
tego zwigzku w watrobie sg piecioweglowe ciata ketonowe,
ktore po przeksztatceniu do acetylo-CoA i szczawiooctanu
wigczane sg do cyklu Krebsa. Moze to czeSciowo kompen-
sowac niedostateczny doptyw substratéw tego cyklu po-
chodzacych z glikolizy. Dodatkowo, cze$é powstatych ciat
ketonowych uwalniana jest z watroby do krwioobiegu, stajg
sie wiec dostepne réwniez dla innych tkanek i narzaddéw,
takich jak m6zg oraz miesnie szkieletowe. Dzigki temu row-
niez w tych tkankach niedob6r substratéw dla cyklu Krebsa
moze by¢ kompensowany.

GLIKOGENOZA TYPU V (CHOROBA MCARDLE'A)

Ten typ zostat pierwszy raz opisany w 1951 roku. Jest
to choroba dziedziczona autosomalnie recesywnie. Po-
wodem GSD V sg mutacje w genie kodujagcym miesniowg
izoforme fosforylazy glikogenowej (PYGM). Fosforylaza
glikogenowa katalizuje odtaczanie glukozo-1-fosforanu od
tancucha glikogenu poprzez fosforolize wigzan alfa-1,4-
glikozydowych. Dotychczas opisano kilkadziesigt r6znych
mutacji, przy czym ta sama mutacja niekoniecznie powodu-
je ten sam efekt u kazdego pacjenta. Niezaleznie od mutacji,
u wiekszosci pacjentow stwierdzono niemal catkowity brak
aktywnosci biatka kodowanego przez gen PYGM [42],

GSD V charakteryzuje sie nietolerancjg wysitku: bol,
szybkie zmeczenie, skurcze i sztywno$¢ miesni towarzysza
wysitkowi, przy czym objawy te ustepujg po wypoczynku.
W niektérych przypadkach wystepuje tzw. objaw "dru-
giego oddechu", ktéry polega na mozliwosci wykonania
wysitku po krétkim odpoczynku. Jest to mozliwe dzieki
zwiekszonemu wskutek wysitku przeptywowi krwi, a w
konsekwencji poprawie zaopatrzenia mie$ni w dostarczane
z krwig substraty energetyczne: wolne kwasy ttuszczowe i
glukoze [42,43]. W niektorych przypadkach, po dtuzszym
czasie trwania choroby, moze wystepowac¢ rabdomioliza
(uszkodzenie miesni poprzecznie prazkowanych) i w efek-
cie mioglobinuria (obecno$¢ we krwi wolnej mioglobiny z
uszkodzonych mieéni). U czesci pacjentow prowadzi to z
czasem do uszkodzenia nerek [31]. Forma noworodkowa
jest czesto Smiertelna z powodu niewydolnosci oddecho-
wej, hipotonii i ogdlnego ostabienia miesni [44], Nie istnie-
je specyficzna terapia dla tej choroby, leczenie objawowe
polega na zachowaniu diety i stosowaniu odpowiednich
¢wiczen. Pacjentom zaleca sie¢ ¢wiczenia aerobowe w celu
zwiekszenia tolerancji wysitku i zapobiegania zniszczeniu
mieé$ni oraz mioglobinurii. Sacharoza moze poprawic tole-
rancje wysitku, zwtaszcza jesli zostanie podana w czasie go
poprzedzajacym. Stosuje sie tez diete wysokobiatkowga, w
celu utrzymania wysokiego poziomu aminokwasow [31,42].

GLIKOGENOZA TYPU VI (CHOROBA HERS'A)

Choroba po raz pierwszy opisana przez Henri'ego Hers'a
w 1959 roku [45]. Choroba jest dziedziczona autosomalnie
recesywnie, wystepuje rzadko [46]. Jest wywotana mutacjg
w genie kodujgcym izoforme watrobowg fosforylazy gli-
kogenowej (PYGL) [45]. Enzym ten Kkatalizuje odtaczanie
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glukozo-1-fosforanu od tancucha glikogenu wskutek fos-
forolizy wiazan alfa-1,4-glikozydowych. Tak jak wiekszos¢
glikogenoz, jest to choroba zréznicowana genetycznie i w
zwigzku z tym opisano szereg objawdw, réznigcych sie u
poszczeg6lnych pacjentéw [47,48],

Choroba zwykle zostaje rozpoznana w wieku dziecie-
cym. Jej objawy sg dos¢ tagodne i obejmujg gtéwnie powiek-
szenie watroby (i wypukty brzuch) oraz op6zniony wzrost.
Rozwdj ruchowy moze by¢ op6zniony z powodu hipotonii
miesni. Objawy najczesciej ustepujg w wieku dorostym [46].

Terapia tej choroby ogranicza sie do leczenia objawowe-
go, w niektérych przypadkach wystarczajace jest stosowa-
nie odpowiednich zasad zywieniowych. W celu unikniecia
hipoglikemii, nalezy wystrzega¢ sie dtuzszych przerw po-
miedzy positkami. Wykazano, ze przyjmowanie surowej
skrobi kukurydzianej wieczorem pozwala nie tylko unikng¢
porannej hipoglikemii, ale takze pomaga w normowaniu
wzrostu i rozwoju [49].

GLIKOGENOZA TYPU VII (CHOROBA TARUI)

Choroba opisana przez Tarui w 1965 roku [50], jest jedng
z najrzadziej wystepujacych glikogenoz (do tej pory opi-
sano niewiele ponad sto przypadkow). Jest dziedziczona
autosomalnie recesywnie. Choroba ta wywotana jest niedo-
borem aktywnosci fosfofruktokinazy (izoformy miesniowej
— PFKM). Enzym ten katalizuje fosforylacje fruktozo-6-
fosforanu do fruktozo 1,6-difosforanu. Jest to jeden z naj-
wazniejszych enzymow regulatorowych szlaku glikolizy,
dlatego jego niedobér powoduje silne zaburzenia w meta-
bolizmie glukozy [35], Dotychczas wykryto kilkanascie roz-
nych mutacji w genie PFKM, prowadzacych do objawdw
glikogenozy typu VII. Objawy dotykajg przede wszystkim
funkcjonowania miesni szkieletowych, gdyz w tej tkance
izoforma miesniowa jest praktycznie jedynag formg fosfo-
fruktokinazy [51]. Poza mie$niami szkieletowymi, PFKM
obecna jest takze w sercu, mézgu, jadrach oraz erytrocytach
[51], jednakze w narzgdach tych wspétwystepuje z pozo-
statymi izoformami fosfofruktokinazy (watrobowg i ptyt-
kowag). Dlatego tez w miesniach pacjentdw z glikogenoza
typu VIl aktywnos$¢ fosfofruktokinazy jest zazwyczaj $lado-
wa (na poziomie kilku procent aktywnos$ci obserwowanej u
zdrowych oso6b), podczas gdy w erytrocytach najczesciej ob-
serwuje sie okoto 50% spadek aktywnos$ci. Podobne zmiany
aktywnos$ci enzymatycznej odnotowano w mysim modelu
GSD VII [52]. Objawy glikogenozy typu VIl sg podobne do
typu V (nietolerancja wysitku: béle i kurcze mieséni), ale nie
wystepuje w niej tzw. objaw ,,drugiego oddechu™. Od typu
V odro6znia jg takze wystepowanie umiarkowanej hemolizy
i hiperbilirubinemii oraz hiperurykemii (podwyzszonego
poziomu kwasu moczowego we krwi), szczegdlnie po wy-
sitku fizycznym [44].

Wyr6zni¢ mozna dwie formy glikogenozy typu VII, w
zalezno$ci od momentu pojawienia sie objawéw —dziecie-
cg i dorostg. Forma dorosta charakteryzuje sie statym osta-
bieniem. Forma dziecieca moze by¢ $Smiertelna z powodu
niewydolnosci oddechowej, a w niektérych przypadkach
rowniez dysfunkcji mézgu. U oséb miodych (dojrzewa-
jacych) czesto rozpoznaje sie anemie hemolityczng, z racji
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zaburzen metabolizmu energetycznego w erytrocytach [44],
W chorobie tej mozliwe jest wytgcznie leczenie objawowe.
Tak jak w przypadku choroby McArdle'a, zaleca sie ¢wi-
czenia aerobowe. Nalezy unika¢ przyjmowania glukozy lub
sacharozy bezpos$rednio przed wysitkiem —glukoza, z po-
wodu blokady metabolicznej, nie moze byé uzyta jako zré-
dto energii, ale jej obecno$¢ powoduje spadek dostepnosci
alternatywnych Zrédet energii — wolnych kwaséw ttusz-
czowych i ciat ketonowych —w krwi [44],

GLIKOGENOZA TYPU IX

Wywotana przez niedobdr watrobowej izoformy kinazy
fosforylazowej (PHK), enzymu odpowiadajgcego za akty-
wacje fosforylazy glikogenowej. Z powodu niedoboru en-
zymu, glikogen jest akumulowany w komaérkach watroby i
miesni oraz w erytrocytach [53,54]. Typ IXa jest dziedziczo-
ny z chromosomem X, typy b, ¢ i d — autosomalnie rece-
sywhnie. Jest to jedna z najtagodniej przebiegajacych glikoge-
noz. Gtdwne objawy to powiekszenie watroby, opdznienie
wzrostu, podwyzszony poziom transaminaz watrobowych,
ketoza na czczo i hipercholesterolemia. Z wiekiem objawy
ustepuja. Bardzo rzadko zdarza sie ostra hipoglikemia i
kwasica metaboliczna [53]. Ten typ zostat dawniej nazwany
typem VIII, obecnie postaci GSD VIII nie wyréznia sie [55],

GLIKOGENOZA TYPU X

Typ X jest wywotany mutacjami w genie PGAM, kodu-
jacym mutaze fosfoglicerynianowg. Enzym ten przeksztatca
3-fosfoglicerynian do 2-fosfoglicerynianu. GSD X jest dzie-
dziczona recesywnie autosomalnie. Objawy to nietoleran-
cja intensywnego wysitku —bdle i kurcze miesni, réwniez
mioglobinuria [35,56].

GLIKOGENOZA TYPU Xl

GSD XI jest spowodowana mutacjami w genie koduja-
cym dehydrogenaze mleczanowg (LDH). Enzym ten kata-
lizuje odwracalng reakcje przeksztatcenia pirogronianu w
mleczan. Objawy niedoboru enzymu to szybkie meczenie
sie, nietolerancja wysitku i mioglobinuria. Moga wystapi¢
bél i kurcze mie$ni po wysitku. W kilku przypadkach za-
uwazono réwniez zmiany skorne [35],

GLIKOGENOZA TYPU XlI

Ten typ jest spowodowany niedoborem aldolazy A, en-
zymu katalizujgcego odwracalng reakcje przeksztatcenia
fruktozo-l,6-bifosforanu do fosfodihydroksyacetonu i glice-
raldehydo-3-fosforanu. Objawia sie anemig hemolityczna,
opisano tez przypadki op6znienia rozwoju umystowego.
Moze wystgpi¢ nietolerancja wysitku [35,57].

GLIKOGENOZA TYPU XIlI

Spowodowana mutacjag w genie kodujacym beta-enola-
ze —enzym Kkatalizujacy przeksztatcenie 2-fosfoglicerynia-
nu w fosfoenolopirogronian (i odwrotnie). Opisano jeden
przypadek — dorostego mezczyzne z skarzacego sie na
nawracajace bhole miesniowe wywotane wysitkiem, ogdine
ostabienie i szybkie meczenie sie [58].
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GLIKOGENOZA TYPU 0

Choroba dziedziczona autosomalnie recesywnie, wyste-
puje bardzo rzadko [35]. GSD Ojest zwigzana z mutacjami w
genie watrobowej izoformy syntazy glikogenowej (GYS2).
Mutacje w tym genie powodujg brak mozliwosci wytwarza-
nia (a wiec i magazynowania) glikogenu w komdrkach wa-
troby. Chorobe charakteryzuje zte samopoczucie na czczo,
spowodowane hipoglikemig. Inne objawy to ospatos$¢, bla-
dos¢, mdtosci i wymioty, w niektérych przypadkach wyste-
pujg tez drgawki. Choroba zwykle zauwazana po okresie
noworodkowym (kiedy dziecko nie jest juz karmione w
nocy). Osoby z typem 0 moga mie¢ lekko opézniony wzrost,
natomiast rozwoj intelektualny nie ulega zaburzeniu. W
celu zapobiegania dolegliwo$ciom stosuje sie odpowiednig
diete: czeste positki, co 3-4 godziny, aby zapobiec wystapie-
niu epizodéw hipoglikemii [59],

PODSUMOWANIE

Pod pojeciem glikogenozy kryje sie szereg nieprawi-
dtowosci w metabolizmie glikogenu, zréznicowanych pod
wzgledem genotypu i fenotypu. Objawiajg sie one przede
wszystkim nieprawidtowosciami w funkcjonowaniu watro-
by, miesni poprzecznie pragzkowanych, czesto takze tkan-
ki nerwowej. Repertuar terapeutyczny dla tych chordb jest
dos¢ ograniczony, dla wiekszo$ci typow nie istnieje specy-
ficzna terapia. Pacjenci otrzymujag porady na temat diety i
radzenia sobie z objawami. Dlatego trwaja prace nad opra-
cowaniem skuteczniejszych sposobow leczenia, zaréwno z
wykorzystaniem terapii genowej, jak i poprzez stymulacje
szlakéw metabolicznych mogacych kompensowac zaburze-
nia wynikajgce z defektu genetycznego.

PISMIENNICTWO

1. Radziuk J, Pye S (2001) Hepatic glucose uptake, gluconeogenesis and
the regulation of glycogen synthesis. Diabetes Metab Res Rev 17: 250-
272

2. Fisher EH, Graves DJ, Crittenden ER, Krebs EG (1959) Structure of the
site phosphorylated in the phosphorylase b to a reaction. J Biol Chem
234:1698-1704

3. Brown AM (2004) Brain glycogen re-awakened. J Neurochem 89: 537-
552

4. Jensen J, Lai YC (2009) Regulation of muscle glycogen synthase phos-
phorylation and kinetic properties by insulin, exercise, adrenaline and
role in insulin resistance. Arch Physiol Biochem 115:13-21

5. Ros S, Garcia-Rocha M, Dominguez J, Ferrer JC, Guinovart JJ (2009)
Control of liver glycogen synthase activity and intracellular distribu-
tion by phosphorylation. J Biol Chem 284: 6370-6378

6. Greenberg CC, Jurczak MJ, Danos AM, Brady MJ (2006) Glycogen
branches out: new perspectives on the role of glycogen metabolism in
the integration of metabolic pathways. Am J Physiol 291: E1-E8

7. Kim SY, Jun HS, Mead PA, Mansfield BC, Chou JY (2008) Neutrophil
stress and apoptosis underlie myeloid dysfunction in glycogen storage
disease type Ib. Blood 111: 5704-5711

8. Agius L (2008) Glucokinase and molecular aspects of liver glycogen
metabolism. Biochem J 414:1-18

9. Newgard CB, Moore SV, Foster DW, McGarry JD (1964) Efficient he-
patic glycogen synthesis in refeeding rats requires continued carbon
flow through the gluconeogenic pathway. J Biol Chem 259: 6958-6963

10. Hellerstein MK, Neese RA, Linfoot P, Christiansen M, Turner S, Let-
scher A (1997) Hepatic gluconeogenic fluxes and glycogen turnover
during fasting in humans. A stable isotope study. J Clin Invest 100:
1305-1319

156

11. Delgado TC, Silva C, Fernandes I, Caldeira M, Bastos M, Baptista C,
Carvalheiro M, Geraldes CF Jones JG (2009) Sources of hepatic glyco-
gen synthesis during an oral glucose tolerance test: effect of transaldo-
lase exchange on flux estimates. Magn Reson Med 62:1120-1128

12. Stanley JC (1981) The regulation of glucose production. The role of
liver glycogen and gluconeogenesis in the liver and kidney cortex. Br
J Anaesth 53:137-146

13. Romijn JA, Coyle EF, Sidossis LS, Gastaldelli A, Horowitz JF, Endert
E, Wolfe RR (1993) Regulation of endogenous fat and carbohydrate
metabolism in relation to exercise intensity and duration. Am JPhysiol
265: E380-E391

14. Nielsen J, Schroder HD, Rix CG, Ortenblad N (2009) Distinct effects of
subcellular glycogen localization on tetanic relaxation time and endur-
ance in mechanically skinned rat skeletal muscle fibres. J Physiol 587:
3679-3690

15. Lees SJ, Franks PD, Spangenburg EE, Williams JH (2001) Glycogen
and glycogen phosphorylase associated with sarcoplasmic reticulum:
effects of fatiguing activity. J Appl Physiol 91:1638-1644

16. Brown AM, Ransom B (2007) Astrocyte Glycogen and Brain Energy
Metabolism. Glia 55:1263-1271

17. Sickmann HM, Walls AB, Schoushoe A, Bouman SD, Waagepetersen
HS (2009) Functional significance of brain glycogen in sustaining
glutamantergic neurotransmission. J Neurochem 109: 80-86

18. Lowry OH, Schulz DW, Passoneau JV (1967) The kinetics of glycogen
phosphorylases from brain and muscle. J Biol Chem 242: 271-280

19. Pfeiffer-Guglielmi B, Francke M, Reichenbach A, Hamprecht B (2007)
Glycogen phosphorylase isozymes and energy metabolism in the rat
peripheral nervous system — An immunocytochemical study. Brain
Res 1136: 20-27

20. Vilchez D, Ros S, Cifuentes D, Pujadas L, Valles J, Garcia-Fojeda B,
Criado-Garcia O, Femé&ndez-Sanchez E, Medrafio-Feméandez |,
Dominguez J, Garcia-Rocha M, Soriano E, Rodriguez de Cérdoba S,
Guinovart JJ (2007) Mechanism suppressing glycogen synthesis in
neurons and its demise in progressive myoclonus epilepsy. Nat Neu-
rosci 10:1407-141

21. Sato K, Satoh K, Sato T, Imai F, Morris HP (1976) Isozyme patterns of
glycogen phosphorylase in rat tissues and transplantable hepatomas.
Cancer Res 36:487-495

22. Ozen H (2007) Glycogen storage diseases —new perspectives. World
JGastroenterol 13: 2541-2553

23. Chou JY (2001) The molecular basis of type 1 glycogen storage dis-
eases. Curr Mol Med 1: 25-44

24. Chou JY, Jun HS, Mansfield BC (2010) Neutropenia in type Ib glyco-
gen storage disease. Review. Curr Opin Hematol 1: 36-42

25. Chou JY, Mansfield BC (2007) Gene Therapy for Type |1 Glycogen Stor-
age Diseases. Curr Gene Ther 7: 79-88

26. Yiu WH, Lee YM, Peng WT, Pan CJ, Mead PA, Mansfield BC, Chou JY
(2010) Complete normalization of hepatic G6PC deficiency in murine
glycogen storage disease type la using gene therapy. Mol Ther 6:1076-
1084

27. Van der Ploeg AT, Reuser AJ (2008) Pompe's disease. Lancet 372:1342-
1353

28. Raben N, Plotz PJ, Byrne BJ (2002) Acid a-Glucosidase Deficiency
(Glycogenosis Type Il, Pompe Disease). Curr Mol Med 2:145-166

29. Van den Hout JM, Reuser AJ, de Klerk JB, Arts WF, Smeitink JA, Van
der Ploeg AT (2001) Enzyme therapy for Pompe disease with recom-
binant human a-glucosidase from rabbit milk. J Inherit Metab Dis 24:
266-274

30. Beck M (2009) Alglucosidase alfa: Long term use in the treatment of
patients with Pompe disease. Therapeut Clin Risk Manag 5: 767-772

31. Mundy H, Lee PJ (2004) The glycogen storage diseases. Curr Paediatr
14: 407-413

32. Shen JJ, Chen YT (2002) Molecular characterization of glycogen stor-
age disease type Ill. Curr Mol Med 2:167-175

33. Demo E, Frush D, Gottfried M, Koepke J, Boney A, Bali D, Chen YT,
Kishnani PS (2007) Glycogen storage disease type Ill-hepatocellular
carcinoma a long-term complication? J Hepatol 46:492-498

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

34. Oki Y, Okubo M, Tanaka S, Nakanishi K, Kobayashi T, Murase T missense mutations in glycogen storage disease type VI. Inherit Metab

(2000) Diabetes mellitus secondary to glycogen storage disease type Dis 30: 722-734
. Diab Med 17: 810-812 49. Nakai A, Shigematsu Y, Takano T, Kikawa Y, Sudo M (1994) Uncooked
35. Fernandes J (2006) Inborn metabolic diseases: diagnosis and treat- cornstarch treatment for hepatic phosphorylase kinase deficiency. Eur
ment, 4th edition, Springer Medizin Verlag, Heidelberg, Germany JPediatr 153: 581-583
36. Moses SW, Parvari R (2002) The variable presentations of glycogen 50. Tarui S, Okuno G, Ikura Y, Tanaka T, Suda M, Nishikawa M (1965)
storage disease type IV: a review of clinical, enzymatic and molecular phosphofructokinase deficiency in skeletal muscle. A new type of gly-
studies. Curr Mol Med 2:177-188 cogenosis. Biochem Biophys Res Commun 19:517-523
37. LiSC, Chen CM, Goldstein JL, Wu JY, Lemyre E, Burrow TA, Kang PB, 51. Kahn A, Meienhofer MC, Cottreau D, Lagrange JL, Dreyfus JC (1979)
Chen YT, Bali DS (2010) Glycogen storage disease type IV: novel muta- Phosphofructokinase (PFK) isozymes in man. I. Studies of adult hu-
tions and molecular characterization of a heterogeneous disorder. J In- man tissues. Hum Genet 48: 93-108
herit Metab Dis [Epub ahead of print DOI 10.1007/s10545-009-9026-5] 52. Garcia M, Pujol A, Ruzo A, Riu E, Ruberte J, Arbés A, Serafin A, Al-
38. Bao Y, Kishnani P, Wu JY, Chen YT (1996) Hepatic and neuromuscular bella B, Feliu JE, Bosch F (2009) Phosphofructo-I-kinase deficiency
forms of glycogen storage disease type 1V caused by mutations in the leads to a severe cardiac and hematological disorder in addition to
same glycogen-branching enzyme gene. J Clin Invest 97: 941-948 skeletal muscle glycogenosis. PLoS Genet 8 [Epub, doi:10.1371/jour-
39. Roe CR, Bottiglieri T, Wallace M, Aming E, Martin A (2010) Adult nal.pgen.1000615]
polyglucosan body Disease (APBD): Anaplerotic diet therapy (Trihep- 53. Beauchamp NJ, Dalton A, Ramaswami U, Niinikoski H, Mention K
tanoin) and demonstration of defective methylation pathways. Mol Kenny P, Kolho KL, Raiman J, Walter J, Treacy E, Tanner S, Sharrard
Genet Metab 101: 246-252 M (2007) Glycogen storage disease type IX: High variability in clinical
40. McDonald TD, Faust PL, Bruno C, DiMauro S, Goldman JE (1993) phenotype. Mol Genet Metab 92: 88-99
Polyglucosan body disease simulating amyotrophic lateral sclerosis. 54. Hendrickx J, Bosshard NU, Willems P, Gitzelmann R (1998) Clinical,
Neurology 43: 785-790 biochemical and molecular findings in a patient with X-linked liver
41. Matern D, Starzl TE, Amaout W, Barnard J, Bynon JS, Dhawan A, glycogenosis followed for 40 years. Eur J Pediatr 157:919-923
Emond J, Haagsma EB, Hug G, Lachaux A, Smit GP, Chen YT (1999) 55. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/306000 (Online Mendelian In-
Liver transplantation for glycogen storage disease types I, Ill, and V. heritance in Man, NCBI)
Eur JPediatr 158: S43-S48 56. Tsujino S, Shanske S, Sakoda S, Fenichel G, DiMauro S (1993) The mo-
42. Bartram C, Edwards RH, Beynon RJ (1995) McArdle's disease-muscle lecular genetic basis of muscle phosphoglycerate mutase (PGAM) de-
glycogen phosphorylase deficiency. Biochim Biophys Acta 1272:1-13 ficiency. Am JHum Genet 52: 472-477
43. Braakhekke JP, de Bruin MI, Stegeman DF, Wevers RA, Binkhorst RA, 57. Kreuder J, Borkhardt A, Repp R, Pekrun A, Gottsche B, Gottschalk U,
Joosten EM (1986) The second wind phenomenon in McArdle's dis- Reichmann H, Schachenmayr W, Schlegel K, Lampert F (1996) Brief
ease. Brain 109:1087-1101 report: inherited metabolic myopathy and hemolysis due to a muta-
44. Darras BT, Friedman NR (2000) Metabolic Myopathies: A Clinical Ap- tion in aldolase A. N Engl ) Med 334:1100-1104
proach; Part Il. Review. Pediatr Neurol 22:171-181 58. Comi GP, Fortunato F, Lucchiari S, Bordoni A, Prelle A, Jann S, Keller
45. Lederer B, Van Hoof F. Van den Berghe G. Hers H (1975) Glycogen A, Ciscato P, Galbiati S, Chiveri L, Torrente Y, Scarlato G, Bresolin N
phosphorylase and its converter enzymes in haemolysates of normal (2001) Beta-enolase def|c_|ency, a new metabolic myopathy of distal
human subjects and of patients with type VI glycogen-storage disease. glycolysis. Ann Neurol 50: 202-207
A study of phosphorylase kinase deficiency. Biochem J 147: 23-35 59. Gitzelmann R, Spycher MA, Feil G, Miiller J, Seilnacht B, Stahl M,
46. Wolfsdorf JI, Weinstein DA (2003) Glycogen storage diseases. Rev En- Bosshard NU (1996) Liver glycogen synthase deficiency: a rarely diag-
docr Metab Disord 4: 95-102 nosed entity. Eur J Pediatr 155: 561-567
47. Chang S, Rosenberg MJ, Morton H, Francomano CA, Biesecker LG 60. Mayes PA (2000) Metabolizm glikogenu, W: Murray RK, Granner DK,
(1998) Identification of a mutation in liver glycogen phosphorylase in Mayes PA, Rodwell VW, tlum. Kokot F, Koj A (red) Biochemia Harpe-
glycogen storage disease type VI. Hum Mol Genet 7: 865-870 ra, Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa, str. 249-259

48. Beauchamp NJ, TaybertJ, Champion MP, Layet V, Heinz-Erian P, Dal-
ton A, Tanner MS, Pronicka E, Sharrard MJ (2007) High frequency of

Glycogenoses —genetic disorders leading to disturbed glycogen metabolism
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ABSTRACT

Glycogen storage diseases (GSD, glycogenoses) is a group of genetic disorders resulting from abnormal metabolism of glycogen —a poly-
meric molecule involved in intercellular glucose storage. Currently 13 different types of glycogenoses are known. They all result from muta-
tions in genes for different enzymes, which directly or indirectly regulate glycogen synthesis and degradation. The clinical manifestation of
GSDs encompasses primarily liver, striated muscle and brain tissue dysfunction. In those tissues glycogen plays a particularly important role.
The spectrum and severity of symptoms is very diverse, depending on both the type and subtype of the disease as well as on the individual
features of the patient. The therapy is based mainly on application of an appropriate diet. Enzyme replacement therapy is currently available
only for GSD type Il. For some of the other types the possibility for gene therapy is intensively investigated.
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STRESZCZENIE

Lipidozy to typ metabolicznych, genetycznie uwarunkowanych, rzadkich choréb zwia-
zanych z zaburzeniami metabolizmu, transportu i sktadowania niektérych lipidow:
cholesterolu, sfingolipidéw i glikolipidow. Coraz wiecej danych wskazuje, ze u podtoza cy-
wilizacyjnych choréb metabolicznych dotykajgcych bardzo wielu ludzi, takich jak otytos¢,
cukrzyca typu Il i miazdzyca, lezg takze zaburzenia procesu sktadowania lipidow w komor-
ce. W niniejszym artykule przegladowym przedstawiamy mechanizmy rozwoju niektérych
rzadkich lipidowych choréb spichrzeniowych (np. choroby Niemanna-Picka typu C), a takze
pewne poszlaki $wiadczace, ze rozwojowi tych chor6b moze towarzyszy¢ nieprawidtowe
rozmieszczenie, dynamika i funkcjonowanie tratw lipidowych, co skutkuje zaburzeniami
réznorodnych szlakéw przekazywania sygnatow, transportu pecherzykowego, jak i funk-
cjonowania lizosomoéw. Podobne zjawiska mogg towarzyszy¢ réwniez rozwojowi innych
lipidowych choréb spichrzeniowych, takich jak choroba Gauchera typu 1 lub choroba Nie-
manna-Picka typu A/B.

LIPIDOWE CHOROBY SPICHRZENIOWE

Lipidozy nalezg do grupy lizosomalnych choréb spichrzeniowych (ang. lyso-
somal storage disorders), ktore sg wynikiem zaburzenia funkcji aparatu lizosomal-
nego (Ryc. 1) [1-3]. Stanowig one grupe ponad 40 genetycznie uwarunkowanych
schorzen. Z jednym wyjatkiem, dziedzicza sie one autosomalnie recesywnie.
Podstawe klasyfikacji choréb lizosomalnych stanowi rodzaj zwigzku magazy-
nowanego w lizosomach komorki, ktéry w prawidtowych warunkach ulega w
nich rozktadowi. Nagromadzone dane doswiadczalne $Swiadczg o tym, ze pod-
stawowag przyczyng choréb spichrzeniowych jest nieprawidtowe funkcjonowa-
nie biatek lizosomalnych, dzieki czemu w lizosomach dochodzi do nagromadze-
nia metabolitéw, ktére nie ulegajg degradacji (Ryc. 2). Mimo wielu lat badan nad
genetycznymi uwarunkowaniami tych chordb i molekularnym mechanizmem
towarzyszacym rozwojowi choroby, wiedza na temat zdarzen, ktére zachodza
od momentu nagromadzenia sie nie zdegradowanych czasteczek wewnatrz li-
zosomoOw do pojawienia sie objawéw choroby, jest nadal ograniczona [4-6].

W artykule szczeg6lng uwage poswiecono lipidowym chorobom spichrze-
niowym, takim jak choroba Niemanna-Picka typu A/B i typu C oraz choroba
Gauchera typu 1, ktérych charakterystyczng cechg jest zaburzenie metabolizmu
lipidow, a takze ich gromadzenie w przedziale lizosomalnym komorki na sku-
tek braku lub obnizonej aktywnos$ci enzymoéw hydrolitycznych, lub braku biatek
petnigcych funkcje transportowe badz receptorowe w btonie lizosomalnej [4,6,7].

UDZIAL MIKRODOMEN BLONOWYCH W
ROZWOJU CHOROB SPICHRZENIOWYCH

Wyniki badan prowadzonych w ostatnich latach nad budowg, dynamikg i
funkcjami bton biologicznych wskazuja, ze btony biologiczne, zaré6wno btona
plazmatyczna, jak i btony organelli komdrkowych, charakteryzujg sie obecno-
$cig mikrodomen o r6znym sktadzie chemicznym, czasie zycia i funkcjach oraz,
ze domeny te zaangazowane sg w procesy kluczowe dla przezycia komorki.
Szczegdlng uwage badaczy skupiajg mikrodomeny, ktérych powstanie wynika
ze specyficznych oddziatywan pomiedzy czgsteczkami cholesterolu i sfingolipi-
dow, tzw. tratwy lipidowe, wystepujace w btonie plazmatycznej i w btonach we-
wnatrzkomoérkowych. Okres$lone biatka dostajg sie na teren mikrodomen wzbo-
gaconych w cholesterol i sfingolipidy; mechanizm tego zjawiska nie jest jeszcze
poznany [8]. Kluczowym elementem tych mechanizmdw jest potranslacyjna
modyfikacja biatek, polegajgca na dotgczeniu do czasteczki biatka reszty diu-
gotancuchowego kwasu ttuszczowego lub innych pochodnych lipidow, dzigki
czemu biatka, na przyktad posiadajgce kotwice zbudowang z glikozylofosfaty-
dyloinozytolu (GPI), sg kierowane na teren tratw lipidowych. W przeciwien-
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Rycina 1. Udziat lizosoméw w prawidtowym funkcjonowaniu komérki. (1) Enzymy lizosomalne
(hydrolazy takiej jak kwas$na ceramidaza, a-glukozydaza, a-L-iduronidaza, p-heksaminidazy A
i B, glukocerebrozydaza) sa syntetyzowane w kanalikach szorstkiej siateczki $rodplazmatycz-
nej (RER) i ulegaja tam takze glikozylacji (dodanie reszt mannozy), a nastepnie sg ,,pakowa-
ne" do pecherzykéw prelizosomalnych w aparacie Golgiego (AG). W aparacie Golgiego reszty
mannozy ulegaja fosforylacji, co jest sygnatem kierujacym enzymy do lizosoméw. Prelizosomy
ulegaja procesowi fuzji, tworzac dojrzate lizosomy. Lizosomy uczestnicza w kluczowych dla fi-
zjologii komorki procesach, takich jak autofagia (2), programowana $mier¢ komoérki (3), endo- (4)
i egzocytoza (5, 6) oraz wymiana i transport biatek (7). Na rycinie zaznaczono takze potozenie
wyspecjalizowanych mikrodomen btonowych wzbogaconych w cholesterol i sfingolipidy (tzw.
tratw i kaweoli), uczestniczacych w transporcie pecherzykowym. Skréty i symbole zastosowane
na rycinie: Tf — transferyna; LDL — lipoproteiny o niskiej gestosci; CP — dotki optaszczone
klatryng; CV —pecherzyki optaszczone klatryna (pH 7,2-7,4); SER/RER —gtadka/szorstka sia-
teczka srédplazmatyczna (pH 7,2-7,4); CURL - sortujace endosomy (pH 5,9-6,0); LE — pdzZne
endosomy (pH 5,0-6,0); LY —lizosomy (pH 5,0-5,5); n —zgrupowania czasteczek cholesterolu;
D —siateczka klatrynowa.

stwie do biatek, ktére ulegaja modyfikacji resztami krotko-

wirusowej (HIV-1, HHV-6, CPV, NDV), infekcje
bakteryjne (np. makrofagéw przez bakterie P.
gingwalis), przekazywanie sygnatow (w ktérych
uczestniczg np. biatkowe kinazy z rodziny Src, re-
ceptory zwigzane z biatkami G, TGF-P) itransport
pecherzykowy (np. endocytoza biatek z kotwicg
GPI na drodze niezaleznej od Kklatryny) [11-14].
Rosngca liczba obserwacji wskazuje, ze na tere-
nie mikrodomen zachodzi regulacja aktywnosci
enzymow (np. 5'-nukleotydaza, PKCpil, MT6-
MMP, BACEL, PSI, fosfolipaza A2, biatek trans-
portujagcych jony (np. NE1E3, NaP.2, izoformy
PMCA, CFTR, kanaty potasowe, TRPV4) i inne
czasteczki (np. transportery ABC), a takze dojrze-
wanie i regulacja zmian konformacji biatek (np.
przeksztatcanie biatka APP do |3-amyloidu lub
regulacja oligomeryzacji receptoréw przy pomo-
cy biatek opiekuriczych [15]). Stwierdzono takze,
ze w zaleznos$ci od typu potranslacyjnej mody-
fikacji, jakiej ulega okreslone biatko, zmienia sie
jego wewnatrzkomdrkowa lokalizacja, w tym wy-
stepowanie na terenie mikrodomeny lub poza jej
obrebem [12-14],

Molekularne mechanizmy proceséw biolo-
gicznych zaleznych od tratw lipidowych nie sg w
petni wyjasnione. Nie mamy nawet pewnosci, czy
jest to jeden uniwersalny mechanizm, czy mamy
do czynienia z réznymi mechanizmami, charak-
terystycznymi dla okreslonego procesu biologicz-
nego. Z drugiej strony wydaje sie, ze zgromadzo-
ne dane doswiadczalne wskazuja, iz zaburzenia
funkcjonowania i sktadu chemicznego specyficz-
nych mikrodomen btonowych - tratw lipidowych
— moga prowadzi¢ do rozwoju bardzo wielu,
czesto ze sobg niezwigzanych stanéw patologicz-
nych lub zespotéw chorobowych, takich np. jak
przerost mie$nia sercowego, zawat serca, nadci-
$nienie tetnicze, nowotwory, choroby neurodege-
neracyjne (np. choroby Alzheimera, Parkinsona,
plasawica Huntingtona, stwardnienie zanikowe
boczne), mukowiscydoza, choroby autoimmu-
nologiczne (np. SLE), deficyt biatka ABCA1 oraz
choroby zwigzane z nieprawidtowym metaboli-
zmem lipidow i lipidowe choroby spichrzeniowe
[15,16],

W ostatnich latach pojawito sie wiele donie-
sien, pozwalajacych na sformutowanie hipotezy,
ze jednym z mechanizméw, ktore przyczyniajg sie
do rozwoju chorob metabolicznych sg zaburzenia

tancuchowych nienasyconych lub rozgatezionych kwaséw
ttuszczowych inie sg kierowane na teren tratw [8-10].

Coraz wiecej danych doswiadczalnych Swiadczy o tym,
ze dynamiczne zmiany organizacji bton komorkowych, po-
legajace na powstawaniu, agregacji, a nastepnie dysocjacji
mikrodomen bton biologicznych bogatych w cholesterol

i glikosfingolipidy, tzw. tratw lipidowych, sg nieodzow-

nym elementem bardzo wielu proceséw biologicznych [9].
Do takich proceséw zalicza sie miedzy innymi replikacje
wiruséw, ich wnikanie do komdrek i organizacje otoczki
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organizacji bton komoérkowych [9]. Szczegdlng uwage zwra-
ca sie na zaburzenia funkcjonowania i sktadu chemicznego
mikrodomen btonowych (tratw lipidowych). Moga wynikac¢
m.in. z nieprawidtowego transportu i metabolizmu sktadni-
kéw lipidowych tych mikrodomen (przede wszystkim cho-
lesterolu i sfingolipidow) i wynikajgcego z tego nieprawi-
dtowego kierowania biatek. Jednym z kluczowych odkry¢
dotyczacych domenowej budowy bton byto stwierdzenie
istnienia domen nie tylko w btonie plazmatycznej, ale takze
w btonach wewnatrzkomdrkowych i udziatu tych mikrodo-
men w biogenezie organelli komoérkowych [13,17-19].
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Rycina 2. Uwarunkowania molekularne lizosomalnych chordb spichrzeniowych.
Defekt genetyczny wywotuje brak lub niedob6r (1) kwasnych hydrolaz lizoso-
malnych, np. enzymo6w degradujacych lipidy takie jak sfingolipidy (choroba Nie-
manna-Picka typu A/B, choroba Gauchera typu 1) lub biatek uczestniczacych w
transporcie i magazynowaniu cholesterolu (choroba Niemanna-Picka typu C); (2)
brak aktywatoréw enzymoéw lizosomalnych; (3) brak biatek niezbednych do pro-
cesu kierowania enzymoéw do lizosoméw; (4) brak lub nieprawidtowe sktadanie
ztozonych z wielu biatek komplekséw wymaganych do transportu enzymoéw z
ER; (5) nieprawidtowa glikozylacje, dzieki czemu enzym, ktéry znajdzie sie w
lizosomie, jest nieaktywny; (6) nieprawidtowg glikozylaqg'e, czego skutkiem jest
zatrzymanie enzymu w aparacie Golgiego; (7) brak biatek niezbednych do proce-
su kierowania enzymoéw z aparatu Golgiego do lizosomoéw; (8) brak integralnych
biatek bton lizosoméw regulujacych funkcje tych organelli, np. biatka LAMP 1
2 oraz NPC1; (9) brak transporterow w btonach lizosomoéw uczestniczacych w
transporcie np. cystyny lub kwasu sialowego do lizosoméw. Na podstawie [4],
zmienione.

W niniejszym artykule przeglgdowym chcemy przedsta-
wi¢ hipoteze, ze zaburzenia organizacji i sktadu chemicz-
nego mikrodomen bton biologicznych, a szczeg6lnie ich
nagromadzenia sie w btonach péznych endosomoéw/lizo-
soméw, sg waznym czynnikiem w patomechanizmie cho-
rob spichrzeniowych - lipidoz [8], takich jak bardzo rzadka
choroba Niemanna-Picka typu C czy wystepujgca zdecydo-
wanie czesciej choroba Gauchera typu 1itypu 2/3 (posta¢
neuronopatyczna).

CHOROBA NIEMANNA-PICKA TYPU A/B

W zaleznos$ci od rodzaju nagromadzonych lipidéw i ob-
razu klinicznego wyrdzniamy nastepujace typy choroby
Niemanna-Picka (NP). Typy A i B, nazywane tez typem |,
charakteryzujg sie deficytem sfingomielinazy (a zatem cha-
rakteryzujg sie nagromadzeniem sfingomieliny) [1,20-22],
za$ typ C nazywany jest takze typem Il. Choroba NP typu
C ma ten sam eponim, jak A i B, ale zupetnie inny pato-
mechanizm i jest spowodowana nieprawidtowym funkcjo-
nowaniem jednego z dwoéch biatek, biatka NPC1 lub biatka
NPC2, w wyniku czego dochodzi do odktadania niezestry-
fikowanej formy (wolnego) cholesterolu i glikosfingolipi-
dow w przedziale endosomalno-lizosomalnym komorki
(mechanizmy zwigzane z rozwojem choroby NP typu C
omoéwiono szczeg6towo w nastepnym rozdziale).

Choroba NP typu A/B jest lizosomalng choroba spichrze-
niowg o autosomalnym recesywnym sposobie dziedzicze-
nia, spowodowang mutacjg w genie kodujgcym enzym sfin-
gomielinaze. Wyréznia si¢, podobnie jak w chorobie Gau-
chera, trzy postacie kliniczne choroby: typ B nieneuronopa-
tyczny o przewlektym przebiegu, typ A neuronopatyczny

160

niemowlecy i posta¢ posrednig. Podobnie, jak w chorobie
Gauchera (omoéwionej w dalszej czesci niniejszego artyku-
tu), proces patologiczny toczy sie z najwiekszym nasileniem
w makrofagach, obejmujgc tym samym caty uktad siatecz-
kowo-$rédbtonkowy. Objawy kliniczne manifestujgce sie
powiekszeniem watroby i $ledziony, a w typie A zajeciem
osrodkowego uktadu nerwowego i wyniszczeniem, szyb-
ko postepuja prowadzac do zgonu w pierwszych latach
zycia [23,24]. W makrofagach odktadajg sie przede wszyst-
kim sfingomielina, a takze cholesterol i inne lipidy, nada-
jac im charakterystyczny wyglad, ktéry mozna stwierdzi¢
w trakcie obserwacji mikroskopowych. Nadmierne nagro-
madzanie lipidow w komorkach oSrodkowego uktadu ner-
wowego, prowadzi do ich $mierci. Chorzy z typem B maja
resztkowa aktywno$¢ sfingomielinazy wystarczajacg dla
przebiegu reakcji odszczepienia ceramidu od fosfocholiny
w stopniu bardzo ograniczonym [23,24]. Jako potencjalng
strategie terapeutyczng w leczeniu pacjentow dotknietych
ta chorobg bierze sie m.in. pod uwage procedure zmierza-
jaca do zahamowania aktywnos$ci deacetylazy histonow
w celu skorygowania defektu w transporcie cholesterolu i
sfingolipidow [25].

SFINGOLIPIDY JAKO SKLADNIKI TRATW LIPIDOWYCH

Sfingolipidy, do ktdrych nalezy sfingomielina, i ktdrej
wzrost zawartosci w makrofagach jest charakterystyczng
cechg choroby Niemanna-Picka typu A/B, sa klasg lipi-
déw pochodnych aminoalkoholu sfingozyny. Sfingozyna
ma dwie grupy hydroksylowe i jedng aminowg. tancuch
sfingozyny jest potagczony przez mostek tlenowy z etano-
loaming, seryng lub choling ijednoczes$nie wigzaniem pep-
tydowym z resztami rozmaitych kwasoéw ttuszczowych.
Sfingolipidy sa obecne w btonie plazmatycznej komdrek
nerwowych, gdzie uczestniczg w przekazywaniu sygnatow.
Nie wystepujg natomiast w btonach organelli wewnatrzko-
maérkowych, takich jak mitochondria oraz siateczka $rod-
plazmatyczna. W btonie plazmatycznej stanowig 20-30%
wszystkich lipidow. Sfingolipidy sg syntezowane w apara-
cie Golgiego, skad sg transportowane do btony plazmatycz-
nej w formie monomeréw [26].

Wsrod sfingolipidow wyrdznia sie sfingomieliny (nalezg
do fosfolipidow), ceramidy, glikosfingolipidy (cerebrozydy,
gangliozydy i sulfatydy) oraz fosfosfingozydy (sfingomie-
lidy). Powszechnie uwaza sie, ze glikosfingolipidy chronig
powierzchnie komdrek przed niebezpiecznymi czynnikami
otoczenia, poprzez tworzenie wytrzymatej mechanicznie
i chemicznie najbardziej zewnetrznej warstwy btony Kko-
morkowej. Niektore ztozone glikosfingolipidy uczestniczg
ponadto w mechanizmie rozpoznawania molekularnego.
Okryto, ze stosunkowo proste produkty metabolizmu zto-
zonych sfingolipidéw, takie jak ceramidy i fosforany sfin-
gozyny sg waznymi czgsteczkami przekaznikowymi w pro-
cesie przekazywania sygnatow blokujacych apoptoze oraz
redukujacych negatywne skutki stresu [27,28],

Nalezy podkresli¢, ze czasteczki lipidow, w Kktérych
sktad wchodzg ceramidy, maja tendencje do samoorganiza-
cji, tworzac w btonach komoérkowych mikrodomeny o wigk-
szej lepkosci niz pozostate rejony btony. Niektorzy badacze
przypuszczajg, ze wzbogacone w sfingolipidy mikrodome-
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ny sa platformami, gdzie gromadzg sie specyficzne biatka,
jakkolwiek mechanizm tego zjawiska budzi nadal kontro-
wersje [29], Udziat mikrodomen btonowych w patogenezie
choroby Niemanna-Picka typu A/B nie zostat jak dotad po-
twierdzony doswiadczalnie.

CHOROBA NIEMANNA-PICKA TYPU C

Choroba NP typu C jest rzadkim schorzeniem, dotyka-
jacym rocznie w Europie Zachodniej $rednio 1 na 120000
Zywo urodzonych dzieci; dziedziczy sie w sposob autoso-
malny recesywny [30], W Polsce rodzi sie rocznie 1-5 dzie-
ci obcigzonych NP typu C. Nalezy podkresli¢, ze dane te
sg jedynie szacunkowe i oparte na rozpoznawalnosci, tak
wiec rzeczywista czesto$¢ wystepowania choroby moze byé
wyzsza. NP typu C jest chorobg o niepomys$inym rokowa-
niu. Wiekszos$¢ pacjentéw umiera przed ukoriczeniem 20
roku zycia (wielu przed 10 rokiem zycia) [20,23,31].

Objawy choroby NP typu C mogg wystapi¢ w réznym
wieku, zaréwno w okresie noworodkowym, jak i w wieku
dorostym, a sama choroba moze rozwijac sie z rézng dynami-
ka, w poszczeg6lnych narzadach i uktadach w réznorodny
sposob. Najczesciej obserwowanym objawem jest powieksze-
nie $ledziony i watroby oraz postepujgca degeneracja uktadu
nerwowego. Obserwujemy postacie z nasileniem zmian w
uktadzie nerwowym, prawie bez zajecia uktadu siateczko-
wo-Srodbtonkowego i odwrotnie, z wyraznym spichrzaniem
w makrofagach i powolnym zajmowaniem uktadu nerwo-
wego. W przypadku wczesnodzieciecej postaci choroby, kto-
ra charakteryzuje sie bardzo szybkim postepem, pierwszym
charakterystycznym objawem jest przedtuzona zéttaczka no-
worodkowa a objawy neurologiczne sg widoczne juz miedzy
12 a 18 miesigcem zycia. Sg to przede wszystkim obnizone
napiecie miesniowe oraz opdzniony rozwdj funkcji moto-
rycznych. Objawom neurologicznym zwykle towarzyszy
takze powiekszenie watroby [31].

W wiekszosci przypadkéw NP typu C jest wynikiem
mutacji w genie NPC1, znajdujacym sie na chromosomie
18qll-ql2. Tylko 5% przypadkéw zidentyfikowano, jako
wynik mutacji w genie HE1/NPC2, znajdujgcym sie na chro-
mosomie 14g24.3. Podobnie jak komérki pobrane od zdro-
wych oséb, komaérki pacjentéw obcigzonych NP typu C cha-
rakteryzujg sie prawidtowga syntezg cholesterolu w siatecz-
ce $Srédplazmatycznej i jego transportem w kierunku btony
plazmatycznej. Internalizacja i hydroliza czasteczek lipo-
protein o niskiej gestosci (LDL) zachodzi w tych komérkach
prawidtowo. W wyniku mutacji w jednym z dwéch genow,
NPC1 lub NPC2 dochodzi do upo$ledzenia transportu wol-
nego cholesterolu, pochodzgcego z czgsteczek LDL, w Kie-
runku btony plazmatycznej i siateczki $rédplazmatycznej.
W konsekwencji w komdrce obserwuje sie nagromadzenie
wolnego cholesterolu (oraz innych lipidow, w tym glikos-
fingolipidéow) w organellach przypominajgcych lizosomy
(ang. lysosome-like storage organelles, LSO) [32]. Ponadto wy-
kazano, ze nawet u osobnikéw heterozygotycznych (u my-
szy), niosgcych mutacje w jednym z alleli genu kodujacego
biatko NPC1 (NPC1+/-), istnieje wysokie prawdopodobien-
stwo rozwoju objawow charakterystycznych dla NP typu C
w p6znym wieku, tzn. gromadzenie cholesterolu w komér-
kach mézgu, zanik komdérek Purkinjego w mézdzku, akty-
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wacje kinazy MAP odpowiedzialnej za fosforylacje biatka
tau. Obserwacje te wskazujg réwniez na mozliwo$¢ rozwoju
w starzejacej sie populacji osobnikéw NPC1+/- chor6b neu-
rologicznych, np. tautopatii [33],

Biatko NPC1 (kodowane przez gen NPC1l) zbudowane
jest z 1278 reszt aminokwasowych tworzacych 13 domen
transbtonowych, kilka petli skierowanych do cytoplazmy i
trzy petle w Swietle p6znych endosoméw. Analiza sekwen-
cji aminokwasowej biatka NPC1 ujawnita obecno$¢ w jego
strukturze rejonu wykazujgcego wysoki stopief podobien-
stwa w stosunku do domeny wigzacej cholesterol (SSD) bia-
tek uczestniczacych w metabolizmie cholesterolu, takich jak
reduktaza HMG-CoA i biatko Scap. W skiad rejonu wyka-
zujacego podobienstwo do domeny SSD wchodzg domeny
transbtonowe 3-7 (reszty aminokwasowe 615-797); rejon
ten prawdopodobnie odgrywa role w regulacji transportu
cholesterolu w komdrce przez biatko NPC1. Na podstawie
analizy wystepowania mutacji w genie NPC1 stwierdzono,
ze w wyniku zmian w tej czesci genu, ktéra koduje SSD do-
chodzi do syntezy nieaktywnego biatka NPC1. Inni bada-
cze podkreslili znaczenie domeny obecnej na N-koricu czg-
steczki biatka NPC1 w wigzaniu cholesterolu i oksysteroli.
We fragmencie C-konncowym biatka NPC1 zlokalizowany
jest ,,motyw dwuleucynowy" (LLNF), ktéry odpowiada
za kierowanie biatka do lizosomoéw. Delecja tego krotkiego
fragmentu biatka prowadzi do jego nagromadzenia w ER.
Dodatkowo, w strukturze biatka NPC1 stwierdzono obec-
no$¢ 13 hydrofobowych reszt aminokwasowych (rejon po-
miedzy 1 a 22 resztg aminokwasowg), charakterystycznych
dla peptydu sygnatowego Kkierujgcego biatka do ER [13,20].
Analiza mutantéw delecyjnych biatka NPC1, pozwolita za-
obserwowac, ze biatka pozbawione sekwencji C-koncowej
lokujg sie w ER. Zmienionej lokalizacji biatka towarzyszy
nagromadzenie cholesterolu w przedziale endosomalno-li-
zosomalnym komérek. Zatem nowo zsyntezowanie biatko
NPC1 jest prawdopodobnie kierowane najpierw do ER,
a nastepnie do przedziatlu pdédznych endosoméw/lizoso-
mow, gdzie uczestniczy w procesie eksportu cholesterolu.
W komorkach, w ktérych wystepuje nie zmutowane biatko
NPC1, wspoétwystepuje ono z biatkiem Lamp-2, charakte-
rystycznym zaréwno dla p6éznych endosomoéw, jak i lizo-
somow [13].

NPC1 jest integralnym biatkiem btonowym pdznych en-
dosomow, przedziatu komdrkowego charakteryzujgcego
sie obecnoscig biatek Rab7 i Rab9. Biatka Rab, nalezgce do
rodziny matych GTPaz, odgrywajg kluczowg role w trans-
porcie pecherzykowym; biatko Rab7 reguluje procesy trans-
portu pecherzykéw btonowych do lizosoméw, podczas gdy
Rab9 w kierunku rejonu trans aparatu Golgiego. W zwigz-
ku z powyzszym zaobserwowano, ze biatko NPC1 jest tyl-
ko czasowo zwigzane z lizosomami i btonami rejonu trans
aparatu Golgiego. Nie stwierdzono natomiast obecnosci
biatka NPC1 w btonie wczesnych endosomdéw. W literatu-
rze przedmiotu istniejg doniesienia wskazujace, ze peche-
rzyki, w ktoérych zlokalizowane jest biatko NPC1 zawierajg
kwas lizobisfosfatydowy (LBPA). Podczas gdy LBPA lokuje
sie wytgcznie w wewnetrznych btonach ciat wielopecherzy-
kowych (MVB, ang. multivesicular bodies), obecno$¢ biatka
NPC1 zaobserwowano zaréwno w bltonie ograniczajacej,
jak i w btonach wypeiniajgcych ciata wielopecherzykowe.
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W fibroblastach pacjentéw z chorobg NP typu C, w struk-
turach tych dochodzi do nagromadzenia cholesterolu. Po-
dobny obraz uzyskuje sie traktujagc komorki prawidtowe
inhibitorem transportu cholesterolu, U18666A. Zwigzek ten
prawdopodobnie zaburza funkcje biatka NPC1, co w konse-
kwencji prowadzi do zahamowania eksportu cholesterolu z
p6Zznych endosomoéw/lizosoméw w kierunku innych prze-
dziatéw komorki [13].

W odréznieniu od biatka NPC1, bhiatko NPC2 jest zbudo-
wane tylko ze 151 reszt aminokwasowych. W N-kofncowym
rejonie czasteczki biatka jest obecna sekwencja sygnatowa
obejmujgca 19 reszt aminokwasowych, dzieki ktérej biatko
NPC?2 jest wydzielane z komdrek. W strukturze NPC2 wy-
rézniono rejon tworzacy hydrofobowag kieszen, charaktery-
zujacy sie wysokim powinowactwem w stosunku do chole-
sterolu. W komorkach z mutacjg w genie NPC1 zaobserwo-
wano, ze biatko NPC2 wystepuje wytagcznie na terenie lizo-
soméw. W zwigzku z tym, ze uposledzenie funkcji dwdch
réznych biatek zaburza w komérkach transport pecherzy-
kowy i wywotuje te samg chorobe, zaktada sie sekwencyjny
mechanizm dziatania biatek NPC1 i NPC2 w procesie trans-
portu cholesterolu w komérce [13,20,34].

METABOLIZM | TRANSPORT
CHOLESTEROLU W KOMORCE

W poprzednim rozdziale wspomniano o procesie nad-
miernego gromadzenia sie cholesterolu w przedziale ko-
morkowym przypominajgcym lizosomy, czemu towarzy-
szy rozwdéj objawow chorobowych. Z drugiej strony chole-
sterol jest niezbedny do zycia. Wiadomo jednak, ze w zbyt
wysokim stezeniu we krwi cztowieka i innych ssakow jest
miedzy innymi przyczyng zmian miazdzycowych. Stad tez
istotne znaczenie dla prawidtowego funkcjonowania orga-
nizmu ma precyzyjna regulacja mechanizméw odpowie-
dzialnych za utrzymanie homeostazy cholesterolu [35,36].

Cholesterol jest gtdwnym sterolem komérek zwierzecych
natomiast inne organizmy eukariotyczne, takie jak rosliny
lub grzyby, syntetyzujg go w $ladowych ilosciach. Stanowi
on wazny materiat budulcowy bton komérkowych ssakow.
Jako najbardziej rozpowszechniony ze steroli, wchodzi w
sktad bton organelli komoérkowych, takich jak endosomy, li-
zosomy ibtony aparatu Golgiego, jednak przede wszystkim
lokuje sie w btonie plazmatycznej komorek, gdzie stanowi
35-45% wszystkich lipidow [13].

Kontrola zawarto$ci cholesterolu w komoérkach ssakow
zalezy od trzech podstawowych proceséw: syntezy de novo,
poboru lipidu na drodze endocytozy receptorowej czaste-
czek LDL oraz transportu zwrotnego i desorpcji choleste-
rolu z btony plazmatycznej komorek. Miejscem biosyntezy
cholesterolu w komorkach jest siateczka $rodplazmatyczna
(ER), skad transportowany jest przede wszystkim do bto-
ny plazmatycznej; 65-80% komorkowego cholesterolu jest
obecne w btonie plazmatycznej komoérki, podczas gdy jedy-
nie 0,1-2% w ER. Zawarto$¢ cholesterolu w ER moze ulegac
znacznym wahaniom ze wzgledu na zachodzgce wewnatrz
komorek procesy jego transportu pomiedzy poszczegdliny-
mi przedziatami komérkowymi. W pewnych warunkach
zawarto$¢ cholesterolu w ER moze wzrosngé dziesiecio-
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krotnie, czemu towarzyszy spadek jego zawarto$ci w btonie
plazmatycznej [13,37,38].

W stanie normy zawarto$¢ komorkowego cholesterolu i
jego rozmieszczenie pomiedzy poszczeg6lnymi przedzia-
tami komdrkowymi podlegajg precyzyjnej kontroli. Jest to
mozliwe dzieki licznym mechanizmom regulacji wptywa-
jacym na ilo$¢ i aktywnos$¢ reduktazy 3-hydroksy-3-mety-
loglutarylo-CoA (reduktaza HMG-CoA). Enzym ten, zako-
twiczony w ER, odgrywa kluczowg role w procesie biosyn-
tezy cholesterolu. System kontrolujacy poziom cholesterolu
w komérce obejmuje takze integralne biatka ER, ktére sg
wrazliwe na zmiany zawartosci tego fosfolipidu. Do takich
biatek nalezg m.in. biatka SREBP, ktorych produkty prote-
olizy sg czynnikami transkrypcyjnymi, odpowiedzialnymi
za regulacje -30 gendw zaangazowanych w synteze chole-
sterolu iinnych lipidéw [13,39],

Metabolizm i zawarto$¢ cholesterolu w komérce kon-
trolowane sg roéwniez na poziomie potranskrypcyjnym.
Wzrost stezenia mewalonianu lub cholesterolu powoduje,
ze aktywnos$¢ reduktazy HMG-CoA ulega zahamowaniu
przez biatko Insig. Domena wigzgca cholesterol reduktazy
HMG-CoA odpowiada za zwigzanie enzymu z biatkiem In-
sig, co prowadzi do ubikwitylacji enzymu. W konsekwencji
reduktaza HMG-CoA ulega degradacji w proteasomie 26S.
Wysoka zawarto$¢ cholesterolu w komorce z jednej strony
hamuje jego synteze, z drugiej natomiast aktywuje biatko
ER, acylotransferaze acylo-CoA-cholesterol (ACAT). Po-
dobnie jak reduktaza HMG-CoA, ACAT jest integralnym
biatkiem ER, katalizujgcym reakcje estryfikacji cholesterolu.
Powstajgce estry cholesterolu wraz z triglicerydami tworzg
krople lipidowe przechowywane na terenie cytoplazmy.
Kiedy zawarto$¢ cholesterolu w komoérce spada, zamkniete
w kroplach lipidowych estry cholesterolu ulegaja hydrolizie
w wyniku reakcji katalizowanej przez neutralng hydrolaze
estrow cholesterolu (nCEH). Nastepujgce po sobie reakcje
syntezy i hydrolizy estrow cholesterolu, katalizowane przez
wymienione enzymy, petnig role ochronng w komdrce.
Tworzenie estréw cholesterolu powoduje powstanie pro-
duktu obojetnego, w odrdznieniu od cholesterolu wolnego,
ktérego nadmiar jak juz wspomniano jest toksyczny dla ko-
marki [13,38,40,41],

Oprécz syntezy de novo komdrki pozyskujg cholesterol
rowniez z innego zrddta, jakim jest krew obwodowa, skad
pobierany jest w postaci czasteczek LDL. Proces ten odby-
wa sie na drodze endocytozy receptorowej. Czasteczki LDL
majg Srednice okoto 20 nm i mase czasteczkowg 2500 kDa.
Ich hydrofobowy rdzen, zbudowany z trigliceryddw i oko-
to 1500 czasteczek cholesterolu, zestryfikowanych najcze-
Sciej kwasem linolenowym, jest otoczony polarng warstwg
utworzong przez czasteczki fosfolipidow, czasteczki nieze-
stryfikowanego cholesterolu oraz apolipoproteing ApoB-
100. Biatko ApoB-100 rozpoznawane jest przez receptory
czasteczek LDL obecne na powierzchni komorek. Proces
transportu czasteczek LDL do komorek docelowych ulega
zapoczatkowaniu w wyniku zwigzania czasteczek LDL z
ich specyficznymi receptorami obecnymi na btonie plazma-
tycznej [13,38,42].
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W procesie endocytozy od btony plazmatycznej odtgcza-
ja sie pecherzyki optaszczone klatryng, zawierajagce w swym
whnetrzu czasteczki LDL, zwigzane z biatkami receptorowy-
mi. Ptaszcz klatrynowy wok6t pecherzykow ulega rozpado-
wi, w nastepstwie czego powstajg wczesne endosomy. Wne-
trze wczesnych endosomow charakteryzuje sie obnizonym
pH (okoto 6,0) w stosunku do cytoplazmy dzieki dziataniu
w btonach tych organelli pompy protonowej, ktéra transpor-
tuje H+z cytosolu do Swiatta endosoméw. ATPaza ta nale-
zy do rodziny wakuolarnych H+ATPaz, obecnych miedzy
innymi w btonach cystern aparatu Golgiego, pecherzykéw
optaszczonych klatryng, péznych endosomoéw oraz w bto-
nie lizosoméw. W warunkach obnizonego pH czasteczki
LDL ulegajg dysocjacji z kompleksu z biatkami receptoro-
wymi. Receptory ulegajg segregacji i powracajg do biony
plazmatycznej z udzialem endosoméw powracajacych. Z
kolei czgsteczki LDL sg dalej transportowane do wnetrza
komdrki w ciatach wielopecherzykowych (MVB) okresla-
nych réwniez, jako endosomy wielopecherzykowe lub en-
dosomalne pecherzyki transportujgce. MVB sg posrednimi
pecherzykami pomiedzy wczesnymi a péznymi endoso-
mami. Wyro6zniajaca je cechg jest obecno$¢ w ich wnetrzu
systemu bton, zaangazowanych w procesy degradacji oraz
transportu zwrotnego do btony plazmatycznej biatek i lipi-
dow [13,43-46].

Waznym sktadnikiem bton wewngatrz ciat wielope-
cherzykowych jest kwas lizobisfosfatydowy (LBPA).
Przypuszcza sie, ze LBPA moze by¢ waznym regulato-
rem transportu cholesterolu, poniewaz prawdopodobnie
odgrywa role w fuzji bton pecherzykéw zamknietych
wewnatrz ciat wielopecherzykowych z btong ogranicza-
jacg te struktury. Poruszajgc sie wzdtuz mikrotubul, ciata
wielopecherzykowe przekazujg czasteczki LDL p6znym
endosomom oraz lizosomom. W poréwnaniu z wczesny-
mi endosomami, pecherzyki przedziatu p6znych endoso-
mow i lizosomow charakteryzuja sie jeszcze nizszym pH
(4,5-5,5). Dodatkowo zawierajg enzymy hydrolityczne,
ktérych aktywno$é prowadzi do ostatecznego rozpadu
czasteczek LDL do aminokwasow, kwasow ttuszczowych
i cholesterolu. W nastepnym etapie czasteczki cholestero-
lu sg transportowane z p6znych endosomow i lizosomow
w kierunku innych przedziatow komorki, w celu ponow-
nego wykorzystania. W procesie tym biorg udziat biatka
obecne w przedziale péznych endosomoéw/lizosoméw,
w tym biatka NPC1 i NPC2 [13,47-49].

Innymi biatkami mogacymi prawdopodobnie odgry-
wacé role w regulacji eksportu cholesterolu z pdznych
endosomoOw sg biatka wigzace jony wapnia i lipidy, anek-
syny (np. aneksyna A6) [50,51] oraz biatko MLN64 i biat-
ko ORP1L [52]. W C-kohcowym rejonie biatka MLN64
jest zlokalizowana domena START, ktéra jest odpowie-
dzialna za wigzanie cholesterolu. Stad tez biatko MLN64
odgrywa role w transporcie cholesterolu z bton jednego
pecherzyka do drugiego. Utworzenie kompleksu pomie-
dzy ORP1L, RILP i Rab7 ma kluczowe znaczenie w trans-
porcie p6znych endosoméw w kierunku ujemnego konfca
mikrotubul. C-koniec biatka RILP wigze sie z biatkiem
motorycznym dyneing, a biatko ORP1L odpowiada za
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zwigzanie tego kompleksu ze spektryng, co ma znaczenie
w aktywacji dyneiny [52].

Podsumowujac tg cze$¢ rozwazan, nalezy podkreslic,
ze cholesterol jest niezbedny dla utrzymania funkcji zycio-
wych komérki. Wyniki badan prowadzonych w ostatnich
latach na catym $wiecie wskazujg, ze w komarkach chole-
sterol petni kluczowa role m.in. w formowaniu i funkcjono-
waniu mikrodomen btonowych - tratw lipidowych.

UDZIAL TRATW LIPIDOWYCH W ETIOLOGII
CHOROBY NIEMANNA-PICKA TYPU C

Pewne obserwacje sugerujg, ze nagromadzenie okre-
$lonych klas lipidéw w chorobie NP typu C jest przyczyna
zmian zwigzanych ze zmiang liczby mikrodomen, szczegdl-
nie w przedziale péznych endosomoéw/lizosomoéw, a co sie
z tym wiaze, rowniez odmiennego rozmieszczenia biatek
uczestniczacych w transporcie pecherzykowym i w regula-
cji dynamiki bton biologicznych [32,53,54]. Stwierdzono na
przyktad, ze w komérkach, w ktérych doszto do nagroma-
dzenia cholesterolu i sfingolipidow w przedziale LE/LY za-
obserwowano obecno$¢ biatka NPC1, atakze czgsteczek LDL
na terenie tratw lipidowych, a nie w rejonie btony, ktéry ule-
ga solubilizacji pod wptywem detergentow. Zapobiegato to
transportowi zwrotnemu czasteczek LDL do btony plazma-
tycznej. Wedtug autoréw obserwacji $wiadczy to o obecnosci
tratw lipidowych w btonie p6Zznych endosomdw, czego nie
obserwowano w komdrkach w warunkach normy [53,55].

W przypadku receptora insuliny, ktdrego aktywnos$é
zalezy od lokalizacji na terenie mikrodomen bogatych w
sfingolipidy i cholesterol [56], wykazano wzrost zawartos$ci
biatka we frakcji wzbogaconej w tratwy lipidowe wyizolo-
wanej z hepatocytdw z myszy NPC1V', co bylo zwigzane
réwniez ze zmianami jego aktywnosci [57]. Wykazano tak-
ze, ze w procesie transportu cholesterolu na drodze endo-
cytozy, w ktorym uczestniczy biatko NPC1, wspoétdziatajg
z tym biatkiem biatka tratw lipidowych, flotiliny. Kompleks
ten uczestniczy w transporcie cholesterolu. Zablokowanie
tych oddziatywan w obecnosci leku hypocholesterolemicz-
nego, miglustatu, hamowato réwniez powstawanie tratw
lipidowych [58].

Wyniki badan prowadzonych z uzyciem fibroblastéw
pochodzgcych od pacjentow ze zdiagnozowang chorobg
NP typu C pozwolity na identyfikacje wewngtrzkomorko-
wego przedziatu przypominajgcego lizosomy, w ktérym
gromadzony byt cholesterol. Stwierdzono, ze blony tego
przedziatu charakteryzuja sie zwiekszong zawarto$cig mi-
krodomen przypominajacych tratwy lipidowe oraz anek-
syny A6 [51]. Obserwacja ta moze $wiadczy¢, ze aneksyna
A6 jest biatkiem rozpoznajacym mikrodomeny btonowe
bogate w cholesterol [59]. Fakt ten pozostaje w zgodzie z
wczesniejszymi obserwacjami, ze oddziatlywania aneksy-
ny A6 z btonami sg regulowane nie tylko przez zmiany pH
oraz stezenia jonow wapnia w komérce, ale takze zawar-
to$¢ cholesterolu w btonach [50,51,60-63]. Na tej podstawie
wysunieto przypuszczenie, ze aneksyna A6 moze uczest-
niczy¢ w organizacji mikrodomen btonowych bogatych w
cholesterol [63,64] i w ten sposéb przyczyniac sie do roz-
woju choroby Niemanna-Picka typu C.
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CHOROBA GAUCHERA TYPU I

Choroba Gauchera jest sfingolipidoza o autosomalnym
recesywnym sposobie dziedziczenia, spowodowang mu-
tacjg w genie GBA kodujagcym enzym, glukocerebrozyda-
ze [65]. Wyro6znia sie 3 postaci kliniczne choroby: typ 1
nie neuronopatyczny o przewlektym przebiegu (szacun-
kowo 1 na 50000 urodzen), typ 2 ostry neuronopatycz-
ny niemowlecy (1 przypadek na 100000 urodzen) i typ
3 podostry neuronopatyczny (1 przypadek na 100000
urodzen). Choroba Gauchera jest najczesciej wystepu-
jaca sfingolipidoza, jak réwniez najczestszg chorobg li-
zosomalng. U podioza choroby lezy deficyt aktywnosci
[3-glukocerebrozydazy, ktora w fizjologicznych warun-
kach odszczepia glukoze od czasteczki cerebrozydu.
Fragmenty komoérek, w tym fragmenty bton komorko-
wych zawierajgcych glukocerebrozyd, ulegajg fagocyto-
zie przez makrofagi. Komarki, z nagromadzonym gluko-
cerebrozydem, przybierajg charakterystyczny wyglad isg
okre$lane jako komarki piankowate lub komdrki Gauche-
ra. W typie nie neuronopatycznym proces patologiczny
najintensywniej odbywa si¢ w komdrkach wywodzacych
sie z linii makrofagéw. Aktywno$¢ resztkowa enzymu
jest nie wystarczajgca, aby zmetabolizowaé naptywaja-
cy w duzych ilosciach do makrofagéw substrat, pocho-
dzacy gtéwnie z bton komdérkowych. Gromadzi sie on w
lizosomach makrofagéw, prowadzgc do zwiekszenia ich
liczby oraz do proliferacji komorek, zmiany ich funkcji i
struktury (komérki piankowate). Choroba Gauchera typu
ljest zwigzana takze z pojawieniem sie szeregu zaburzen
metabolicznych, takich jak zaburzenia metabolizmu ener-
getycznego, z niskg zawartoscig adiponektyny w krwio-
biegu oraz nabywaniem insulinoopornosci [65,66].

W postaciach neuronopatycznych proces patologicz-
ny w komdrkach uktadu nerwowego przebiega inaczej.
Nie wystepuje w niej zjawisko fagocytozy, tak jak to ma
miejsce w przypadku makrofagéw. Substrat pochodzi z
gangliozydow syntetyzowanych w neuronach, stad jest
go znacznie mniej. Aktywno$¢ p-glukocerebrozydazy
w tej postaci choroby jest §ladowa, niewystarczajgca do
roztozenia nawet niewielkiej ilosci substratu lub nawet
catkiem nieobecna. Nie roztozony glukocerebrozyd gro-
madzi sie w siateczce Srdédplazmatycznej, w ktdrej zlo-
kalizowane sg kanaty wapniowe. W wyniku tego kanaty
te ulegajg uszkodzeniu, co prowadzi do $Smierci komorki
nerwowej. Patomechanizm choroby Gauchera jest wiec
rozny w komérkach uktadu siateczkowo-$rodbtonkowe-
go i w uktadzie nerwowym [65,66].

Do niezwykle rzadkich przyczyn choroby Gauchera na-
lezy deficyt aktywnosci aktywatora SAP C (ang. saposin acti-
vator protein C). Standardowym leczeniem pacjentéw z cho-
robg Gauchera typu 1 jest substytucja enzymatyczna (ERT,
ang. enzyme-replacement therapy) we wlewach dozylnych.
Mozna stosowac preparat Zavesca. Substancjg czynng tego
preparatu jest miglustat hamujacy synteze sfingolipidow w
tym i glukocerebrozydazy. Leczenie takie mozna stosowaé
jedynie u pacjentéw z lzejsza postacig choroby, gdzie ak-
tywnos¢ resztkowa enzymu jest wyzsza [65], istnieje jednak
ryzyko pojawienia sie efektdw ubocznych, tgcznie z rozwo-
jem cukrzycy typu Il [66].
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UDZIAL TRATW LIPIDOWYCH W ETIOLOGI!I
CHOROBY GAUCHERA TYPU I

Nalezy pokresli¢, ze informacje na temat molekularnego
mechanizmu prowadzgcego do rozwoju choroby Gauchera
sg bardzo ograniczone ijak dotagd w literaturze przedmiotu
pojawity sie jedynie przypuszczenia na temat udziatu tratw
lipidowych w patomechanizmie tych choréb. Przestanka
dla tych przypuszczen jest fakt, ze wazny skitadnik lipido-
wych mikrodomen btonowych, sfingolipidy, jest obecnie
brany pod uwage przez wielu badaczy jako istotny czynnik
w chorobach spichrzeniowych. Wykazano np. ze w liniach
komérkowych odpowiadajagcych komoérkowym modelom
choroby Gauchera zawarto$¢ i sktad lipidowy mikrodo-
men btonowych ulega powaznym zaburzeniom. Przypusz-
cza sie, ze zaburzenia te mogg wptywac na nieprawidtowe
sortowanie w komarce biologicznie aktywnych czasteczek,
takich jak lipidy i biatka uczestniczagce w przekazywa-
niu sygnatdw, np. sygnalu generowanego przez insuline.
Zmiany te mogg by¢ odpowiedzialne réwniez za obserwo-
wane w niektérych przypadkach choroby Gauchera typu
| nabywanie przez pacjentéw insulinoopornos$ci, co moze
by¢ zwigzane z nieprawidtowym przekazywaniem sygna-
tu generowanego przez insuline i nieprawidtowa budowg
mikrodomen, gdzie zlokalizowane sg biatka tego szlaku sy-
gnatowego [18,66].

LEUKODYSTROFIA METACHROMATYCZNA

Leukodystrofia metachromatyczna jest dziedziczacg sie
autosomalnie recesywnie chorobg lizosomalng powodujaca
demielinizacje osrodkowego i obwodowego uktadu nerwo-
wego i uszkadzajgcg w mniejszym stopniu inne uktady. U
podtoza choroby lezy deficyt aktywnosci arylosulfatazy A,
ktora odszczepia reszty siarczanowe od sfingolipidow, kto-
re sg bogato reprezentowane w ostonkach mielinowych. Do
prawidtowego funkcjonowania arylosulfatazy konieczny
jest aktywator SAP B. Klinicznie leukodystrofia charakte-
ryzuje sie niezwyktg réznorodnoscia, od postaci niemowle-
cych o gwattownym przebiegu do postaci, w ktérych obja-
wy pojawiajg sie w dorostosci i to jako cechy psychotyczne.
Objawy kliniczne zwigzane s z postepujgcym niszczeniem
ostonek mielinowych. Obserwujemy zalezno$¢ miedzy ge-
notypem iaktywnoscig resztkowg arylosulfatazy A a poste-
pem choroby. Proby terapii polegaty na przeszczepach szpi-
ku, a ostatnio nawet miaty miejsce proby leczenia enzyma-
tycznego jednak bez wiekszego powodzenia, ze wzgledu
na nieprzechodzenie biatka enzymatycznego przez bariere
krew/mézg [67,68],

CHOROBA FABRY'EGO

Choroba Fabry'ego jest lizosomalng chorobg spichrze-
niowa dziedziczacag sie w sprzezeniu z chromosomem X
Spowodowana jest deficytem aktywnosci a-galaktozydazy,
W miare gromadzenia sie globotriaozyloceramidu (substra-
tu a-galaktozydazy), narastajg objawy kliniczne, z ktorych
wiekszos$¢ jest zwigzana z uktadem naczyniowym. Objawy
te s wywotane spichrzaniem wymienionego zwigzku w
komérkach nabtonka naczyniowego (gtéwnie naczyn wto-
sowatych) ijego wptywem na proliferacje mie$ni gtadkich
$cian wiekszych naczyn krwiono$nych. Gromadzacy sie
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substrat uszkadza tez obwodowy uktad nerwowy, zabu-
rzajac miedzy innymi prawidtowg potliwo$¢ prowadzaca
do nietolerancji wysokich temperatur i wysitku fizycznego.
W dziecinstwie choroba manifestuje sie ciezkimi, wyczer-
pujacymi bélami dtoni i stop (tzw. akroparestezje), bdlami
brzucha, zaburzeniami perystaltyki jelit, a takze prowadzi
do powstawania zmian skérno-naczyniowych (tzw. angike-
ratoma). Gromadzenie sie substratu w ktebkach nerkowych
prowadzi poczatkowo do mikroalbuminurii, proteinurii i
ostatecznie do catkowitej niewydolnos$ci nerek w pigtej de-
kadzie zycia. Migsien sercowy ulega przerostowi; znaczne
powiekszenie serca nie jest jednak zwigzane z gromadze-
niem sie w nim glikosfingolipidow, stanowig bowiem one
zaledwie 0,5-1,0% masy catego narzadu. Ponadto chorzy
cierpig na niedostuch, zawroty i béle gtowy. Wymienione
objawy wystepujg u pacjentdw hemizygotycznych, nato-
miast w mniejszym nasileniu obserwuje sie je réwniez u
heterozygot. Nie obserwuje sie wyraznej zaleznosci mie-
dzy genotypem i fenotypem, wiekszo$¢ mutacji jest tzw.
mutacjami prywatnymi. Czesto$¢ wystepowania szacuje
sie na okoto 0,21 na 100000 urodzeri. Jako metode leczenia
stosuje sie wytworzong metodami inzynierii genetycznej
a-galaktozydaze A w postaci wlewow dozylnych. Istniejg
dwa preparaty: agalzydaza beta (Fabrazyme firmy Genzy-
me) oraz agalzydaza alfa (Replagal firmy TKT) [68,69]. Oba
leki sg dostepne w Polsce.

CHOROBA KRABBEGO

Choroba Krabbego albo globoidalna leukodystrofia jest
gwattownie postepujaca chorobg degeneracyjng osrodko-
wego i obwodowego uktadu nerwowego. W wiekszosci
przypadkow pierwsze objawy w postaci nadwrazliwosci
na bodzce mozna zauwazy¢ juz okoto 3 miesigca zycia. W
wieku 6 miesiecy niemowleta demonstrujg spastycznosé
(zaburzenie ruchowe, objawiajgce sie wzmozonym napie-
ciem miesniowym lub sztywnoscig miesni) z wiotkoscig
osiowa. Pod koniec pierwszego roku zycia dotgcza sie Sle-
pota i znaczne upos$ledzenie stuchu. Postep choroby jest
szybki i prowadzi do zgonu w 2 roku zycia. Bardzo rzad-
kie sg przypadki choroby Krabbego o powolnym przebie-
gu z p6zng manifestacjg objawdw w dziecinstwie lub na-
wet w wieku dorostym. Nieliczne prdby leczenia polegaty
na przeszczepach szpiku. U podstaw choroby lezy deficyt
aktywnosci [3-galaktozydazy, enzymu, ktdry w warunkach
prawidtowych rozktada galaktozyloceramid do ceramidu i
galaktozy; substratem dla tego enzymu jest rowniez galak-
tozylosfingozyna, ktorej kumulacja prowadzi do niszcze-
nia komoérek oligodendrogleju. W osrodkowym uktadzie
nerwowym stwierdza sie nagromadzenie wielojgdrzastych
komorek globoidalnych, catkowitg utrate mieliny i rozlegtg
glioze w istocie biatej. Opisano przypadek choroby Krabbe-
go spowodowany deficytem aktywatora SAP A [68,70].

GANGLIOZYDOZY GM11 GM2

Gangliozydoza GM1 spowodowana deficytem
(3-galaktozydazy, klinicznie manifestuje sie w postaci dwoch
odmiennych fenotypow okreslanych mianem odpowiednio
gangliozydozy GM1 i choroby Morguio B. Gangliozydo-
za GM1 jest wywotana gtebokim niedoborem aktywnosci
P-galaktozydazy. Proces patologiczny obejmuje przede
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wszystkim o$rodkowy uktad nerwowy, ale rowniez tkanke
taczng i narzady migzszowe. Pierwsze objawy zauwazalne
sa juz we wczesnym niemowlectwie jako zahamowanie, a
nastepnie regres rozwoju psychoruchowego, powiekszenie
watroby i sledziony, zmiany kostne i dysmorfia (odstep-
stwa od normy budowy anatomicznej). Choroba moze tez
manifestowac sie w péznym dziecinstwie, a nawet w wieku
dojrzatym. W o$rodkowym uktadzie nerwowym u chorych
stwierdza sie liczne lamelarne ciatka, ré6znoksztattne peche-
rzyki z lipidowga zawartoscig. W przypadkach, gdzie aktyw-
nos¢ resztkowa enzymu jest wyzsza, fenotyp kliniczny jest
podobny do choroby Morquio, a spichrzanym substratem
jest siarczan keratanu [68,71-73].

Gangliozydozy GM2 sg grupg chorob spowodowanych
nadmierng kumulacjg gangliozydu GM2 i innych glikoli-
pidow w lizosomach. Do rozktadu gangliozydu GM2 ko-
nieczne sg dwa izoenzymy: heksozaminidaza 3 (HEX A)
zbudowana z dwéch podjednostek a i 3oraz heksozamini-
daza HEX B zbudowana z dwdch podjednostek p. Do pra-
widtowego funkcjonowania HEX A musi by¢ czynny akty-
wator SAP (ang. saposin activator protein). Defekt w jednym
z trzech gendw prowadzi do gangliozydozy GM2, ktéra
manifestuje sie w postaci trzech do$¢ podobnych fenotypow
choroby Tay-Sachsa (deficyt HEX A), choroby Sandhoffa
(deficyt HEX B) i deficytu aktywatora. Choroba manifestuje
sie w niemowlectwie, pierwszym charakterystycznym obja-
wem jest nadwrazliwo$¢ na dzwieki nastepnie dzieci tracg
wzrok i stuch. Charakterystycznym objawem jest obecno$é
na dnie oka tzw. ,wisienki7 ktdrg tworzg skumulowane
sfingolipidy. Choroba Sandhoffa ma przebieg podobny jed-
nak o nieco stabszym i powolniejszym nasileniu objawow.
Nie ma obecnie, zadnych propozycji terapeutycznych. W
przypadku choroby Tay-Sacha, szczegdlnie czesto wyste-
pujacej w populacji aszkenazyjskiej w zwiazku z nosiciel-
stwem dwoéch mutacji wprowadzono wczesne badania na
nosicielstwo, umozliwiajagc unikanie zwigzkow matzen-
skich pomiedzy osobami heterozygotycznymi pod tym
wzgledem [68,71-73],

UWAGI KONCOWE

Poznanie mechanizméw zwigzanych z rozwojem lipido-
wych choréb spichrzeniowych, w tym mechanizmu tworze-
nia i rozpadu mikrodomen bton biologicznych bogatych w
cholesterol i sfingolipidy — tratw lipidowych — oraz ich
funkcji w komoérce moze okazaé sie w przysztosci uzytecz-
ne nie tylko w okres$leniu udziatu lipidowych mikrodomen
btonowych w waznych dla komorki procesach, takich jak
przekazywanie sygnatéw, transport pecherzykowy i regu-
lacja metabolizmu, ale takze w poznaniu molekularnych
mechanizmow lezacych u podstawy lipidowych choréb
spichrzeniowych, ale takze okresleniu celéw przysztej inter-
wencji terapeutycznej: farmakologicznej (jak w przypadku
choroby Niemanna-Picka typu C) lub enzymatycznej terapii
zastepczej (jak w przypadku choroby Gauchera typu 1).
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ABSTRACT

Lipidoses are rare genetic disorders characterized by defects of the digestive system that impair the way the body uses dietary fat. When the
body is unable to properly digest fats, lipids such as cholesterol, sphingolipids or glycolipids may accumulate in body tissues in abnormal
amounts. It has been also suggested that molecular mechanisms leading to development of human diseases, including obesity, diabetes type
Il and atherosclerosis, consist of impaired transport and storage of lipids, as well as disturbed structure and function of lipid membrane
microdomains. In this review we discuss probable mechanisms, including role of lipid membrane microdomains, which may participate in
pathogenesis of lipid storage diseases such as Niemann-Pick type A/B and type C, as well as Gaucher type | diseases.

Postepy Biochemii 57 (2) 2011

167



Nowo opisane choroby metaboliczne zwigzane
z btedami metabolizmu na szlaku przemiany pentoz

Anna Tylki-SzymanskalE

Teresa J. Stradomska?2

’Klinika Choréb Metabolicznych, Instytut
~Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka",
Warszawa

Zaktad Biochemii i Medycyny Doswiad-
czalnej, Instytut ,,Pomnik-Centrum Zdro-
wia Dziecka", Warszawa

AKlinika Choréb Metabolicznych, Instytut
~Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka", Al.
Dzieci Polskich 20, 04-730 Warszawa; tel.:
(22) 815 75 84, e-mail: a.tylki@czd.pl lub
atylki@op.pl

Artykut otrzymano 7 lutego 2011 r.
Artykut zaakceptowano 3 marca 2011 r.

Stowa kluczowe: pentozy, poliole, deficyt
transaldolazy, deficyt izomerazy, leukody-
strofia, wtoknienie guzkowe watroby

Podziekowania: Praca powstata w trak-
cie realizacji projektu badawczego numer
2329/B/P01/2009/37 finansowanego ze
Srodkéw przyznanych przez Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

168

STRESZCZENIE

rodzone btedy metabolizmu sg stale powiekszajaca sie grupa choréb metabolicznych.

W minionym dziesiecioleciu zostaty zidentyfikowane i opisane dwa wrodzone btedy
metabolizmu w szlaku przemiany pentoz. Zwigzane s one z deficytem aktywnos$ci dwoch
enzyméw: izomerazy rybozofosforanowej (EC 5.3.1.6) i transaldolazy (EC 2.2.1.2). Deficyt
izomerazy klinicznie manifestuje sie leukoencefalopatig, natomiast deficyt transaldolazy
charakteryzuje sie r6znorodnos$ciag zaburzen, od wad wrodzonych do niewydolnos$ci watro-
by i nerek. Diagnostyka opiera si¢ na stwierdzeniu podwyzszonych stezen polioli: rybitolu,
arabitolu, erytritolu oraz cukréw: sedoheptulozy, sedoheptulozy-7P i kwasu erytronowego.
Nastepnym etapem jest wykazanie deficytu aktywnosci enzymu w leukocytach lub hodowa-
nych fibroblastach. Biorac pod uwage powyzsze, nalezatoby w kierunku zaburzen przemia-
ny pentoz diagnozowaé noworodki z wadami wrodzonymi, chorych z postepujacym uszko-
dzeniem watroby i przypadki niewyjasnionej leukoencefalopatii.

WPROWADZENIE

Wrodzone btedy metabolizmu sa powiekszajacg sie grupa choréb metabolicz-
nych. Jest to zwigzane z ulepszaniem metod diagnostycznych, tak biochemicz-
nych jak i molekularnych, jak rowniez dzieki zaangazowaniu lekarzy. Wrodzo-
ne btedy metabolizmu zaliczane sa do tak zwanych chorob rzadkich. Szacuje
sie, ze oddzielnie ich czesto$¢ wystepowania jest bardzo niska, natomiast jako
cato$¢ wystepuja u co 500 noworodka. Niemal co roku pojawiajg sie nowe publi-
kacje donoszace o identyfikacji kolejnego btedu metabolizmu lub o wyjasnieniu
patomechanizmu znanego juz schorzenia. W ciggu minionych kilku lat zostaty
zidentyfikowane i opisane dwa wrodzone btedy metabolizmu w szlaku prze-
miany pentoz. Zwigzane sg one z deficytem aktywnos$ci dwoch enzymow: izo-
merazy rybozofosforanowej (EC 5.3.1.6) (2004) i transaldolazy (EC 2.2.1.2) (2001)
(Ryc. 1) [1-2]. Deficyt aktywnosci izomerazy opisano dotychczas tylko u jednego
chorego, natomiast deficyt transaldolazy u 11 chorych z 6 rodzin [3-9],

DEFICYT IZOMERAZY

Pacjent z deficytem izomerazy (OMIM 608611) we wczesnym dziecinstwie
wykazywat niewielkie spowolnienie rozwoju psychoruchowego i opdzniony
rozwdj mowy. W czwartym roku zycia wystgpity pierwsze napady drgawek a
od siddmego roku dotaczyty sie postepujace objawy neurologiczne, takie jak spa-
styczno$¢, dysartria, zesp6t mo6zdzkowy, obwodowa neuropatia, zanik nerwow
wzrokowych. Jednoczes$nie nasilita sie czestotliwo$¢ napadéw drgawkowych.
Rozwdj fizyczny przebiegat prawidtowo. Badanie z zastosowaniem rezonansu
magnetycznego wykonane w jedenastym roku zycia chtopca wykazato znaczg-
ce zmiany leukodystroficzne, szczegdlnie wyrazone we widknach U. Badania
spektroskopowe metoda rezonansu magnetyczngo wykonane w czternastym
roku zycia wykazaty obecno$¢ wysokich stezen arabitolu irybitolu, co wskazato
na zaburzenie przemiany pentoz. Obecnie ten ponad dwudziestoletni pacjent
ma bardzo zaawansowane stadium choroby [10]. Izomeraza rybozo 5-fosfora-
nowa jest enzymem znajdujgcym sie w odwracalnym szlaku wytwarzania fos-
forandw cukréw w cyklu pentozowym. Deficyt jej aktywnosci prowadzi do za-
hamowania przemiany rybulozo-5-fosforanu i rybozo-5 fosforanu, co powoduje
nadmierne gromadzenie cukrow i polioli: rybozy, rybitolu, ksylitolu i arabitolu
[11]. Stwierdzenie wysokiego stezenia tych zwigzkéw w ptynach ustrojowych
pozwala wysung¢ podejrzenie deficytu izomerazy, przy czym najwyzsze steze-
nie stwierdza sie w ptynie mézgowo-rdzeniowym. Wykrycie wysokich stezen
rybitolu i arabitolu w nie inwazyjnym badaniu spektroskopowym metodg re-
zonansu magnetyczngo jest podstawg do podejrzewania deficytu izomerazy.
Deficyt aktywnosci enzymu mozna potwierdzi¢ oznaczajac go w leukocytach
krwi obwodowej lub w hodowanych fibroblastach skéry. U wspomnianego pa-
cjenta zidentyfikowano dwie zmiany w genie dla izomerazy Ibp del 540 del G
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Rycina 1. Szlak przemiany fosforanu pentozy; A —deficyt izomerazy, B—deficyt transaldolazy; wedtug [11].

i punktowa mutacje. Pozwolito to na okreslenie przekazy-
wania defektu w sposéb autosomalny recesywny [2], Cho-
roba ta wystepuje niezmiernie rzadko, mimo stosowania
diagnostyki neuroobrazowej ze spektrometrig dotychczas
zdiagnozowano jeden przypadek. Zaproponowano dla ta-
kich btedéw metabolizmu okre$lenie ,,wyjatkowo rzadkie"
(ang. exceptionally rare) [12].

DEFICYT TRANSALDOLAZY

Drugg zidentyfikowang chorobg zwigzang z zaburze-
niem przemiany w szlaku pentoz jest deficyt transaldola-
zy TALDO (OMIM 606003). Transaldolaza znajduje sie w
odwracalnym szlaku wytwarzania fosforanéw pentoz i
wraz z transketolazg przeksztatca fosfopentoze w metabo-
lity posrednie glikolizy. Jej deficyt prowadzi do kumulacji
polioli: erytritolu, arabitolu, rybitolu, sedoheptitolu, perse-
itolu i siedmioweglowych cukrow: sedoheptulozy, manno-
heptulozy i fosfosedoheptulozy [11]. Wstepna diagnosty-
ka deficytu TALDO opiera sie na stwierdzeniu wydalania
z moczem jak i kumulacji w innych ptynach ustrojowych

Tabela 1. Stezenie polioli i siedmioweglowych cukréw w moczu pacjentéw z de-
ficytem TALDO (mmol/mol kreatyniny), modyfikacja wg [8].

Metabolit Zakresy u pacjentow (7) Zakresy u zdrowych
erytritol 9-1131 38-148

rybitol 43-722 1-14

arabitol 99-757 22-103

sedoheptitol 3-27 <1

perseitol 3-28 <1

sedoheptuloza 70-1361 <9

mannoheptuloza 6-112 <3
sedoheptulozo-7-P  1.8-23.8 <0,07
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rybitolu, arabitolu, erytritolu, a w najwyzszym stezeniu se-
doheptulozy, sedoheptulozy-7-P (Tabela 1) [13-14], Ostat-
nie doniesienia wskazuja, ze kwas erytronowy jest row-
niez obecny w wysokich stezeniach w moczu pacjentéw z
deficytem TALDO i moze by¢ podobnie jak sedoheptuloza
pewnym markerem deficytu transaldolazy [15]. U chorych
z deficytem transaldolazy nie stwierdza sie akumulacji po-
lioli w oSrodkowym uktadzie nerwowym. Badanie aktyw-
nosci enzymu mozna przeprowadzi¢ w leukocytach krwi
obwodowej lub hodowanych fibroblastach skéry. Dotych-
czas zidentyfikowano zaledwie kilkunastu pacjentow z tym
defektem. Obraz kliniczny jest do$¢ zréznicowany, jednak
zawsze obejmuje postepujgce, ciezkie uszkodzenie wa-
troby. Wiekszo$¢ przypadkéw rozpoznano u chorych juz
w okresie noworodkowym. U noworodkéw stwierdzano
powiekszenie watroby i $ledziony, niedokrwisto$¢, mato-
ptytkowos$¢, zaburzenia krzepniecia (deficyty czynnikow
krzepniecia XI'i XII), w Kilku przypadkach obrzek ptodowy.
Juz przebieg cigzy wskazywat na patologie ze wzgledu na
ogromny przybor masy ciata przez matki, duze, zmienione
tozysko, niskg mase urodzeniowg noworodkdw. Niektorzy
autorzy opisywali cechy dysmorfii. W watrobie stwierdza
sie do$¢ wczesSnie wystepujace charakterystyczne drob-
noguzkowe widéknienie. Z czasem u chorych z dtuzszym
okresem przezycia narastajg objawy niewydolnosci nerek.
Rozwdj psychoruchowy i umystowy pacjentow przebiega
prawidtowo. We wszystkich opisanych dotychczas przy-
padkach, z wyjatkiem jednego, wykazano pokrewienstwo
rodzicow. Mutacja, ktéra powtarzata sie najczesciej, bo w
trzech rodzinach, byta c.575G>A.

Jedng z hipotez dotyczacych przyczyn widknienia watro-

by jest nagromadzenie w deficycie TALDO ufosforylowa-
nych cukréw, podobnie jak w galaktozemii, gdzie deficyt
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Tabela 2. Stezenie polioli i siedmioweglowych cukréw w piynach ustrojowych
u pacjentéw z deficytem izomerazy i deficytem tansaldolazy TALDO, wg [10].

Metabolit/ptyny Deficyt Deficyt Zakresy u
ustrojowe izomerazv transaldolazy  zdrowych
Mocz (mmol/mol kreatyniny)
arabitol 1021-1612 90-1131 16-99
rybitol 123-166 43-722 5-24
erytritol 20-49 99-757 35-192
sedoheptitol <1 3-27 <1
perseitol <1 3-28 <1
sedoheptuloza 0.9 70-1122 <40
mannoheptutoza 0,6 6-112 <3
sedoheptulozo-7-P <0.01 1,8-23,8 <0.07
Surowica (pmol/L)
arabitol 90-163 16-26 <5
rybitol 14-30 8-33 <5
erytritol <5 15-28 <5
Ptyn m6zgowo-rdzeniowy (pmol/L)
arabitol 5234-5535 34 9-39
rybitol 891-1249 19 <5
erytritol <5 27 12-33

urydylotransferazy prowadzi do nagromadzenia galak-
tozo-1-fosforanu i galaktikolu. Druga hipoteza, prébuja-
cq przyblizy¢ zrozumienie patomechanizmu tego defektu
jest tworzenie NADPH bez produkcji kwasu mlekowego i
ufosforylowanych pentoz niezbednych do syntezy kwasow
nukleinowych, szczegélnie waznych w intensywnych eta-
pach rozwoju jakim jest okres zycia ptodowego. Z drugiej
strony wytwarzanie NADPH jest kluczowe dla odtwarza-
nia zredukowanego glutationu, kofaktora peroksydazy
glutationu przeciwdziatajagcej stresowi oksydacyjnemu.
Niektdrzy autorzy wigza ten mechanizm z cechami dys-
morfii, wadami rozwojowymi i upos$ledzeniem wczesnego
rozwoju fizycznego [5], Wykazano bowiem znaczenie tego
szlaku w ochronie przed nagromadzaniem reaktywnych
form tlenu jako czynnikow teratogennych. Pewng analogiag
moze tu by¢ deficyt aktywnosci dehydrogenazy glukozo-6-
fosforanowej (enzymu czesci oksydacyjnej cyklu pentozo-
monofosforanowego), ktory przejawia sie wystepowaniem
ciezkich wad rozwojowych. Uwaza sie tez, ze poliole moga
odgrywacé istotng role w homeostazie ptodu w tym home-
ostazie wodnej [16].

DIAGNOSTYKA

W diagnostyce hiochemicznej oméwionych btedéw me-
tabolizmu kluczowg role odgrywa stwierdzenie wysokie-
go stezenia polioli i cukréw w ptynach ustrojowych lub w
osrodkowym uktadzie nerwowym. (Tabela 2) [17]. Najczul-
szymi ze wzgledu na wyzsze stezenia sg: sedoheptuloza,
fosfosedoheptuloza i kwas erytronowy. Ostatnio wykaza-
no zwiekszong ilo$¢ sedoheptulozy w suchej kropli krwi
pochodzacej od pacjentow z cystynozg wynikajacg z dele-
cji fragmentu o wielkosci 57 kb w genie cystynozy CTNS.
Mutacja ta wystepuje w postaci heterozygotycznej u 75%
chorych pochodzacych z po6inocnej Europy, natomiast w
postaci homozygotycznej u 45-50% chorych na cystynoze
w Europie i Stanach Zjednoczonych. Delecja 57 kb obejmuje
nie tylko gen CTNS, ale rowniez przylegty gen CARKL ko-
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dujacy kinaze sedoheptulozy. Ze wzgledu na tatwos$¢ wy-
krycia sedoheptulozy metodg tandemowej spektrometrii
mas w suchej kropli krwi oraz wysoka czesto$¢ wystepowa-
nia delecji 57 kb w postaci homozygotycznej u chorych na
cystynoze mozna zastosowac te metode do populacyjnych
badan przesiewowych w tym kierunku [18], Coraz szersza
dostepnos¢ technik analitycznych dla identyfikacji biomar-
kerow zaburzen przemiany pentoz pozwoli z pewnoscig
rozpozna¢ wiekszg liczbe chorych z btedami metabolizmu
na szlaku pentozowym. Postuluje sie, aby bada¢ w tym
kierunku noworodki z obcigzonym wywiadem cigzowo-
porodowym, z wadami rozwojowymi, chorych z niewyja-
$nionym, postepujacym uszkodzeniem watroby i nerek, jak
rowniez przypadki leukoencefalopatii.
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ABSTRACT

Two previously unreported inborn errors of metabolism occur in the reversible part of the pentose phosphate pathway. Deficiency of ribose
-5-phosphate isomerase has been described in one patient who suffered from a progressive leukoencephalopathy and developmental delay.
Transaldolase deficiency has been diagnosed in 11 patients from 6 families in which the probands presented in the newborn and antenatal
period with hepatosplenomegaly, hemolytic anaemia, hepatic fibrosis, kidney problems. Enzymes deficiency results in accumulations in
body fluids erythritol, arabitol, ribitol, sedoheptitol, sedoheptulose, sedoheptulose-7-phosphate. Isomerase and transaldolase activity can be
determined in leukocytes or fibroblasts.
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Wy ka/ skrétow: ADA — deaminaza ade-
noz*yn-jwa; ADSL — liaza adenylobursz-
tyniianowa; AMDP — deaminazy AMP;
DBfP -- dihydropirymidynaza; DPD —de-
hyclrogenaza dihydropirymidynowa; ESI
— jonizacja elektrosprejem; FJHN — ro-
dzinna mtodziencza nefropatia; GC-MS —
chr omatografia gazowa-spektromeria mas;
HP'LC _ wysokosprawna chromatografia
ciec-zova; HPLC MS/MS —wysokospraw-
na chromatografia cieczowa potaczona z
tan-derriowg spektrometrig mas; HPRT —
fostforybozylotransferaza hipoksantynogu-
ani)Oov/a; IEM —wrodzone wady metabo-
liznnu; ITPA —ITPaza, pirofosfohydrolaza
NI’ MCF — deficyt kofaktora molibdeno-
wego; MS/MS — tandemowa spektrome-
tria magS MTAP —fosforylaza metyltioade-
noz*ynowa; PEG-ADA — bydleca deami-
naz*a adenozynowa potgczona z glikolem
polietylenowym; PRPS (s) — syntetaza
fosforybozylopirofosforanowa (nadaktyw-
no$'¢); Pu-NT — 5'-nukleotydaza puryn;
(D)--iyhoza — deoksyryboza; SAHH —
hydlrolaza S-bursztynylohomocysteinowa;
SCIE) — ciezki ztozony niedobér odpor-
nosci; TLC — chromatografia cienkowar-
stwowa; TPMT — metyltransferaza tiopu-
rynowa, UMPS — syntetaza UMP; UP —
ureidopropionaza; XDH —dehydrogenaza
ksahtyhowa
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STRESZCZENIE

rodzone wady metabolizmu (IEM, ang. inborn errors of metabolism) puryn i pirymidyn

(P/P) naleza do chor6b o szerokim spektrum objawéw klinicznych. Moga one pojawi¢
sie w kazdym wieku prowadzac do zaburzen funkcjonowania wielu uktadéw: odpornoscio-
wego, krwiotworczego, nerwowego, szkieletowo-mie$niowego, oraz z powodu wyjatkowej
nierozpuszczalno$ci produktéw metabolizmu zasad purynowych, réwniez uktadu moczo-
wego. Obecnie znanych jest 30 defektéw enzymatycznych szlaku puryn i pirymidyn, z czego
15 posiada klinicznie znaczace konsekwencje. Analiza czestosci wystepowania w oparciu
o liczbe wykrytych przypadkéw wybranych zaburzen szlaku P/P w Polsce w stosunku do
zdrowej populacji jak réwniez znaczne opo6znienie w ustaleniu wtasciwego rozpoznania,
wskazujg na niedostateczny stopierr rozpoznawalnosci tych choréb w naszym kraju. Ko-
nieczna jest poprawa edukacji ogétu lekarzy na temat wrodzonych wad metabolizmu szlaku
P/P, a takze upowszechnienie wczesnoobjawowych badan przesiewowych w kierunku tych
defektow.

WPROWADZENIE - BIOSYNTEZA NUKLEOTYDOW

Nukleotydy sa syntetyzowane z amfibolicznych zwigzkéw posrednich (syn-
teza de novo) lub przez ponowne wykorzystanie wolnych, istniejgcych juz za-
sad (szlak rezerwowy; ang. salvage synthesis — dostownie synteza ratunkowa)
(Rye. 1i 2). Zdolno$¢ do przeprowadzenia reakcji rezerwowej nukleotyddéw z
wykorzystaniem zrodet endogennych, eliminuje zapotrzebowanie na egzogen-
ne nukleotydy, i w efekcie puryny ipirymidyny nie sg niezbedne w diecie. Reak-
cjarezerwowa jest gtownym zrodtem nukleotydéw do syntezy DNA, RNA oraz
kofaktorow enzymow. Pobrane z pokarmem kwasy nukleinowe ulegaja pozako-
maérkowej hydrolizie poprzez wspdlne dziatanie endonukleaz (rybo- i deoksy-
rybonukleaz), egzonukleaz (fosfodiesteraz) oraz fosforylaz nukleozydéw. Endo-

R-5-P + ATP 4 PRPS

BIALKA

Rycina 1. Przemiany metaboliczne puryn (opracowano na podstawie [1] i [3]). Szlaki syntezy de novo, reakcji
rezerwowej oraz katabolizmu rybonukleotydéw purynowych. Schemat pokazuje metaboliczne znaczenie
puryn jako prekursoréw DNA i RNA, jak réwniez cyklicznych nukleotydéw, cukréw oraz pteryn. Zaznaczo-
no metabolity akumulujace sie w réznych defektach; dAdo (deoksyadenozyna) w ADA (deficyt deaminazy
adenozyny); Ino (inozyna), Guo (guanozyna) i ich deoksyanalogi w PNP (deficyt fosforylazy nukleozydow
purynowych); Xan (ksantyna) w XDH (deficyt oksydoreduktazy ksantynowej); podwyzszony poziom Hyp
(hipoksantyny) i kwasu moczowego w HPRT (deficyt fosforybozylotransferazy hipoksantynoguaninowej)
oraz PRPSs (nadaktywno$¢ syntetazy PRPP); Ade (adenina) i 2,8-dhAde (2,8-dihydroksyadenina) w APRT
(deficyt fosforybozylotransferazy adeninowej); S-Ado (bursztynyloadenozyna) i SAICAr (rybozyd burszty-
nyloaminoimidazolokarboksamidu) w ADSL (deficyt liazy adenylobursztynianowej).
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Rycina 2. Przemiany metaboliczne pirymidyn (opracowano na podstawie [2] i [3]). Szlaki syntezy
de novo, reakcji rezerwowej oraz katabolizmu rybonukleotydéw pirymidynowych. Schemat poka-
zuje metaboliczne znaczenie pirymidyn jako prekursoréw cukréw, lipidéw oraz DNA i RNA. W
odréznieniu od metabolizmu puryn reakcja rezerwowa odbywa sie na poziomie nukleozydoéw,
a nie zasad oraz brak jest produktu koncowego wykrywalnego za pomocg UV. Zaznaczono me-
tabolity akumulujace sie w réznych defektach: kwas orotowy w UMPS (deficyt syntetazy UMP);
uracyl i tymina w DPD (deficyt dehydrogenazy dihydropirymidynowej); uracyl i tymina (oraz
dihydrouracyl i dihydrotymina) w DHP (deficyt dihydropirymidynazy) oraz UP (deficyt ure-
idopropionazy); brak wrazliwych na promieniowanie UV metabolitow w CDP-PT (deficyt CDP-
fosfotransferazy cholinowej) i pochodne akumulujace sie w krwinkach czerwonych w LIMPH-1

(deficyt hydrolazy UMP).

nukleazy rozktadajg DNA i RNA prowadzgc do powstania
oligonukleotydéw. Oligonukleotydy sa trawione poprzez
fosfodiesterazy, ktére stopniowo uwalniajg wolne nukle-
ozydy. Zasady sg odigczane od nukleozydéw na drodze
hydrolizy dzieki dziataniu fosforylaz jelitowych, ktérych
czego efektem jest powstanie rybozofosforanu oraz wol-
nych zasad. Jesli nukleozydy i/lub zasady nie zostang wy-
korzystane, ulegaja dalszej degradacji do kwasu moczowe-
gow przypadku puryn oraz p-alaniny, p-aminoizomaslanu,
amoniaku oraz dwutlenku wegla w przypadku pirymidyn
(Ryc. 11 2).

WRODZONE WADY METABOLIZMU PURYN
I PIRYMIDYN - DEFINICJA | CZESTOSC
WYSTEPOWANIA ZABURZEN

Wrodzone wady metabolizmu puryn i pirymidyn cha-
rakteryzujg sie nieprawidtowym stezeniem tych zwigzkow
i/lub ich metabolitdw w komérkach lub ptynach fizjolo-
gicznych bedacych wynikiem zmniejszonej lub zwigkszonej
aktywnos$ci enzymow uczestniczagcych w metabolizmie P/P
(Tab. 1, Ryc. 11 2) [1]. Symptomatologia tych defektow jest
wysoce réznorodna, od bardzo ciezkiego do stosunkowo ta-
godnego przebiegu, a objawy mogga pojawiac sie w kazdym
wieku [1-3]. Poniewaz w zasadzie kazdy uktad moze zostac
zajety, defekty szlaku P/P przebiegajg w postaci réznych
stanéw chorobowych, z ktérych najczestsze to kamica ukta-
du moczowego, drgawki, niedobory odpornosci, op6znie-
nie rozwoju psychoruchowego oraz miopatia [1,2].
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Wrodzone wady metabolizmu puryn i P>iry-
midyn wystepujg rzadko. Do dzisiaj zdia™ncozo-
wanych zostato 835 pacjentéw w populacjach z
18 krajow Europy [1]. Z tego 70% przypadlkéw
zostato rozpoznanych w trzech krajach, w kt6-
rych dostepne jest odpowiednie zaplecze abtoru-
toryjne umozliwiajgce diagnoze. Czestoscwy/ste-
powania w przeliczeniu na milion mieszlarucéw
rézni sie znaczaco, od 6,7 w Wielkiej Brytanii,, 4,4
w Holandii i 4,0 w Czechach, do 1,0 i nnitej w
12 z 18 krajow uwzglednionych w europejskiej
bazie danych. [1].

ETIOLOGIA | PATOGENEZA

Pierwsze doniesienia o wrodzonych defek-
tach metabolizmu puryn (deficyt aktywnosci
oksydoreduktazy ksantynowej oraz zesfot Le-
scha-Nyhana) pojawity sie w 1954 i 19(4 r-oku
[4,5]. Defekty na szlaku pirymidyn opisino pG
raz pierwszy w 1959 roku [6], Od tegc c”™asu
wykryto kilkanascie innych rodzajow zabuirzen
i obecnie ich liczba wynosi 30, z czego 15 ria -zna-
czace konsekwencje klinicznie (Tab. 2 ) [7,8].
W przypadku niektdrych enzymow nie opasano
defektow wynikajacych z mutacji w ich gergach
chociaz nie wyklucza sig, ze przynajmnie w cze-
$ci z nich prawdopodobne zmiany powodujace
catkowity deficyt biatka sg letalne [7]. Obecnie do
defektow spowodowanych zaburzeniami sz laku
szlaku P/P zalicza sie réwniez deplecje idelecje
mitochondrialnego DNA (mtDNA), zwigzane z

deficytem enzymoéw syntezy pirymidyr- kina-
zy tymidynowej (TK), kinazy deoksyguanozynowe (dGR)
oraz fosforylazy tymidynowej (TP) [9].

CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA

Defekty szlaku P/P uwazano pierwotnie za prob enr pe-
diatryczny, obecnie jednak coraz czesciej rozpoznawane sg
one réwniez u dorostych, bedac niejednokrotnie przyczyna
zagrazajacych zyciu objawow [2,3,10]. Jakkolwiek zdecydo-
wana wigkszo$¢ z nich manifestuje sie juz w okresie dziecin-
stwa lub dorastania, niektére mogg pozosta¢ niezauwazone
do szostej, a nawet 6smej dekady zycia. W zasadzie zabu-
rzenia moga dotyczy¢ kazdego uktadu: odpornosciowego,
krwiotwdrczego, nerwowego, szkieletowo-miesniovyego
oraz, z powodu wyjatkowej nierozpuszczalnosci produk-
téw metabolizmu zasad purynowych, rowniez uktadu mo-
czowego [2], Zarowno defekty szlaku puryn jak i pirvmidyn
moga by¢ przyczyna zagrazajacych zyciu reakcji na ter apie
analogami metabolitéw [2,3,11], Najczesciej wystepujace
objawy kliniczne zwigzane z defektami szlaku/PP opisano
w tabeli 4.

DIAGNOSTYKA

W przypadku defektéw P/P znaczenie laboratorium
diagnostycznego jest nie do przecenienia, poniewaz, do-
stepno$¢ badan przesiewowych jest warunkiem niezbed-
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Tabela 1. Enzymy szlaku puryn i pirymidyn (opracowano na podstawie [1-3]).

Skrot

ADA

ADSL

AICAR-TF/
IMP-CH

AMPD
AMPD-1
(MAD)

AMPD-3

AO/XDH

APRT

BAIBPAT

BAKAT

CDP-CPT
DHP
DPD
FIHN
HPRT

LND
HRND, HRH

IMPDH
typ i

typ Il
ITPA

MTAP

MCF (AO/
XDH/SO)

PRPS

PNP

Bu-57KE

174

Enzym (numer EC)

deaminaza adenozynowa
(35.4.4)

liaza adenylo-bursztynianowa
4.322)

transformylaza AICAR
(2.2.2.3)/cyklohydrolaza

IMP (3.5.4.10)

deaminaza adenylanowa
(3.5.4.6)

oksydaza aldehydowa (1.2.3.1)
/ dehydrogenaza ksantynowa

fosforybozylo-transferaza
adeninowa

(2.4.2.7)

aminotransferaza
p-aminoizomastowo-
pirogronianowa

(2.6.1.40)

aminotransferaza p-alanino-
a-ketoglutarowa
(2.6.1.19)
CDP-fosfotransferaza
cholinowa

(2.7.7.15)
dihydropirymidynaza
(35.2.2)
dehydrogenaza
dihydropirymidynowa
(1312

fosforybozylo-transferaza
hipoksantyno-
guaninowa (2.4.2.8)

Dehydrogenaza
inozynomonofosforanowa
(1.1.1.205)

pirofosfohydrolaza
inozynotrifosforanowa
(3.6.1.19)

fosforylaza

metyltioadenozynowa
(24.2.28)

oksydaza aldehydowa/
dehydrogenaza ksantynowa/
oksydaza siarczynowa

syntetaza fosforybozylo-
pirofosforanowa
(276.0)

fosforylaza nukleozydéw
purynowych
(24.2.1)

gl-nuk’leotyélaza purynowa

Symbol genu
lokalizacja chromosomalna

ADA
(20q13.11)

ADSL
(22q13.1)

ATIC
(2935)

AMPD1
(Ip21-pl3)
AMPD3
(llpter-pl3)
AOXI
(2933)

APRT
(16q24.3)

brak danych

brak danych

PCYTL
Ce)

DPYS
(8922)

DPYD
(Ip22)

UMOD
(16pl2.3)

HPRT1
(Xq26-27.2)

IMPDH1
(7931.3-932)
IMPDH2
(3p21.2)

ITPA
(20p)

MTAP (MSAP)
9p21

MOCSI(6p21.3)
MOCS2 (5qll)
GEPH (14p24)

PRPS1
(Xq22-g24)
PRPS2 (Xp22)

NP
(14q13.1)

braf-< dangch

Defekt

deficyt deaminazy
adenozynowej (ADA)

nadaktywnosc deaminazy
adenozynowej (ADAS)

deficyt liazy adenylo-
bursztynianowej

deficyt transformylazy AICAR
+ cyklohydrolazy IMP

deficyt deaminazy AMP:
- miesnie: AMPD-1

- erytrocyty: AMPD-3

deficyt oksydazy
aldehydowej + XDH

deficyt fosforybozylo-
transferazy adeninowe;j

deficyt aminotransferazy
P-aminoizomastowo-
pirogronianowej

deficyt aminotransferazy
P-alanino-a-ketoglutarowej

deficyt CDP-fosfotransferazy
cholinowej

deficyt dihydropirymidynazy

deficyt dehydrogenazy
dihydropirymidynowej

rodzinna mtodzieAcza nefropatia

deficyt HPRT:
- catkowity
- czesciowy

nadaktywnos$c dehydrogenazy
inozynomonofosforanowej

typ-n

deficyt pirofosfohydrolazy
inozynotrifosforanowej

deficyt fosforylazy
metyltioadenozynowej

deficyt kofaktora
molibdenowego (ztozony
deficyt AO, XDH oraz SO)

nadaktywnosc syntetazy
fosforybozylo-pirofosforanowej
(PRPSs)

deficyt syntetazy fosforybozylo-
pirofosforanu

deficyt fosforylazy
nukleozydoéw purynowych

nadakt;iwnos’c 5 —nukleot}/dazy
purynowej

www.postepybiochemii.pl

OMIM

146920
102700

146920
102730

103050
608222

601731
608688

102770

102772

603592
602841

102600

123695

222748

274270

162000
191845

308000
300322
300323

146690
146691

147520

156540

252150
603707
603708
603930

300661
311850

311850

164050
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nym do ich rozpoznania (Tab. 5) [12]. Ostateczna diagno-

e za w przypadku wiekszos$ci defektow wymaga wykaza-
e —_ - nia deficytu specyficznego enzymu lub patogennej mu-
3< *g Eg tacji. Badania te dostepne sa z reguty jedynie w wysoko-
ok g >'§A e specjalistycznych os$rodkach. Z tego powodu, wiekszos$é
g'é E ggg § szpitali stosuje serie badan przesiewowych okreslanych
.= - > - f . R " : :

Eé . . < égg A J,al_<o »Skrining meta{bollczny [_12]. Rozpoznanie Wl(_gks_zo-
@E g . g.gé I@ $ci znanych defektow metabolizmu szlaku puryn i piry-

midyn moze zosta¢ ustalone na podstawie analizy mo-
czu [13]. Mocz jest materiatem z wyboru w celach badan
przesiewowych ze wzgledu na akumulowanie sie w nim
metabolitow P/P. Jedli mocz jest niedostepny, moga by¢
rowniez przydatne osocze lub ptyn mézgowo-rdzeniowy
[14]. We wstepnej diagnostyce pacjentéw zakwalifikowa-
nych do badan w kierunku zaburzehn metabolizmu P/P
wykorzystywane sg rézne metody badawcze, od stosun-
kowo prostych (badanie obecno$ci kwasu moczowego w
surowicy i w moczu) do wysokospecjalistycznych (wyso-
kosprawna chromatografia cieczowa, tandemowa spek-
trometria mas, chromatografia gazowa-spektrometria
mas, spektroskopia rezonansu magnetycznego) [15].

—zakazenia uktadu moczowego.

Metody chromatograficzne wykorzystywane w dia-
gnostyce IEM od ponad 60 lat, ewoluowaty od chroma-
tografii cienkowarstwowej, poprzez jonowymienng do
wysokosprawnej chromatografii cieczowej i gazowej [16].
Potaczenie chromatografii cieczowej ze spektrometrig
mas okazato sie przetomem poréwnywalnym z wprowa-
dzeniem testu Guthrie'go stwarzajac ogromne mozliwo-
$ci w diagnostyce wielu defektéw metabolicznych, w tym
takze wad metabolizmu P/P. Tandemowa spektrometria
mas (MS/MS) jest metodg analityczng wykorzystujgca
potaczenie dwdch spektrometréw masowych w celu roz-
dziatu i analizy mieszaniny zwigzkéw po ich uprzedniej
jonizacji, z reguty metodg elektrorozpylania (ESI, ang.
electrospray ionization). Zaletg tandemowej spektrometrii

(opéznienie psychiczne/ruchowe, ataksja, hipertonia/hipotonia)
toksyczno$¢ 6-azatiopryny i merkaptopuryny

posta¢ wczesna: wrodzona gluchota, cechy dysmorfii,

niedob6r odpornosci (limfocyty T), zaburzenia neurologiczne
op6znienie rozwoju psychoruchowego

ciezkie ztozone niedobory odpornosci (wystepuje

Posta¢ mtodziercza: dna/kamica moczanowa,
w deficycie ADA, PNP oraz HPRT)

bez ubytku neurologicznego
toksycznos$¢ 6-azatiopuryny i merkaptopuryny

kamica ksantynowa, ostra niewydolnos¢

nerek, ZUM, miopatia, artralgia
b we wskazanych komérkach. (d)GTP, (d)Guo, (d)ino — (deoksy)-trjfosforan

—S-bursztynylohomocysteina; LA —kwas moczowy; 4M

3 é mas jest, poza wysokg czutoscig i specyficznoscig, row-

% & X E 2 noczesne wykrywanie wielu zwigzkéw, co pozwala na
& & > detekcje znacznie szerszego spektrum wrodzonych wad
metabolizmu w poréwnaniu z mozliwo$Sciami metod

- % konwencjonalnych [17]. Dodatkowo, ograniczenie lub

% o zupetne wyeliminowanie etapu chromatografii, skraca

e § < S czas analizy, co pozwala na zwiekszenie szybkosci, a

:§ = gm iy 3 przez to liczby oznaczen [18]. Z tych powodéw HPLC/

z § g éé :§ i MS-MS jest obecnie metodg z wyboru dla badan prze-
5 % ; gg ég é{ sie_wovyych w kien_mku ’defgk.téw szlaku P{P [17]. Inng
5 s > GE).§ ¢ T obiecujagcg metodg jest rowniez spektroskopia rezonansu

magnetycznego (NMR, ang. nuclear magnetic resonance
spectroscopy). Duzg zaletg tej metody jest brak konieczno-
Sci obrobki probki, jednak ograniczeniem nadal pozostaja
koszty [19].

Niektore defekty metabolizmu P/P nie moga zostaé
wykryte na podstawie analizy ptynéw fizjologicznych.

Poziom metabolitbw diagnostycznych podwyzszony (|) Ib obnizony (') w ptynach ustrojowych

]

)

o

g

&

2

o

T £
é § S z . > m W przypadku defekFéw.specyficznych o!la (_)kreélonych
§ = s 2 3 £ s typoéw komdrek, takich jak AMDP-1 (miesnie), AMDP-
~2 £ 2 >§‘ % 3 9 2 (erytrocyty), ITPA (erytrocyty), MTAP (komoérki no-
g"- . o> BE g s §, wotworowe), UMPH-1 (erytrocyty) oraz nadaktywnos$¢
R%) = = , - - - A
£z ¢ §-§ %E 2% gzT T IMPDH (komoérki rakowe) i Pu-5'N (fibroblasty) (Tab. 2 i
E'% § S5 £ § = § °2 § 3), wystepowanie zmian nie jest uogo6lnione, a zatem ba-

38 = =X 385 25 B2 S daniu musza byé poddawane wybrane komérki [1].

ke =] =] —_C c

B X < s T B8 TS <

02 =z« zZin O 08 AL 3
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Tabela 4. Symptomatologia kliniczna w odniesieniu do r6znych stanéw i jednostek chorobowych, w ktérych moga wystepowac zaburzenia metabolizmu puryn i pirymi-

dyn (opracowano na podstawie [1-3]).

| Specjalno$¢ medyczna  Objawy
Gastroenterologia
Genetyka medyczna

nawracajgce wymioty, biegunka, zaburzenia wchianiania
cechy dysmorfii, matogtowie, wrodzone anomalie uktadu moczowo-ptciowego oraz odbytnicy

niedokrwisto$¢ (normocytarna, megaloblastyczna, hemolityczna, aplastyczna, zesp6t Diamond-Blackfan),

krystaluria, pomarariczowy osad moczu, hematuria, zakazenia uktadu moczowego, kamica nerkowa (kwas moczowy,

Hematologia A f
leukopenia, splenomegalia
Histologia rabdomioliza, zanik kosmkoéw jelitowych
Immunologia nawracajace infekcje, niedobory odpornosci, limfopenia (limfocyty T/B)
Nefrologia

Neonatologia

ksantyna, 2,8-dihydroksyadenina), niewydolno$¢ nerek

wrodzona gituchota, wrodzona $lepota, hipotonia, mikrosomia, krysztaty na pieluszkach lub czubku penisa,
drgawki noworodkowe

hipotonia/hipertonia, opéznienie rozwoju psychoruchowego, napady padaczkowe, matogtowie, cechy autyzmu,
ataksja, samookaleczanie, choreoatetoza, dystonia, polineuropatia, miopatia,

Neurologia
zanik miesni, kurcze miesniowe, nietolerancja wysitku
Okulistyka wrodzona $lepota, atrofia nerwu wzrokowego, zwichniecie soczewek, zez, oftalmoplegia
Onkologia nowotwory, zesp6t farmakogenetyczny
Ortopedia skrzywienia kregostupa (skolioza)
Radiologia podwyzszona echogenno$é nerek

Reumatologia

MRI: op6zniona mielinizacja mézgu, atrofia mézgu, atrofia mézdzku
zapalenia stawo6w, artralgia, dna moczanowa
hipo-/hiperurykemia, hipo-/hiperurykozuria, anemia (normocytarna, megaloblastyczna, hemolityczna, aplastyczna),

Biochemia

limfopenia, trombocytopenia, acyduria orotowa, sulfituria

Inne wypadanie wioséw, ostre stany zagrazajgce zyciu (ang. acute life-threatening events, ALTE)

METODY WERYFIKUJACE ROZPOZNANIE

Ostateczna diagnoza w przypadku defektéw szlaku P/P
wymaga wykazania deficytu specyficznego enzymu i/lub
patogennej mutacji. W celu analizy enzymatycznej wyko-
rzystywane sg erytrocyty, limfoblasty lub fibroblasty [14].
Procedura ta jest szczeg6lnie wazna w sytuacji, gdy dostep
do potrzebnego materiatu jest utrudniony lub gdy zmiany
w stezeniu metabolitdw sg nieznaczne. Typowym przykta-
dem jest deficyt deaminazy AMP (AMPD), ktéry mozna
wykry¢ tylko na podstawie badania materiatu z biopsji mie-
$nia lub przez badanie DNA wyizolowanego z krwi.

Jesli u podtoza choroby znajduje sie homozygotycznos$é
mutacji, wéwczas wykazanie dwdéch kopii zmutowanego
allelu pozwala na postawienie rozpoznania. Jednakze w
takich przypadkach problem stanowi czesto ré6znorodnos¢
alleliczna. Poza kilkoma wyjatkami, w przypadku wro-
dzonych wad metabolizmu, dla ktérych zostat zidentifiko-
wany gen oraz patogenne mutacje, nie jedna, lecz bardzo
wiele mutacji odpowiada za chorobe. W praktyce oznacza
to konieczno$¢ sekwencjonowania catego genu. Wykrycie
okreslonej mutacji pozwala na potwierdzenie diagnozy,
aczkolwiek nie znalezienie mutacji nie wyklucza deficytu
biatka [14]. Pacjent moze by¢ nosicielem nie zidentyfikowa-
nych dotad zmutowanych alleli, lub mogg one wystepowac
na tyle rzadko, iz ze wzgleddw finansowych nie zostaty
umieszczone w rutynowo wykonywanym tescie. W takich
przypadkach, scharakteryzowanie biatkowego produktu
genu poprzez oznaczenie jego aktywnos$ci enzymatycznej
ma szczegOlnie duze znaczenie [12].

LECZENIE

Celem leczenia choréb uwarunkowanych genetycznie,
do ktorych nalezg defekty P/P, jest kompensacja zmian fe-
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notypowych. Sposoby leczenia wrodzonych wad metabo-
lizmu obejmujg kontrole gromadzenia sie substratu, zasta-
pienie produktu reakcji, zastgpienie produktu genu (ij. en-
zymu, kofaktora) oraz terapie genowg [12]. Poniewaz tera-
pia genowa, czyli leczenie sensu stricto przyczynowe, nie jest
obecnie dostepna, stosowane metody zapobiegajg skutkom
defektu genetycznego przez tagodzenie lub eliminowanie
objawoOw klinicznych. Jest to rodzaj strategii eufemicznej, w
ktérej dazac do ,,wyréwnania" fenotypu modyfikuje sie go
nie ingerujagc w genotyp [12]. Najblizsze leczeniu przyczy-
nowemu sg metody dostarczajgce enzym, do ktérych nalezy
przeszczep szpiku oraz enzymatyczne leczenie substytucyj-
ne. Przeszczep szpiku (BMT, ang. bone marrow transplanta-
tion) pozwala na wprowadzenie prawidtowych limfocytéow
B i T majagcych wystarczajacg aktywnos$¢ brakujacego en-
zymu aby zapobiec nadmiernemu nagromadzaniu sie nu-
kleozydoéw i nukleotydéw. Jest on stosowany w przypad-
ku pacjentéow z ciezkim ztozonym niedoborem odpornosci
(SCID, ang. severe combined immunodeficiency) w przebiegu
deficytu deaminazy adenozynowej (ADA) oraz deficytu
fosforylazy nukleozydéw purynowych (PNP). Metoda to
prowadzi takze do przywrdcenia aktywnosci hydrolazy
S-bursztynylohomocysteiny (SAHH), ktéra jest wtérnie za-
hamowana przez nagromadzajgce sie metabolity. W przy-
padku deficytu ADA zastepcza terapia enzymatyczna jest
rowniez mozliwa z zastosowaniem PEG-ADA (deaminaza
adenozynowa wotu potgczona z glikolem polietylenowym)
podawanej domie$niowo. Préby terapii genowej u pacjen-
tow z deficytem ADA skonczyty sie niepowodzeniem, jed-
nakze oczekuje sie, ze odpowiednia terapia genowa bedzie
dostepna w przypadku obydwu defektdow w niedalekiej
przysztos$ci [1].

Inne sposoby leczenia majg na celu wigzanie lub rozcien-
czanie szkodliwych metabolitow poprzez wiasciwy dobér
diety, kontrole endogennego wytwarzania oraz przyspiesze-
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Tabela 5. Wykaz metod przesiewowych stosowanych w diagnostyce zaburzeh metabolizmu puryn i pirymidyn (opracowano na podstawie [1-3]).

Nazwa metody Materiat

Rutynowa analiza kwasu moczowego

S mocz, surowica
—metoda ilosciowa

2-Dim-TLC —metoda jakosciowa mocz

HPLC z DAD UV (profil zasad P/P i
nukleozydéw) —met. ilosciowa

Chromatografia kationowymienna dla

mocz, surowica

aminokwasow z jednokanatowym detektorem UV mocz
Analiza aminokwaséw przed i po

o . mocz
kwasnej hydrolizie moczu
GC-MS (profil kwaséw organicznych)

S mocz

—met. jakoSciowa
HPLC-(FAB/ ESI)-MS mocz
H-NMR spektroskopia mocz
HPLC nukleotydéw w erytrocytach erytrocyty
HPLC MS/MSJ/ESI (profil zasad PP i mocz
nukleozydéw) —met. jakosSciowa
Czesciowo-niedokrwienny miesniowy
test wysitkowy z oznaczeniem NH3 krew

oraz mleczanéw we krwi

nie wydalania [12]. Pacjenci z deficytem XDH, APRT, FJHN,
HPRT oraz pacjenci z nadaktywnos$cig PRPS powinni by¢
leczeni allopurynolem w celu zahamowania powstawania
stabo rozpuszczalnych substancji (ksantyna, 2,8-dihydroksy-
adenina oraz kwas moczowy) akumulujgcych sie w przypad-
ku tych choréb [8]. Dodatkowe sposoby takie jak duze spozy-
cie ptynow, alkalizacja moczu poprzez podawanie weglanow
lub cytryniandéw (nieskuteczne w przypadku deficytu APRT)
oraz dieta niskopurynowa moga by¢ niezbedne w celu zapo-
biegania powstawania ztogéw krysztatow.

Pacjenci z deficytem AMDA-I powinni unika¢ intensyw-
nego wysitku fizycznego aby zapobiec atakom rabdomio-
lizy i mioglobinurii. W przypadku niektérych pacjentéw
leczenie z zastosowaniem rybozy poprawia tolerancje wy-
sitku fizycznego [1,8]. Pacjenci z deficytem TPMT, Pu-5'N,

Wykrywane defekty
nadaktywnos$¢ syntetazy PRPP (PRPPs), rodzinna mtodzieficza nefropatia
(FIJHN), deficyty: fosforybozylotransferazy hipoksantynoguaninowej
(HPRT, KSS), fosforylazy nukleozydéw purynowych (PNP),
oksydoreduktazy ksantynowej (XDH, AO/XDH, AO/XDH/SO)
wszystkie defekty ze zmienionym stezeniem metabolitéw,

w tym deficyt liazy adenylobursztynianowej (ADSL) oraz
transformylazy AICAR i cyklohydrolazy IMP (ATIC)

wszystkie defekty ze zmienionym stezeniem

metabolitéw absorbujacych UV

deficyt oksydoreduktazy ksantynowej (XDH, AO/XDH, AO/XDH/SO)

deficyt liazy adenylobursztynianowej (ADSL), defekty
szlaku pirymidyn (DHP, UP, BAKAT, BAIBPAT)

defekty szlaku pirymidyn (DPD, DHP, UMPS)

defekty szlaku pirymidyn (DPD, DHP)

deficyty: liazy adenylobursztynianowej (ADSL),
fosforybozylotransferazy hipoksantynoguaninowej (HPRT),
fosforylazy nukleozydéw purynowych (PNP), oksydoreduktazy
ksantynowej (XDH), defekty szlaku pirymidyn (DHP, DPD)
deficyty: deaminazy adenozyny (ADA), fosforybozylotransferazy
hipoksantynoguaninowej (HPRT), ITPazy (ITPA), fosforylazy
nukleozydéw purynowych (PNP), hydrolazy UMP (Py-

5'N), nadaktywno$¢ dehydrogenazy IMP (IMPDHs-11)
wszystkie defekty ze zmienionym stezeniem

metabolitdw diagnostycznych

deficyt deaminazy AMP (AMPD-1)

MCF, AO/XDH, UMPS, DPD, DHP lub UP oraz ich krew-
ni powinni zosta¢ poinformowani o farmakogenetycznych
konsekwencjach tych defektdw. Powinni unika¢ lekéw be-
dacych substratami lub prekursorami substratéw dla defek-
tywnych enzymoéw lub otrzyma¢ dawke odpowiednig do
istniejgcej aktywnosci enzymu [32-34], Pacjenci z deficytem
UMPS moga by¢ leczeni urydyna, ktorg jest przeksztatcana
do UMP z udziatem kinazy urydyny. Suplementacja urydy-
ng daje efekty w postaci remisji hematologicznej oraz przy-
spieszenia wzrostu, ale nie zapobiega opdznieniu rozwoju
zarowno fizycznego jak i psychicznego [8], Terapia w przy-
padku innych defektow wymienionych w tabelach 2 i 3 nie

zostata dotad opracowana.

DZIEDZICZENIE | ZAPOBIEGANIE

Tabela 6. Pordwnanie czestosci wystepowania deficytu aktywnosci fosforybozylotransferazy hipoksantynoguanino-

wej (HPRT) oraz liazy adenylobursztynianowej (ADSL) w Polsce i na $wiecie.
Defekt metabolizmu P/P Deficyt aktywnosci HPRT

Czesto$¢ wystepowania na 1:100000-1:380000 [36]
Swiecie/pochodzenie etniczne rézne grupy etniczne

3501

Liczba pacjentéw na $wiecie (np. Wiochy -28)

Czesto$¢ wystepowania w Polsce2 1:860 000
Liczba pacjentéw w Polsce 18

Liczba rozpoznan w Polsce rocznie

. - 0,6/1,36-5,13
rzeczywista/przewidywana

Deficyt aktywnos$ci ADSL
brak danych [53]

rézne grupy etniczne

501

(np. Belgia — 14, Czechy
—20, Holandia —7)
1:418000

7

0,875/brak danych

Ina podstawie [4,53], ADSLdb (http://www.icp.ucl.ac.be/adsldb/mutations.html);Zzestos¢ wystepowania obliczo-
na w oparciu o liczbe zidentyfikowanych przypadkéw w stosunku do liczby urodzen.

Postepy Biochemii 57 (2) 2011

W wiekszosci defektéw szlaku
puryn i pirymidyn dziedziczenie
jest autosomalne recesywne [8].
Wyjatkami sg nadaktywnos$¢ PRPS
oraz deficyt HPRT, w ktorych dzie-
dziczenie jest recesywne sprzezone
z chromosomem X Deficyt ADA
jest sprzezony z chromosomem X
u 1/3 i autosomalny recesywny u
2/3 pacjentéw, natomiast w FJHN
dziedziczenie jest autosomalne do-
minujace. Analiza mutacji zostata
opisana dla prawie wszystkich de-
fektow, jednakze duza liczba réz-
nych mutacji oraz pojawianie sie
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wielu nowych nie pozwala na wykrywanie nosicielstwa ze
100% pewnoscig. Z tych powoddw réwniez diagnoza opar-
ta o analize molekularng jest trudna. Diagnostyka prena-
talna polegajaca na wykrywaniu metabolitdw lub badania
enzymatyczne z wykorzystaniem kosmdowki (w pierwszym
trymestrze cigzy), ptynu owodniowego, komérek piynu
owodniowego lub krwi ptodu uzyskanej drogg kordocen-
tezy (w drugim trymestrze) jest dostepna dla wigkszosci
defektow [8,13].

WRODZONE WADY METABOLIZMU PURYN

Problemy kliniczne zwigzane z metabolizmem nukleoty-
dow u ludzi sg w wiekszosci spowodowane zaburzeniami
katabolizmu puryn [8]. Kliniczne konsekwencje moga roz-
ni¢ sie od tagodnych do ciezkich, ze zgonem wigcznie. Ma-
nifestacja kliniczna nieprawidtowego katabolizmu puryn
wynika z nierozpuszczalnos$ci produktu korncowego jakim
jest kwas moczowy. Nadmiar kwasu moczowego prowadzi
do hiperurykemii i dny moczanowej. Wiekszos¢ przypad-
kéw dny moczanowej jest wynikiem nadmiaru puryn lub
czesSciowego deficytu aktywnosci fosforybozylotransferazy
hipoksantynoguaninowej (HPRT).

WRODZONE WADY METABOLIZMU PIRYMIDYN

Nieprawidtowy metabolizm pirymidyn moze mie¢ kon-
sekwencje hematologiczne, neurologiczne lub mitochon-
drialne, jak réwniez moze prowadzi¢ do ciezkiej toksycz-
nosci w przypadku terapii analogami pirymidyn [20-23].
Co wiecej, wykazano, ze regulacja metabolizmu pirymidyn
ulega zaburzeniu w przebiegu procesow nowotworowych
[11]. Do tej pory opisano kilka defektéw na szlaku pirymi-
dyn, ostatni stosunkowo niedawno (Tab. 3) [11]. Zaden z
opisanych deficytow nie dotyczy szlaku rezerwowego ury-
dyny, co prawdopodobnie oznacza, iz defekty te bardzo
wczesnie prowadzg do zgonu [11]. Trzy enzymy uczestni-
czace w katabolizmie pirymidyn (dehydrogenaza dihydro-
pirymidynowa, dihydropirymidynaza oraz urediopropio-
naza) sg odpowiedzialne nie tylko za degradacje naturalnie
wystepujacych zasad uracylu i tyminy, ale réwniez szero-
ko stosowanych lekéw chemioterapeutycznych, takich jak
5-fluorouracyl [22], Z tego powodu u pacjentéw z deficytem
tych enzyméw istniej ryzyko rozwoju ciezkiej toksycznosci
w przebiegu terapii 5-fluorouracylem [22,23].

WYKRYWALNOSC WAD METABOLIZMU P/P
W POPULACJI POLSKIEJW POROWNANIU
Z INNYMI KRAJAMI EUROPY

DEFICYT AKTYWNOSCI FOSFORYBOZYLOTRANSFERAZY
HIPOKSANTYNOGUANINOWEJ

Czestos¢ wystepowania deficytu fosforybozylotrans-
ferazy hipoksantynoguaninowej na $wiecie szacuje sie na
1:100000 do 1:380000 urodzen [24]. Typowo dla chordb
sprzezonych z chromosomem X, czesto$¢ wystepowania
jest podobna we wszystkich krajach, zalezna jedynie od
modelu (dzietno$ci) rodziny. W Polsce w latach 1977-2007
czesto$¢ wystepowania obliczona w oparciu o liczbe ziden-
tyfikowanych przypadkéw w stosunku do liczby urodzen
zostata oceniona na 1:860000 (Tab. 6) [25]. Taka warto$¢ jest
znacznie nizsza w poréwnaniu z podawanym w literaturze,
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a jego przeniesienie na populacje polska oznaczatoby 1-5
nowych rozpoznan rocznie w pordwnaniu z uzyskanym
0,6. Oznacza to, ze prawdopodobnie co najmniej potowa
pacjentow nie ma ustalonego rozpoznania. Podstawowym
badaniem, ktdrego wynik nasuwa podejrzenie deficytu ak-
tywnosci HPRT jest oznaczanie stezenia kwasu moczowe-
go w surowicy oraz moczu [8], Badanie to, zwtaszcza przy
braku bardziej wyrafinowanych metod diagnostycznych,
powinno by¢ stosowane jako standard wstepnego rézni-
cowania zespotu LN u niemowlat ptci meskiej z objawami
mozgowego porazenia dzieciecego, hipotonii, kamicy ner-
kowej oraz nefropatii [26],

DEFICYT AKTYWNOSCI LIAZY
ADENYLOBURSZTYNIANOWEJ

Poniewaz badania przesiewowe wykonywane w kierun-
ku deficytu aktywnos$ci ADSL wykonywane sa tylko przez
ograniczong liczbe specjalistycznych osrodkéw pediatrii
metabolicznej, wiarygodna ocena czestosci wystepowa-
nia tego deficytu na $wiecie nie jest do tej pory mozliwa
(Tab. 6) [27]. Wiekszo$¢ pacjentow zidentyfikowano w Bel-
gii i Holandii, gdzie deficyt zostat wykryty po raz pierw-
szy i rutynowo prowadzi sie badania laboratoryjne w tym
kierunku [27,28]. W Polsce, badania przesiewowe metoda
TLC zostaty wprowadzone w 1984 roku, ale po bezskutecz-
nych poszukiwaniach przez kilka lat, zostaty zaniechane. W
1999 roku po przypadkowym wykryciu pierwszej pacjentki
w oparciu o obraz kliniczny, test zostal ponownie wpro-
wadzony w ramach badan przesiewowych selektywnych
w kierunku wrodzonych wad metabolizmu. Pierwsze lata
badan nie przyniosty zadowalajgcych wynikéw, poniewaz
uwazano, ze najbardziej typowym objawem deficytu ADSL
sq zmiany o cechach autyzmu [28]. Dopiero poszukiwanie
deficytu tego enzymu wéréd noworodkdw i niemowlat z le-
koopornymi drgawkami (okoto 3000 probek od 1999 roku)
pozwolito na wykrycie pieciu nowych przypadkéw tego
niedoboru [29,30], Czestos¢ wystepowania deficytu aktyw-
nosci liazy adenylobursztynianowej w populacji polskiej w
latach 1999-2007 obliczona w oparciu o liczbe zidentyfiko-
wanych przypadkéw w stosunku do liczby urodzen zostata
oceniona na 1 na 418 000 urodzen, co oznacza $rednio 0,875
nowych rozpoznan rocznie (Tab. 6).

ROZWAZANIA KONCOWE

Kiedy przed stu laty Archibald Garrod (1905) wprowa-
dzit pojecie ,,wrodzonych fenomenéw metabolizmu" (ang.
inbornfreaks ofmetabolism) uznano jego poglad za oryginalny
jednak dotyczacy problemu zupeinie marginalnego. Mata
czestos¢ wystepowania bieddw metabolizmu przylgneta
tak do tej grupy choréb, ze nawet obecnie w oficjalnym na-
zewnictwie funkcjonuje to okre$lenie [31]. Postep znacznie
ograniczalty mato czute metody detekcji oraz brak wsrdd
lekarzy wiedzy o mozliwosci istnienia tych defektow [31].
Wprowadzenie metod chromatograficznych, spektrometrii
mas, badahn enzymatycznych i wspéiczesnie genetyki mo-
lekularnej znacznie zwiekszyto ich wykrywalno$¢ zaréwno
wsérod objawowych jak i bezobjawowych pacjentow [31].
Mimo znacznego postepu w ciggu minionych Kilkunastu
lat, nadal na wiele pytan nie potrafimy da¢ odpowiedzi.
Do tej pory niewyjasnione pozostajg patofizjologiczne me-
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chanizmy lezace u podtoza samookaleczania w zespole Le-
scha-Nyhana, upo$ledzenia umystowego w deficycie ADSL
czy defektow na szlaku katabolizmu pirymidyn [32], W
przypadku wrodzonych wad metabolizmu P/P nadal nie
potrafimy powigza¢ defektu enzymatycznego oraz zaburze-
nia rownowagi substrat/produkt z manifestacja kliniczng
(poza kamicg), a zwtaszcza z objawami neurologicznymi. W
niektorych innych chorobach metabolicznych pewne zwigz-
ki miedzy biochemig a patofizjologig zostaty znacznie lepiej
poznane [8].

Do dzisiaj zidentyfikowano ponad 800 pacjentéow z de-

fektami szlaku P/P ws$rod mieszkancéw 18 krajow Euro-
py [1], Sposrdd tych pacjentdw 70% rozpoznano w trzech
krajach, gdzie dostepne jest odpowiednie zaplecze labora-
toryjne oraz istnieje wieksza Swiadomos$¢ dotyczgca chorob
metabolicznych [1]. Czesto$¢ wystepowania w przeliczeniu
na milion mieszkarncow rozni sie znaczaco, od 6,7 w Wiel-
kiej Brytanii, 4,4 w Holandii i 4,0 w Czechach, do 1,0 i mniej
w 12 z 18 krajow uwzglednionych w europejskiej bazie da-
nych [1], Analiza czestosci wystepowania w oparciu o liczbe
wykrytych przypadkéw wybranych zaburzen szlaku P/P
(deficyt HPRT, XDH, DPD) w stosunku do zdrowej popula-
cji jak réwniez znaczne op6znienie w ustaleniu wasciwego
rozpoznania, wskazuja na niedostateczny stopien rozpo-
znawalnosci tych chor6b w naszym kraju [25,29,30,33,34].
Konieczna jest poprawa edukacji og6tu lekarzy na temat
wrodzonych wad metabolizmu szlaku P/P, a takze upo-
wszechnienie wczesno objawowych badan przesiewowych
w kierunku tych defektéw.
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ABSTRACT

Inborn errors of purine and pyrimidine metabolism (P/P) manifest themselves by a variety of clinical picture. They may be recognized at
any age and may affect any system —immunological, hematological, neurological, musculoskeletal, and because of the relative insolubility
of purine bases, renal as well. At present, a total of 30 defects have been described. Fifteen of them can have serious clinical consequences.
Analysis of prevalence estimated by comparing the number of detected P/P patients in Poland and the number of newborns as well as delay
of diagnosis, point at insufficient degree of detectability of these defects in our country. It is necessary to improve the education among phy-
sicians as well as to popularize screening methods for these defects.
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Peroksysomy —funkcje i zaburzenia metaboliczne

STRESZCZENIE

Peroksysomy, unikalne organelle, ktérych funkcje réznig sie zaleznie od typu komérki
i stopnia rozwoju organizmu, odgrywajg bardzo wazng role w metabolizmie komdrko-
wym. Najwazniejsze procesy biochemiczne przebiegajgce w peroksysomach to B-oksydacja
kwaséw tluszczowych, detoksykacja i ochrona przed stresem oksydacyjnym. Ponadto zi-
dentyfikowano mutacje w genach kodujacych biatka peroksysomalne, ktére sg przyczyna
zaburzen funkcji peroksysomoéw i stanowig podtoze powaznych choréb metabolicznych. W
niniejszym artykule przegladowym zaprezentowano najwazniejsze aspekty dotyczace bio-
genezy peroksysomoéw, funkcji oraz skutkéw zaburzen tych funkcji dla metabolizmu czto-
wieka.

WPROWADZENIE

W latach 60. XX wieku Christian de Duve, w nowoodkrytych ,,mikrociatach"
komérkowych zidentyfikowat peroksydaze i katalaze, enzymy uczestniczace w
wytwarzaniu iusuwaniu H2 2 Badacz nazwat te ,,mikrociata” peroksysomami.
Belgijski uczony za prace nad charakterystyka tych organelli otrzymat w 1974
roku Nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny.

Poczatkowo peroksysomy postrzegano jako prekursory mitochondriéw lub
lizosoméw. Badania prowadzone w ostatnich dwudziestu latach nad mechani-
zmem tworzenia i funkcjonowania tych organelli odkrywajg ich szczegdlne zna-
czenie w morfogenezie i rozwoju organizmu, szczeg6lnie na poziomie metabo-
lizmu komoérki. Defekty w procesie powstawania peroksysoméw powodujg po-
stepujace, czesto $miertelne choroby wrodzone. Znaczenie peroksysoméw dla
prawidtowego funkcjonowania i rozwoju organizmu podkresla zesp64 objawow
klinicznych towarzyszacych chorobom z genetycznie uwarunkowanymi defek-
tami zaburzajacymi dziatanie peroksysomalnych szlakoéw biochemicznych.

PEROKSYSOMY

Z klasycznych elementow komérki, peroksysomy zostaty odkryte najpdzniej.
Mate, o $rednicy 0,1-1,0 mikrometra, otoczone pojedyncza btong organelle, po
raz pierwszy zostaly opisane w 1954 roku [1] . Poznawanie ich wiasciwosci na-
stepowato stopniowo; dopiero w dwéch ostatnich dekadach ukazato sie wiele
prac odkrywajgcych ich unikalny charakter. Peroksysomy, podobnie jak inne
organelle komorkowe ssakéw, poza jagdrem i mitochondriami, nie zawieraja
DNA. Te wszechobecne struktury, wystepujace we wszystkich komorkach Eu-
karyota z wyjatkiem dojrzatych erytrocytow, sg miejscem w ktdrym zachodzg
liczne procesy biochemiczne. Ich rola fizjologiczna zmienia sie zaleznie od typu
komaorki, tkanki, gatunku, stopnia rozwoju, a nawet stanu metabolicznego or-
ganizmu. Biochemiczna zmienno$¢ jest mozliwa dzieki dynamicznym wiasci-
wosciom btony peroksysomdéw, dopasowujacych sie do stanu metabolicznego i
fizjologicznego komarki oraz warunkow srodowiska [2],

Liczba peroksysomow w komorce jest wypadkowa kilku ré6znych procesow,
tj. proliferacji peroksysomow, biogenezy de novo, dziedziczenia oraz degradacji
przez peksofagi. Najliczniej peroksysomy wystepuja w komérkach watroby i
nerek. W mechanizmie regulujgcym ich podziat i liczbe uczestniczg biatka po-
dobne do dynaminy (DLP-1) i Pexll oraz r6zne zwigzki chemiczne tzw. proli-
feratory peroksysomoéw [3]. Oprocz zwigzkéw endogennych (m.in. pochodnych
kwaséw ttuszczowych) do tej grupy nalezg niektore leki hipolipidemiczne. Wy-
wotuja one proliferacje peroksysomdéw w komorce przez aktywacje receptoréow
jadrowych aktywowanych przez proliferatory peroksysomow (PPARa), a takze
stymulacje B-oksydacji. Proliferacja peroksysoméw moze by¢ rowniez spowo-
dowana wzrostem ekspresji genu kodujacego DLP-1, niezalezne od PPARa.
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Stowa kluczowe: peroksysomy, choroby za-
burzenia biogenezy peroksysomu, deficyt
pojedynczego enzymu/biatka transportowe-
go, zesp6t Zellwegera, adrenoleukodystrofia,
VLCFA

Wykaz skrétéw: DPL-1 (ang. dynamin related
protein) —biatko podobne do dynaminy; PMP
(ang. peroxisomal membrane protein) — biatko
btonowe peroksysoméw; PPAR (ang. peroxiso-
me proliferator activated receptors) — receptory
aktywowane przez proliferatory peroksyso-
moéw; PTS (ang. peroxisome targeting signal) —
odcinki sygnatowe biatek peroksysomalnych;
VLCFA (ang. very long chainfatty acids) —bar-
dzo dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe; DBP
(ang. D-bifunctional protein) —biatko dwufunk-
cyjne; DHA (ang. docosahexaenoic acid) —kwas
dokozaheksaenowy; RFT (ang. reactive oxygene
species) — reaktywne formy tlenu; PBD (ang.
peroxisomal biogenesis disorders) — choroby za-
burzenia biogenezy peroksysoméw; ZS (ang.
Zellweger Syndrome) — zespot Zellwegera;
X-ALD (ang. X-linked adrenoleukodystrophy)
—adrenoleukodystrofia sprzezona z chromo-
somem X; GC-MS — chromatografia gazowa
sprzezona ze spektrometrig mas
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Znamienne jest, ze proces ten dotyczy gtownie zwierzat la-
boratoryjnych [4,5].

Od lat 80. XX wieku funkcjonowat, opracowany przez La-
zarowa i Fujiki, model formowania nowych peroksysomaéw
(ich ,wzrostu i podziatu™) z istniejgcych w cytoplazmie
preperoksysomdéw (pochodzenia endosymbiotycznego),
po zaopatrzeniu ich w peroksysomalne biatka matrycowe
i btonowe [6]. Wczedniejsza hipoteza zaktadata, uczestnic-
two siateczki srodplazmatycznej (ER) w powstawaniu bto-
ny preperoksysomu [7]. Wyniki badar przeprowadzonych
w ostatnich latach, m. in. na komérkach dendrytow myszy
i drozdzakach, potwierdzajg ten wtasnie model. Mechani-
zmy tworzenia peroksysomow nalezg do najbardziej dys-
kutowanych obecnie zagadnien naukowych [8-10].

Biogeneza peroksysomdw zwigzana jest z biatkami zwa-
nymi peroksynami (ang. peroxines), sprzezonymi z funkcjg
gendéw nalezacych do grupy PEX. Dotychczas u cztowieka
zidentyfikowano 16 genow PEX, natomiast u nizej stojacych
na drabinie ewolucyjnej organizmach, np. w grzybach, 32
geny PEX. Produkty tych genéw sg niezbedne do powsta-
nia i budowy peroksysoméw. Proces formowania perok-
sysoméw przebiega tréjstopniowo. W pierwszym etapie
powstaje btona peroksysomalna, w dalszej kolejnosci naste-
puje synteza i transport biatek btony peroksysomalnej oraz
synteza i import biatek matrycowych; ostatecznie zachodzi
proliferacja peroksysoméw [11], Biatka PEX3, PEX16, PEX19
sg niezbedne dla procesu formowania btony peroksyso-
malnej oraz lokalizacji biatek btonowych (PMP). Zaréwno
biatka btonowe, jak i enzymy peroksysomalne, sg syntety-
zowane na wolnych rybosomach w cytoplazmie. Biatka ma-
trycowe posiadajg specjalne odcinki sygnatowe (PTS) z do-
menami konicowymi C (PTS1) i N (PTS2), kierujace te biatka
do wnetrza peroksysomu za pomocg kragzagcych w cytopla-
zmie receptorow. Geny kodujgce receptory dla tych biatek
to odpowiednio PEX5 i PEX7. PEX5 wystepuje w dwdch
izoformach SiL; forma L moze tworzy¢ kompleks z PEX7.
Natomiast geny PEX13 i PEX14 oraz kompleks domeny
RING: PEX2, PEX10, PEX12 kontrolujg biatka dokowania

Rycina 1. Schematyczny model importu peroksysomalnych biatek btonowych i biatek macierzy. Ob-

jasnienia w tekscie.
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i translacji btony peroksysomalnej. Dwie ATPazy, PEX1 i
PEX®6, oraz biatko btonowe PEX 26 posredniczg w recyklin-
gu no$nikéw PEXS5 i PEX7 do cytoplazmy, po przekazaniu
biatek matrycowych (Ryc. 1).

Biatka matrycowe, w przewazajacej wiekszosci (powyzej
90%) charakteryzuje obecno$¢ domeny PTS1. Mechanizm
procesu powstawania i dziatania peroksysomoéw wydaje sie
obejmowaé réwniez kontrole jakosci i akceptacje jako sub-
stratow, odpowiednio rozmieszczonych biatek [12-14].

FUNKCJE METABOLICZNE PEROKSYSOMOW

W peroksysomach przebiega ponad 50 proceséw bioche-
micznych, zardwno katabolicznych, jak i anabolicznych [15].
Peroksysomy sg miejscem biosyntezy cholesterolu, kwasow
z6fciowych, dolicholu, fosfolipidow (plasmalogendw), a- i
(3-oksydacji nienasyconych i nasyconych kwaséw ttusz-
czowych, szczegdlnie kwasdéw o bardzo diugim tancuchu
weglowym (VLCFA, ang. very long chain fatty acids), 2-hy-
droksy- i 2-metylo-podstawionych kwaséw, prostaglandyn,
leukotrienéw, katabolizmu D-aminokwaséw, poliamin, me-
tabolizmu transaminaz i puryn. Ponadto uczestniczg one
réwniez w detoksykacji ksenobiotykdéw oraz reaktywnych
form tlenu [16-19],

PROCES [3-OKSYDACJI NASYCONYCH VLCFA

Peroksysomalny proces (3-oksydacji nasyconych VLCFA
dotyczy kwas6éw o taricuchach weglowych C24:0 (kwas te-
trakozanowy, lignocerynowy), C26:0 (kwas heksakozano-
wy, cerotowy) i dtuzszych. Wstepny etap utleniania pole-
ga na wprowadzeniu czasteczki VLCFA jako acyloCoA do
peroksysomoéw za pomocg btonowego biatka transportuja-
cego ALDP, nalezacego do nadrodziny biatkowych trans-
porterow btonowych ABC (ang. protein ABC transporter
superfamily), zawierajgcych kasete wigzaca ATP. Biatko to
kodowane jest przez gen ABCD1. Uaktywniona czastecz-
ka VLCFA uczestniczy w 4 kolejnych reakcjach wtasciwe-
go procesu utleniania. Sg to dehydrogenacja, katalizowana

przezoksydazeacetylo-CoA,hydratacja i po-
nowna dehydrogenacja katalizowane przez
enzym dwufunkcyjny (ang. D-bifunctional pro-
tein, DBF) oraz rozpad tiolityczny z udziatem
tiolazy. Peroksysomalny cykl (3-oksydacji po-
woduje cykliczne skracanie tafncucha weglo-
wego o0 2 atomy wegla, przez odszczepienie
czasteczki acetylo-CoA [20,21].

System peroksysomalnej p-oksydacji nie
jest zdolny do catkowitej degradacji czastecz-
ki kwasu tluszczowego. Enzymy peroksy-
somow charakteryzujg sie bardzo wysoka
aktywnos$cig w stosunku do kwasoéw o dtu-
gim tanicuchu weglowym, ktéra zanika w
stosunku do o$mioweglowych i krdtszych
kwaséw ttuszczowych. Produkt p-oksydacji
jest eksportowany do cytoplazmy. Catkowite-
mu utlenieniu do CO, i HD, ulega po przej-
$ciu do mitochondrium. Zaburzenie procesu
P-oksydacji YLCFA na kazdym etapie prowa-
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dzi do ich kumulacji w komorkach i ptynach ustrojowych
[22-23],

a-OKSYDACJA KWASOW TLUSZCZOWYCH

Degradacja rozgatezionych kwasow ttuszczowych z gru-
pa metylowa w pozycji C3 przebiega w procesie a-oksydacji
przy wspdtdziataniu trzech enzymdw: hydroksylazy fitany-
lo-CoA, liazy 2-hydroksyfitanylo-CoA oraz dehydrogena-
zy pristanalowej. Dalsze utlenianie powstajagcego zwigzku
(2-metylo pochodnej kwasu ttuszczowego) nastepuje juz w
procesie [3-oksydacji [24].

SYNTEZA PLAZMALOGENOW

Plazmalogeny, to zwigzki lipidowe z podstawiong grupg
eterowg w pozycji Cl glicerolu. Acylotransferaza dihydrok-
syacetonofosforanowa i syntaza alkilodihydroksyacetono-
fosforanowa uczestniczace w ich syntezie byty izolowane
w peroksysomach i ER. Plazmalogeny stanowiag gtdwny
sktadnik fosfolipidéw mieliny. Zaburzenie procesu biosyn-
tezy tych zwigzkéw powoduje zmiany w mielinizacji koma-
rek nerwowych [25].

SYNTEZA CHOLESTEROLU

Peroksysomy obok mitochondriow i ER uczestniczg w
syntezie cholesterolu. Przeksztatcenie HMG-CoA (3-hy-
droksy, 3-metylo glutarylo-CoA) do mewalonianu katali-
zowane przez reduktaze HMG-CoA przebiega w ER i pe-
roksysomach. Nastepny etap procesu, przeksztatcenie do
difosforanu farnezylu przebiega gtdwnie w peroksysomach
[26,27],

SYNTEZA NIENASYCONYCH KWASOW TLUSZCZOWYCH

Peroksysomy uczestniczg w syntezie kwasu dokozahek-
saenowego (DHA). Substratem w tej reakcji jest kwas linole-
nowy (C18:3n-3). W procesie nastepujacych po sobie reakcji
wydtuzania tancucha i desaturacji powstaje kwas C24:5n-3,
desaturowany w mikrosomach do C24:6n-3 i ostatecznie
przeksztatcany w procesie peroksysomalnej p-oksydacji do
kwasu dokozaheksaenowego (C22:6n-3) [28]

METABOLIZM KWASOW ZOLCIOWYCH

Kwasy 3a,7a,12a-trihydroksy-5[3-cholowy (THCA)
i 3a, 7a,-dihydroksy-5p-cholowy (DHCA), prekursory
kwasdw zditciowych cholowego i chenodeoksycholowe-
go sg transportowane do peroksysomoéw, gdzie nastepuje
skracanie bocznego tahncucha weglowego. Aktywowane
oksysterole uczestniczg w kolejnych reakcjach katalizo-
wanych najpierw przez racemaze 2-metyloacylo-CoA, a
nastepnie przez kolejne enzymy szlaku peroksysomalnej
P-oksydacji [29].

DEGRADACIJA LEUKOTRIENOW
Leukotrieny, lipidy zwigzane z ukladem odpornoscio-
wym, pochodne kwasu arachidonowego, ulegaja rozktado-

wi w procesie P-oksydacji z udziatem biatka dwufunkcyjne-
go [18,29].
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METABOLIZM WIELONIENASYCONYCH
DIKARBOKSYLOWYCH DEUGOLANCUCHOWYCH
KWASOW TLUSZCZOWYCH

Peroksysomy, uczestniczag w katabolizmie wieloniena-
cyconych dikarboksylowych diugotancuchowych kwasow
ttuszczowych. Enzymy P-oksydacji biorg udziat w degrada-
cji co-karboksylowych pochodnych kwasu arachidonowego
(20-COOH-AA), metabolitu wywotujgcego rozszerzanie na-
czyn wiencowych [30].

ODDYCHANIE | STRES OKSYDACYJNY

De Duve i Baudhuin jako pierwsi opisali peroksysomal-
ny proces oddychania, w ktdrym elektrony z r6znych cza-
steczek chemicznych sg usuwane, redukujgc 0 7do HDv
Proces ten jest niezalezny od ATP i przebiega z wydziele-
niem ciepta. Istnieje kilka peroksysomalnych oksydaz ka-
talizujagcych reakcje, w ktorych powstaje HD 2[31]. Perok-
sysomy uczestniczac w licznych szlakach metabolicznych
wytwarzaja, jako produkt uboczny, réwniez anionorodnik
ponadtlenkowy (O, ) oraz jeden z najbardziej agresywnych
chemicznie, rodnik hydroksylowy (OH), a takze tlenek azo-
tu (NO). Wszystkie te zwigzki, tzw. reaktywne formy tlenu
(RFT) charakteryzuja sie wysoka reaktywnoscig w stosun-
ku do wielu sktadnikéw komérkowych o kluczowym zna-
czeniu biologicznym, w tym lipidéw, biatek i kwaséw nu-
kleinowych. Uszkodzenia oksydacyjne powstate wskutek
dziatania RFT na rézne biomolekuty prowadzg do zaburze-
nia funkcjonowania komorki i zaleznych od uktadu redoks
szlakow metabolicznych. Peroksysomy graja gtéwng role w
produkcji HD 2 ale réwniez uczestniczg w inaktywacji za-
rowno nadtlenku wodoru jak i innych reaktywnych form
tlenowych. Aparat peroksysomalny zawiera panel antyok-
sydacyjnych enzymow, katalaze, peroksydaze glutationu,
dysmutazy ponadtlenkowe SOD1 i SOD2, ktére usuwaja
RFT [32,33].

Przez diugi czas peroksysomy postrzegano przede
wszystkim jako organelle autonomiczne, jednakze ostat-
nie wyniki badan zmuszaja do zmiany oceny ich statusu
w komdrce. Peroksysomy wspdlipracujg z mitochondriami
i czesto sg miejscem, w ktdrym zachodzi jeden lub kilka
etapow ze skomplikowanych, wieloetapowych, metabolicz-
nych proceséw komdrkowych. Peroksysomy i mitochon-
dria wymieniaja si¢ metabolitami po$rednimi, co wiecej
dzielg sie r6wniez niektérymi biatkami poczynajac od czyn-
nikow podziatu (DPL1). Znaleziono réwniez identyczne
biatka z podwojng lokalizacja mitochondrialno-peroksy-
somalna (racemaza 2-metylacylo-CoA, liaza 3-hydroksy-3-
metyloglutarylo-CoA) [34], Ostatnio wykryto pecherzyko-
wy szlak transportowy miedzy mitochondriami a perok-
sysomami, ktérego znaczenie nie jest dotychczas poznane
[35]. Peroksysomy wspétpracujg takze z ER i pewne biatka
wykazujg podwdjng lokalizacje rowniez w tym przypadku.
Istniejg dowody sugerujace, ze poczatkowe etapy formowa-
nia struktury w biogenezie peroksysomu zachodzg wtasnie
w ER [36,37].

Funkcje biochemiczne peroksysoméw w ponad 60% do-

tyczg metabolizmu lipidéw. Peroksysomy sg min. miejscem
syntezy kwasu dokozaheksaenowego i plazmalogenéw, a
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takze degradaqi VLCFA. Wszystkie te zwigzki majg bezpo-
$redni wptyw na komdérki nerwowe. DHA jest niezbedny dla
prawidtowego funkcjonowania mézgu isiatkowki, a plazma-
logeny odgrywaja szczeg6lng role we wzroscie komorek ner-
wowych oraz stanowig podstawowy sktadnik mieliny (kom-
pleks o sktadzie 30% biatka, 70% lipidy) [38]. W ostatnich
latach stwierdzono silng cytotoksyczng aktywno$¢ VLCFA,
szczegOlnie kwasu C26:0 w neuronach, astrocytach i przede
wszystkim w oligodendrocytach [39]. Zaburzenie procesu
P-oksydacji, jak juz wspomniano wyzej, powoduje nagroma-
dzanie sie VLCFA w tkankach i ptynach ustrojowych.

Zaburzenia funkcji peroksysomow, indukujg modyfi-
kacje struktur zawierajgcych zwigzki lipidowe i w dalszej
konsekwencji majg szkodliwy wptyw na rozwdj i dziatanie
uktadu nerwowego. Do tej pory opisano 16 chorob beda-
cych nastepstwem nieprawidtowych funkcji peroksyso-
mow, czternascie z tych jednostek chorobowych zwigza-
nych jest z uszkodzeniem uktadu nerwowego. Choroby
peroksysomalne definiujemy jako grupe genetycznie uwa-
runkowanych wrodzonych wad metabolicznych, w ktérych
anomalie dotyczy¢ mogg biogenezy peroksysoméw lub ich
poszczegolnych funkcji biochemicznych.

CHOROBY PEROKSYSOMALNE

Choroby peroksysomalne obejmuja trzy grupy defektow:
zaburzenia biogenezy peroksysoméw (PBD, ang. peroxiso-
mal biogenesis disorders), choroby zwigzane z defektem poje-
dynczego enzymu lub biatka transportowego na szlaku pe-
roksysomalnym, oraz inne choroby metaboliczne z wsp64-
istniejgcym defektem peroksysomalnym (Tab. 1) [40,41].

CHOROBY POLEGAJACE NA ZABURZENIU
BIOGENEZY PEROKSYSOMOW

Czesto$¢ wystepowania choréb polegajacych na zaburze-
niu biogenezy peroksysoméw szacuje sie na 1:50 000 (USA)

Tabela 1 Choroby peroksysomalne.

Grupa Nazwa grupy

1 choroby zaburzenia
biogenezy peroksysomu

Lokalizacja defektu
biogeneza peroksysomow

2 deficyt pojedynczego R-oksydacja kwasow ttuszczowych
enzymu/biatka
transportowego
a-oksydacja kwasow ttuszczowych
biosynteza eterofosfolipidu
metabolizm nadtlenku wodoru
detoksyfikacja glioksylanu
3 inne choroby
metaboliczne
zrownolegle
wystepujacym
defektem

peroksysomalnym
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—1:500000 (Japonia, Polska) [42]. Obraz kliniczny chorych
manifestuje sie szerokim spektrum fenotypow. Najciezsza
postacig jest zesp6t mézgowo-watrobowo-nerkowy, opisa-
ny przez Zellwegera w 1964 i nazwany jego imieniem [43].
Charakteryzuje sie dysmorfig twarzoczaszki, hepatomega-
lig, gtebokim uposledzeniem psychoruchowym, zaburze-
niami rozwojowymi i dysmielinozg o$rodkowego uktadu
nerwowego oraz zaburzeniami obwodowego uktadu ner-
wowo-mie$niowego. U noworodkéw obserwuje sie hipo-
tonie, drgawki, trudnosci z przyjmowaniem pokarmow,
za¢me, retinopatie. Stwierdza si¢ takze nieprawidtowosci
w zapisie EEG oraz przewodnictwie potencjatow pnio-
wych i somatosensorycznych. Zgon nastepuje najczesciej
przed uptywem pierwszego roku zycia. Symptomatologia
noworodkowej adrenoleukodystrofii (NALD) czy postaci
niemowlecej choroby Refsuma (IRD) przypomina zespot
Zellwegera jednak o tagodniejszym przebiegu i dtuzszym
okresie przezycia. Natomiast chondrodystrofia rizomelicz-
na charakteryzuje sie przede wszystkim dysmorfig oraz
zaburzeniem kostnienia, skroceniem proksymalnych czesci
konczyn i zaéma [44,45].

DEFICYT POJEDYNCZEGO BIALKA LUB ENZYMU
NA SZLAKU PEROKSYSOMALNYM

Do drugiej grupy chordb peroksysomalnych zaliczane
sg choroby spowodowane mutacjg dotyczacg pojedyn-
czego enzymu lub biatka transportujacego. Dotychczas
zidentyfikowano 10 defektow na szlaku a- i p-oksydacji
kwasow ttuszczowych, biosyntezy fosfolipidéw, metabo-
lizmu nadtlenku wodoru, syntezy kwaséw zo6iciowych.
Sg to min. adrenoleukodystrofia (ang. adrenoleukodystro-
phy), defekt biatka dwufunkcyjnego (ang. D-bifunctional
protein deficiency), klasyczna posta¢ choroby Refsuma,
chondrodystrofia rizomeliczna typu Il i lll, akatalazemia,
hyperoksaluria i deficyt biatka X nos$nika grupy sterolo-
wej.

Nazwa choroby

zespot Zellwegera

neonatalna adrenoleukodystrofia
niemowleca posta¢ choroby Refsuma
chondrodystrofia rizomeliczna

adrenoleukodystrofia sprzezona z chromosomem X
deficyt oksydazy acylo CoA

deficyt biatka dwufunkcyjnego

deficyt biatka X nos$nika grupy sterolowej

deficyt racemazy 2-metyloacylo-CoA

deficyt hydroksylazy fitanoylo-CoA (choroba Refsuma)

deficyt acyltransferazy dihydroksyacetono fosforanowej (RCDP typ II)
deficyt syntazy alkylodihydroksyacetonofosforanowej (RCDP typ IlI)

deficyt katalazy (akatalazemia)

deficyt aminotransferazy alaninoglioksalanowej
(hyperoksaluria typu I)

zespo6t cigglego genu
letalny defekt mitochondrialno-peroksysomalny
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Tabela 2. Biochemiczne markery peroksysomalne w diagnostyce choréb zaburzenia biogenezy peroksysoméw (PBD). Grupa 1.

| Choroba peroksysomalna VLCFA

ZS T N N
NALD/IRD T T T
RCDP I N N-t N

Kwas fitanowy Kwas pristanowy Plazmalogen

DHCA/THCA Geny

li T PEX1,2,3, 5,6,10,12
J-N T 13, 14, 16, 19, 26
U N PEX7

ZS —Zespo6t Zellwegera; NALD- neonatalna adrenoleukodystrofia; IRD —neonatalna posta¢ choroby Refsuma; RCDPI —chondrodystrofia
rizomeliczna typ I; VLCFA —kwasy ttuszczowe o bardzo dtugim fgincuchu; DHCA/THCA —metabolity kwasow zétciowych; N —
poziomy normalne; j —poziomy podwyzszone; J —poziomy obnizone; 'poziomy zalezne od diety. Wedtug [44], zmodyfikowano.

Adrenoleukodystrofia sprzezona z chromosomem X
(X-ALD) jest najczesciej wystepujaca chorobg peroksyso-
malng. Czesto$¢ wystepowania X-ALD dla hemi- i hetero-
zygot szacuje sie na 1:20000 (USA), w Polsce proporcja ta
wynosi 1:33000 urodzen [42,46]. Jest to ciezka, postepuja-
ca choroba demielinizacyjna o$rodkowego i obwodowego
uktadu nerwowego, uszkadzajgca rowniez funkcje nadner-
czy. Choroba uwarunkowana jest mutacjg w genie ABCD1
zlokalizowanym na Xg28 kodujgcym peroksysomalne
transportowe biatko btonowe ALD. Defekt transportu zabu-
rza degradacje VLCFA w procesie R-oksydacji [47]. Szcze-
gotowy patomechanizm choroby nie jest znany. Uwaza si¢
jednak, ze kumulowane VLCFA uszkadzajg proces acylacji
gangliozyow i fosfolipidow, co z kolei wywotuje reakcje
odpornosSciowg makrofagdw i astrocytéw [48]. Dotychczas
opisano 7 fenotypdw réznigcych sie wiekiem pacjenta w
chwili wystgpienia pierwszych objawoéw, ich rodzajem i
stopniem nasilenia. Najciezsze z nich to postacie mo6zgo-
we: dziecieca, mtodziericza i dorostych. Pierwsze objawy
w postaci dzieciecej (trudnosci w koncentracji, zaburzenia
wzroku, mowy, napady padaczkowe) pojawiajg sie miedzy
4 a 10 rokiem zycia, po okresie normalnego rozwoju. Naj-
tagodniejszy przebieg ma adrenomieloneuropatia (AMN) z
odrebng lokalizacjg zmian leukodystroficznych, ujawniaja-
ca sie dopiero w trzeciej dekadzie zycia lub pézniej. Wy-
stepuja rowniez odmiany choroby z izolowanym zajeciem
nadnerczy [22,47]. Niektorzy autorzy proponujg podziat na
dwa zasadnicze fenotypy: posta¢ demielinizacyjng mézgo-
wag, oraz adrenomieloneuropatie ujawniajaca sie rowniez u
ok. 50% heterozygot po 40 roku zycia. W obrebie tej samej
rodziny mogg wystepowac rozne fenotypy choroby [49,50],

Tabela 3. Biochemiczne markery peroksysomalne w diagnostyce chordb zaburzenia pojedynczego enzymu/biatka transpor-

tu. Grupa 2.

Choroba peroksysomalna

X-ALD T N N
ACOX1 T N N
DBP T T T
SCPx N hd ™
AMACR N T r
RCDP Il N N -f N
RCDP Il N N-t* N
Hyperoksaluria N N N
Alkatalazemia N N N

X-ALD — adrenoleukodystrofia; ACOX1 — deficyt oksydazy acylo CoA; DBP -
dwufunkcyjnego; SCPx — deficyt biatka X nosnika grupy sterolowej; AMACR — deficyt racemazy

VLCFA Kwas fitanowy Kwas pristanowy DHCA/THCA Gen

Neuroobrazowanie metodg rezonansu magnetycznego
(MRI) uwidacznia u chorych zmiany demielinizacyjne w
osrodkowym uktadzie nerwowym, ktorych lokalizacja po-
zwala na okre$lenie stopnia rozwoju choroby [51].

Pacjenci z deficytem oksydazy acylo-CoA wykazujg upo-
$ledzenie rozwoju psychoruchowego, umiarkowang hipo-
tonie i czeste, lekooporne napady padaczkowe zaczynajace
sie miedzy 2 a 4 miesigcem zycia, jednakze tagodniejsze w
poréwnaniu do wystepujacych w deficycie biatka dwufunk-
cyjnego (DBP). Zaburzenie struktury istoty biatej charakte-
ryzuje wszystkich pacjentéw, natomiast cechy dysmorficz-
ne obserwuje sie¢ u okoto potowy chorych. W wigkszosci
przypadkoéw, dzieci osiggajg pewien etap rozwoju, ale w
okresie od 4 miesigca do 3,5 lat zycia pacjenta, nastepuje re-
gres choroby; czas przezycia chorych jest tez dtuzszy niz w
DBP [52],

Szczegblne miejsce w grupie Il zajmuje defekt biatka
dwufunkcyjnego (DBP). Podwdjna rola jakg w oksydacji
VLCFA spetnia DBP warunkuje trzy typy choroby. Typ |
charakteryzuje sie niedoborem hydratazy i dehydrogenazy
spowodowany brakiem biatka DBP, typ Il jest izolowanym
niedoborem hydratazy, za$ typ Ill —izolowanym niedobo-
rem dehydrogenazy. Obraz kliniczny choroby przypomina
zespoty z PBD. Wszyscy pacjenci prezentuja hipotonie w
okresie noworodkowym, a napady padaczkowe pojawiajg
sie bardzo wczesnie, juz w pierwszym miesiacu zycia. Oko-
to 70% dzieci ma dysmorfie przypominajaca zesp6t Zellwe-
gera. Wykazano, ze nasilenie objawéw choroby koreluje z
poziomem aktywnos$ci resztkowej enzymu DBP, a $rednia
dtugos$¢ przezycia chorych zalezy od typu choroby i waha
sie od 7 miesiecy do okoto 1,5
roku [53-55].

Dwie kolejne choroby z
tej grupy to deficyt biatka
X nos$nika grupy sterolowej

N ABCD1 scp | .
N ACOXL ( CPX, ang. sterol carrier pro-
17HSDBA4 tein) i deficyt racemazy 2-me-
T tyloacylo-CoA (AMACR,
T SCP2
ang. a-methylacyl-CoA race-
T AMACR - .
mase deficiency) wystepuja
i GNPAT - . -
. AGPS niezmiernie rzadko. Obie
;\l' AaxXT choroby charakteryzuja
CAT symptomy  neurologiczne,
N i o obnizenie napiecia miesnio-
deficyt biali

wego, a takze neuropatia
czuciowo-ruchowa z obja-

2-metyloacylo-CoA; RCDP Il —deficyt acylotransferazy dihydroksyacetonofosforanowej; RCDP IIl —deficyt
syntazy alkilodihydroksyacetonofosforanowej; VLCFA — bardzo dtugotaricuchowe kwasy ttuszczowe;
DHCA/THCA —metabolity kwaséw zo6tciowych; N —poziomy normalne; | —poziomy podwyzszone; j —
poziomy obnizone; 'poziomy zalezne od diety. Wedtug Wanders i Waterham [55], zmodyfikowano.
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wami ze strony uktadu pira-
midowego [56-58],
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Choroba Refsuma, objawia sie w pdZnym dziecinstwie
pogorszeniem nocnego widzenia, postepujacg retinopatig
barwnikowg oraz utratag powonienia. U chorych moze wy-
stapi¢ rowniez neuropatia, gtuchota, ataksja, a nawet zabu-
rzenia psychiczne.

Pacjenci dotknieci chondrodysrofig rizomeliczng typu Il
(deficyt acylotransferazy dihydroksyacetonofosforanowej,
RCDP typ II) i typu Il (deficyt syntazy alkylodihydroksy-
acetonofosforanowej, RCDP typ Ill) majg objawy podobne
jak w chondrodystrofii rizomelicznej typu | w stopniu bar-
dziej umiarkowanym [55,59],

Hyperoksaluria typu | jest zespotem chorobowym Kli-
nicznie bardzo zréznicowanym zaréwno pod wzgledem
objawdw jak iczasu ich rozwoju. Na ogét objawy pojawiajg
sie po 5 roku zycia, ale choroba moze sie ujawni¢ nawet w
szostej dekadzie. Najciezsza, neonatalna posta¢ hiperoksa-
lurii typu I (PHI) charakteryzuje sie postepujacag oksaloza,
powaznym uszkodzeniem nerek i wczesnym zgonem.

CHOROBY METABOLICZNE, KTORYM
TOWARZYSZY DEFEKT PEROKSYSOMALNY

Zespot CADDS (ang. contiguous ABCDI and DXS1357E
deletion syndrome) zwigzany jest z defektem w obrebie
genu ABCD1 (podobnie jak w X-ALD) i jednocze$nie genu
DXS1357E zlokalizowanych na chromosomie X (Xq28).
Choroba od urodzenia manifestuje sie znaczng wiotkoscia,
gtebokim upos$ledzeniem psychoruchowym dziecka, chole-
stazg i ogdInym ciezkim przebiegiem [60],

Letalny defekt peroksysomalno-mitochondrialny to ze-
sp6t, w ktorym zaburzenie funkcji biochemicznych dotyczy
obu tych organelli. Dziecko rodzi sie z mikrocefalig niedo-
rozwojem mdzgu, atrofig oczu i hypoplasig. Badania bio-
chemiczne wykazuja uporczywa kwasice mleczanowg, oraz
umiarkowanie podwyzszony poziom VLCFA. Znaleziono
mutacje dominujaca negatywna w genie kodujgcym biatko
podobne do dynaminy (DLP1) [61].

DIAGNOSTYKA CHOROB PEROKSYSOMALNYCH

Diagnostyka biochemiczna choréb peroksysomalnych
opiera sie na ocenie zawartosci biomolekut, ktore sg sub-
stratami lub produktami w procesach hiochemicznych
zwigzanych z funkcjami peroksysomu. Zaburzenie szlakéw
metabolicznych umiejscowionych w peroksysomach pro-
wadzi do niedoboru zwigzkéw syntetyzowanych oraz/lub
nagromadzania zwigzkdéw katabolizowanych w ptynach
ustrojowych i w tkankach. Markery biochemiczne stosowa-
ne w diagnostyce chorob peroksysomalnych przedstawiono
w tabelach 21 3.

Podstawowym badaniem w diagnostyce chordb peroksy-
somalnych jest oznaczanie pozioméw VLCFA w osoczu lub
surowicy, pozwalajgce oceni¢ stopied zaburzenia procesu
P-oksydacji. Analiza wykonywana jest gtdéwnie metodg GC
lub GC/MS. Parametr ten jest wysoce specyficzny. Pozosta-
te funkcje biochemiczne peroksysomoéw, ktérych ocena jest
szczegdlnie wazna w procesie diagnostycznym to: biosynte-
za fosfolipidow, a-oksydacja oraz detoksykacja glioksalanu.
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Wykrywanie i oznaczanie stezen gtéwnych metabolitéw
tych szlakéw dopetniaja ocene statusu biochemicznego pe-
roksysomadw (Tab. 2, 3). Poziomy VLCFA w grupie chorych
zPBD r6znig sie miedzy sobg [42] ale szczeg6towa diagnoza
chordb grupy I wymaga zastosowania metod biologii mole-
kularnej.

Najciezsze postaci spektrum zespotu Zellwegera zwigza-
ne sa z mutacjami w genach PEX 3, 16,19 odpowiadajgcymi
za kodowanie peroksysomalnych biatek btonowych, stano-
wig ponizej 3% przypadkdw. Podobnie rzadko identyfiko-
wane sg mutacje w genach PEX 13,14, ktére obejmuja miejsca
dokowania w btonie, kompleksu biatko-receptor. Ponad 85%,
zmian w genomie, dotyczy genéw PEX 1,6,26 uczestniczg-
cych w recyklingu receptoréw dla biatek macierzy. Z tego,
az 70% stanowig zmiany znalezione w genie kodujagcym AT-
Paze PEX1 (7921-g22), gtdwnie zwigzane z allelami 1700fs i
G843D. Mutacje w genach PEX 2,10,12, odpowiedzialnych za
translokacje biatek macierzy, wystepuja u okoto 10% chorych.
Identyfikowane byty zar6wno w ciezkich postaciach zespotu
Zellwegera jak i noworodkowej adrenoleukodystrofii oraz
niemowlecej postaci choroby Refsuma.

Zmiany w genie PEX 7, stanowigce poditoze chondro-
dystrfii rizomelicznej, z czestotliwo$cig 50% dotycza allelu
L292X (Nt875TDA) [44]. ldentyfikacja mutacji jest stosun-
kowo najmniej skomplikowana tylko w chondrodystrofii
rizomelicznej, gdzie wystepuje ona z duzg czestotliwoscia.
Bardziej ztozona sytuacja jest w fenotypie zespotu Zellwe-
gera. Zmiany w genomie lezagce u podstaw tej patologii to
gtownie tzw. mutacje prywatne.

W adrenoleukodystrofii sprzezonej z chromosomem X i
defekcie biatka dwufunkcyjnego, najczesciej wystepujacych
chorobach grupy Il, analiza molekularna wykazuje podob-
nie liczne, r6znorodne mutacje bardzo czesto prywatne.
Dotychczas w genie ABCD1, warunkujgcym defekt X-ALD
zidentyfikowano ponad 1000 mutacji, z czego, az ponad
500 unikatowych. Podobnie jak w innych chorobach zwiga-
zanych z chromosomem X nie udaje sie wykaza¢ korelacji
genotyp —fenotyp [50].

Zespo6t Zellwegera byt pierwsza chorobg, ktérej patome-
chanizm powigzano z peroksysomami. Goldfisher w 1973
roku [62] wykaza} brak peroksysoméw w hepatocytach i
komérkach kanalikéw nerkowych u chorego z dysmorfia,
hepatomegalig, upos$ledzeniem psychoruchowym i uogél-
niong hipotonig. To spostrzezenie zapoczatkowato badania
nad peroksysomami u chorych wykazujgcych cechy dys-
morficzne i/lub okreslone objawy neurologiczne, hepatolo-
giczne czy psychoruchowe. Trzeba zauwazy¢, ze autor w tej
pierwszej pracy opisat nie tylko defekt peroksysomalny, ale
tez zmiany w mitochondriach. Nastepne badania koncen-
trowaly sie gtownie na defekcie peroksysomalnym. Intere-
sujace, ze ostatnio opisany przez Waterham'a i wsp. letalny
defekt DPL-1 dotyczy zmian morfologicznych zaréwno w
peroksysomach jak i mitochondriach [34].

UWAGI KONCOWE

Obserwowany w ostatnich latach, szybki rozwéj wyso-
kospecjalistycznych technik analizy instrumentalnej oraz
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zastosowanie nowych metod w badaniach genetycznie
uwarunkowanych wad metabolicznych, stwarza mozliwos$¢
wykrycia nowych defektow peroksysomalnych, ale przede
wszystkim, szczegétowego poznania patomechanizmu cho-
réb juz znanych, co by¢ moze przyczyni sie do opracowania
skutecznych metod ich leczenia. Postepowanie terapeutycz-
ne stosowane obecnie w chorobach peroksysomalnych nie
daje zadowalajacych efektéw klinicznych, z wyjatkiem cho-
roby Refsuma i hyperoksalurii, gdzie sprawdza sie stoso-
wanie diety eliminacyjnej.
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ABSTRACT

Peroxisomes, classical compartments of eucaryotic cells have significant functions in cellular metabolism, which p-oxidation fatty acids and
detoxification of HD 2are the most important biochemical process. Defects in genes encoding for peroxisomal proteins result in biochemical
malfunctioning of these organelles and constitute base for severe human's inherited diseases. This article presents the most important aspects
concerning peroxisomal biogenesis, biochemical functions and their disturbance.
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Cukrzyca wyzwaniem dla medycyny XXI wieku —
wnioski z badan klinicznych i biochemicznych

STRESZCZENIE

miany w stylu zycia populacji ludzkich spowodowaty na $wiecie epidemie cukrzycy,

choroby, ktéra znaczaco obniza jako$¢ zycia oséb na nig cierpiacych oraz jest przyczyna
licznych zgondw. Wiekszo$¢ z nich jest spowodowana powiktaniami w pézniejszym sta-
dium choroby, takimi jak zawat serca i udar. Dtugoterminowe badania kliniczne pozwolity
okresli¢, ze za powiktania oraz postep choroby odpowiada toksyczne dziatanie glukozy i
lipidéw, oraz podkreslity role hiperglikemii popositkowej jako waznego mechanizmu pato-
gennego. Badania kliniczne w ostatnich latach koncentrowaty sie na mozliwosci zahamowa-
nia progresji stanu przedcukrzycowego do petnoobjawowej cukrzycy, ktéra jest koncowym
etapem rozpoczetej wiele lat wcze$niej choroby. Badania biochemiczne dostarczyty wielu
odpowiedzi na pytania dotyczace mechanizméw odpowiedzialnych za toksyczne dziatanie
wysokich stezeh glukozy oraz lipidéw i wskazaty na mitochondria jako miejsce zbiegania
sie patologicznych szlakéw przemian. Skuteczna walka z cukrzycg wymaga wczesniejszego
wykrycia nieprawidtowosci w metabolizmie, zaostrzenia kryteriéw definiowania zaburze-
nia oraz wczes$niejszej interwencji. Pozyteczne bytoby réwnie pojawienie sie lekéw popra-
wiajacych i ostaniajgcych funkcje mitochondriow.

WPROWADZENIE - CUKRZYCA JAKO CHOROBA METABOLICZNA

Cukrzyca jest chorobg metaboliczng, ktdrg cechuje podniesiony poziom glu-
kozy we krwi oraz powiktania w obrebie duzych i matych naczyn krwiono-
s$nych, zwane odpowiednio — mikro- i makroangiopatiami. Powodujg one ob-
nizenie jakos$ci zycia osob cierpigcych na cukrzyce, wzrost zachorowalnos$ci na
inne choroby, inwalidztwo oraz $mier¢ [1,2]. Rozréznia sie dwa gtdwne rodzaje
cukrzycy, typ 1ityp 2. W cukrzycy typu 1, komorki ~-trzustki sa uszkodzone,
co sprawia, ze chory nie produkuje wiasnej insuliny ijego przezycie zalezy od
podawania hormonu z zewnatrz. W cukrzycy typu 2 insulina jest wprawdzie
wytwarzana w komoérkach trzustki, ale tkanki organizmu cechuje zmniejszona
wrazliwos$¢ na ten hormon, a ich odpowiedz przypomina te, ktéra miataby miej-
sce przy zbyt niskim poziomie tego hormonu. Ostabiona odpowiedz tkanek do-
celowych na insuling nazywamy insulinoopornoscia [1,3,4].

Podstawowg funkcjg insuliny jest regulacja metabolizmu energetycznego or-
ganizmu, tak by dostosowac zuzycie substratow energetycznych do ich podazy
oraz zapewni¢ wytwarzanie odpowiednich zapaso6w pozwalajgcych przetrwac
okresy gtodzenia. R6zne tkanki i narzady cztowieka maja niejednakowe pre-
ferencje co do wykorzystywania substratéw energetycznych, ale z punktu wi-
dzenia catego organizmu pozycja glukozy w metabolizmie energetycznym jest
wyjatkowa. W nieprzystosowanym do gtodzenia organizmie ssaka glukoza jest
jedynym substratem energetycznym wykorzystywanym przez mdézg oraz jedy-
nym, ktéry moga wykorzystywac¢ krwinki czerwone (ze wzgledu na brak mi-
tochondriéw) [5]. Glukoza jest wreszcie substratem najszybciej dostarczajgcym
energie w miesniach wykonujacych wytezong prace. Spadek stezenia glukozy
w osoczu ponizej prawidtowych wartosci, tzw. hipoglikemia, moze powodo-
wac utrate przytomnosci, (przy stezeniu glukozy ponizej 40 mg na 100 ml krwi),
uszkodzenie mézgu (stezenie ponizej 10 mg na 100 ml krwi), a w koricu $mier¢.
U os6b zdrowych wykorzystywanie glukozy jest tak dobrze zbilansowane z jej
dostarczaniem, ze poziom cukru we krwi waha sie tylko w waskich granicach,
osiggajac najwyzsze wartosci po positku, a najnizsze na czczo. Glukoza pobie-
rana i wykorzystywana przez tkanki jest zastepowana glukozg dostarczang w
pozywieniu, uwalniang z zapaséw (glikogen w watrobie) lub syntezowang na
nowo z innych substratow, gtéwnie aminokwaséw w watrobie i korze nerek.
Gtéwnym hormonem odpowiedzialnym za regulacje stezenia glukozy we krwi,
jej uwalnianie z magazynéw, odktadanie w postaci glikogenu oraz wytwarzanie
z innych substratéw, jest insulina. Jej obecno$¢ sprawia, ze przy duzej podazy
glukozy, nastepuje jej szybki pobdr przez tkanki obwodowe, magazynowanie
oraz wytgczenie produkcji glukozy w watrobie i korze nerek [3,4].
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Na czczo glukoza jest wykorzystywana gtdwnie przez
komorki najsilniej od niej zalezne, w ktérych jej pobieranie
nie zalezy od insuliny, takie jak neurony i erytrocyty. Na-
tomiast hepatocyty i, w mniejszym stopniu, komoérki kana-
likbw nerkowych kory nerki, uwalniaja glukoze do krwio-
biegu, co zapobiega spadkowi jej stezenia. Po positku, kie-
dy stezenie glukozy wzrasta, komorki (3-trzustki wydzie-
lajg insuline, ktdra sprawia, ze tkanki zalezne od insuliny,
gtownie miesnie i tkanka ttuszczowa, pobieraja glukoze ze
krwi i odktadajg zapasy substratdw energetycznych, a wa-
troba przestaje uwalnia¢ glukoze i zaczyna jag magazyno-
wac¢ w postaci glikogenu. W ten sposob stezenie glukozy
powraca do warto$ci z okresu poprzedzajacego positek [3].
Cukrzyce cechuje zaburzenie tego mechanizmu regulacyj-
nego, spowodowane zbyt stabg reakcjg tkanek na obecnosé
insuliny, niedostateczng iloscig tego hormonu albo kombi-
nacja obu tych czynnikow [3,4]. W konsekwencji dochodzi
do zaburzenia pobierania glukozy przez liczne tkanki, w
tym mieénie oraz tkanke ttuszczowg, co powoduje wzrost
stezenia cukru we krwi. Watroba, zamiast magazynowa¢
glukoze w postaci glikogenu, wraz z korg nerek produku-
je ja i uwalnia do krwiobiegu przyczyniajac sie do jeszcze
silniejszego zwiekszenia stezenia tego cukru. Wysokie
stezenie glukozy we krwi powoduje, ze po przekroczeniu
zdolnosci reabsorpcyjnych kanalikéw nerkowych, cukier
przedostaje sie do moczu wraz z wodg, ktéra podaza za
cukrem w celu wyréwnania cisnienia osmotycznego, w
nastepstwie czego dochodzi do postepujgcego odwodnie-
nia organizmu. Ponadto, zaburzenie zaleznego od insuliny
pobierania glukozy przez tkanki (za poSrednictwem trans-
porteréw glukozy GLUT4) powoduje gtdd energetyczny w
komadrkach i stymulacje wykorzystania kwaséw ttuszczo-
wych oraz biatek jako substratow, a w konsekwencji uwal-
nianie duzych ilosci ciat ketonowych do krwi. To witasnie
wysokie stezenia glukozy i ciat ketonowych wraz z poste-
pujacym odwodnieniem odpowiadajg za rozwdj powiktan
ostrych w cukrzycy: $pigczki hiperosmotycznej w cukrzy-
cy typu 2 i kwasicy ketonowej w cukrzycy typu 1 [6]. Nie
bedg one omawiane szerzej w tym tekscie.

EPIDEMIA CUKRZYCY | JEJ KONSEKWENCJE
DLA ZDROWIA POPULACJI

W ciggu ostatnich kilku dziesiecioleci obserwujemy
prawdziwg eksplozje liczby zachorowan na cukrzyce. Wie-
lu specjalistow uwaza, ze walka z cukrzyca jest jednym z
gtéwnych zadan medycyny w XXI wieku. Ze wzgledu na
szybki wzrost liczby zachorowan usprawiedliwione jest
stosowanie terminu ,,epidemia” w odniesieniu do cukrzy-
cy, mimo iz nie jest to choroba zakazna. Uwaza sie, ze za
gwattowny wzrost liczby zachorowan odpowiada zmiana
stylu zycia ludzi na calym sSwiecie, zwigzana gtownie ze
spadkiem aktywnoS$ci fizycznej i niewta$ciwg, bogata ener-
getycznie dietg [7], Obecnie 68% obywateli USA klasyfi-
kuje sie jako osoby otyte lub majgce nadwage [8], Wedtug
danych WHO na cukrzyce choruje ponad 220 milionéw
ludzi. W 2004 roku cukrzyca byta przyczyng 3,4 milio-
néw zgonow i liczba corocznych, powodowanych przez
cukrzyce zgonéw ma ulec podwojeniu do roku 2030 [9].
Epidemia cukrzycy jest kosztowna zardwno dla jednostek
jak i dla systemow opieki medycznej w poszczeg6lnych
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krajach. Wedtug WHO same Chiny w okresie od 2006 do
2015 roku stracg 558 mld dolaréw z powodu cukrzycy i jej
powiktan [9], Wedtug Centers for Disease Control and Pre-
vention (CDC) 25,8 miliona ludzi w USA czyli 8,3% ogd6tu
ludnosci, choruje na cukrzyce, z czego tylko 18,8 miliona to
przypadki zdiagnozowane. U ponad 79 milionéw obywa-
teli USA stwierdzono stan przedcukrzycowy, a w samym
roku 2010 zdiagnozowano 1,9 miliona nowych przypad-
kow cukrzycy [10].

Cukrzyca typu 2 jest chorobg postepujaca. Poczatkowo
niewielkie zaburzenia homeostazy metabolizmu energe-
tycznego uruchamiajg mechanizm btednego kota, ktory
napedza rozwdj choroby wraz z towarzyszacymi jej powi-
ktaniami, prowadzacymi do znacznego obnizenia jakosci
zycia, inwalidztwa oraz $mierci. Dzieki dostepnosci lekow
obnizajgcych stezenie glukozy we krwi oraz licznych pre-
paratow insuliny, wczes$niej wymienione powiktania ostre
cukrzycy nie s dzi$ gtéwng przyczyng $Smiertelnosci cier-
piacych na tg chorobe. Sg nimi powiktania pézne w obrebie
naczyn krwionosnych (mikro- i makroangiopatie), mogace
sta¢ sie przyczyng amputacji konczyn, zawatu serca oraz
udaru moézgu [9,10]. Leczenie pacjentoéw koncentruje sie za-
tem na zatrzymaniu rozwoju powiktan péznych.

U os6b cierpigcych na cukrzyce ryzyko zawatu serca i
udaru mozgu jest od 2 do 4 razy wyzsze niz u 0s6b zdro-
wych. W 2004 roku choroba serca byta przyczyng 68%
zgondéw wsrod cukrzykow majgcych powyzej 65 lat [10].
Co wiecej, 67% os6b powyzej 20 roku zycia chorych na cu-
krzyce miato nadcisnienie, a 28,5% cukrzykdéw powyzej 40
roku zycia cierpiato na retinopatie, z czego 4,4% z nich —na
retinopatie zaawansowang, grozaca powaznym uposledze-
niem wzroku. Cukrzyca jest rowniez wiodacg przyczyna
niewydolnosci nerek i odpowiadata w roku 2008 za 44% no-
wych przypadkow tej choroby [10], Wedtug CDC, od 60%
do 70% oso6b chorujgcych na cukrzyce wykazuje mniejsze
lub wieksze uszkodzenia uktadu nerwowego, a ponad 60%
nie powypadkowych amputacji konczyn dolnych jest spo-
wodowanych cukrzyca [10].

CZY HIPERGLIKEMIA POWODUJE ROZWOJ
CHOROB UKEADU KRAZENIA?

Najwazniejszymi badaniami pokazujacymi zwigzek
podwyzszonego poziomu glukozy we krwi z rozwojem
powiktan w obrebie uktadu krazenia byty Diabetes Control
and Complications Trial (DCCT) dla cukrzycy typu 1 oraz
United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) dla
cukrzycy typu 2. W DCCT pokazano, ze w cukrzycy typu 1
obnizenie stezenia glukozy we krwi powoduje pdzniejsze
pojawienie sig, a nastepnie wolniejszy rozwd6j powiktan w
obrebie niewielkich naczyh krwionosnych (typu mikroan-
giopatia), przy czym redukcja ryzyka osiggniecia réznych
punktow koncowych wynosita od 35% do 75% zaleznie od
rodzaju powiktania. Badania wskazaty na istnienie silnego
zwigzku miedzy wystawieniem organizmu na hipergli-
kemie, tak dtugoS$cig trwania jak nasileniem, a rozwojem
komplikacji. Nie zaobserwowano granicznej wartosci gli-
kemii (stezenia cukru we krwi), dla ktérej jej wptyw na
rozw0j powiktan by ustawat, im bardziej jej wartosci byty
zblizone do wartosci normalnej, tym bardziej ograniczony
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byt rozwdéj powiktan. Badania wskazaty réwniez na zwig-
zek skuteczniejszej normalizacji glikemii z redukcjg zda-
rzei sercowo-naczyniowych, takich jak zawat lub udar,
niestety obserwowana réznica nie osiggneta statystycznej
istotnosci [11].

Do badania UKPDS witgczono 5102 pacjentéw i$ledzono
przebieg ich terapii przez okoto 10 lat. Badanie ustalito, ze
lepsza farmakologiczna normalizacja glikemii powoduje
wolniejszy rozwdj retinopatii, nefropatii i prawdopodob-
nie neuropatii. Stwierdzono réowniez, ze obnizenie w wy-
niku terapii o kazdy punkt procentowy (np. z 9 na 8%) za-
wartosci glikowanej hemoglobiny (HbAlc wskaznik $red-
niego stezenia glukozy w organizmie na przestrzeni kilku
miesiecy, jego zawarto$¢ wskazuje jak skuteczne byto le-
czenie), redukuje az o 35% ryzyko rozwoju powiktan. Tak
jak poprzednio, nie zaobserwowano wartos$ci granicznych,
tzn., ze im wartosci HbAlc byty blizsze wartosci normal-
nej (6,2%), tym lepsze byty rokowania pacjenta. Niestety
nie wykazano statystycznie istotnego zwigzku miedzy
lepszg farmakologiczng kontrolg glikemii a powiktania-
mi sercowo-naczyniowymi, aczkolwiek zaobserwowano,
statystycznie nieistotny (P=0,052), spadek o 16% #3cznego
ryzyka wystapienia $miertelnego i nieSmiertelnego za-
watu oraz gwattownej Smierci. Pomimo braku istotnego
statystycznie wptywu intensywnej terapii na powikiania
typu makroangiopatia, analiza epidemiologiczna poka-
zata zwigzek pomiedzy ryzykiem wystgpienia zdarzenia
sercowo-naczyniowego a glikemia, spadek HbAic o kazdy
punkt procentowy zmniejszat o 25% S$miertelno$¢ zwia-
zang z cukrzyca, 0 7% S$miertelno$¢ ze wszystkich przy-
czyn tacznie, o 18% taczng liczbe zawaldw Smiertelnych i
nieSmiertelnych. Badanie wykazato rowniez, ze obnizenie
ci$nienia krwi do $redniej wartosci 144/82 mg Hg istotnie
obniza ryzyko zawatu, powigzanej z cukrzycg $mierci, nie-
wydolno$ci serca oraz utraty wzroku [12].

Wyniki przedstawionych badan wyraznie wskazatly na
zwigzek miedzy stopniem hiperglikemii a rozwojem powi-
ktan w obrebie uktadu krazenia. Byly z jednej strony po-
cieszajagce - wskazywaly, ze odpowiednia regulacja glike-
mii u os6b chorych moze zapobiega¢ rozwojowi powiktan
cukrzycowych, zwtaszcza tych typu mikroangiopatia, z
drugiej jednak strony nie udato sie w nich jednoznacznie
dowies$¢, ze lepsza kontrola glikemii oséb cierpigcych na
cukrzyce jest w stanie powstrzymac rozw6j powiktan typu
makroangiopatia, odpowiedzialnych za zwiekszone ryzyko
wystgpienia najczestszych przyczyn zgonéw: zawatu serca
i udaru moézgu. Dopiero p6zniejsze badania miaty zasuge-
rowac, ze za rozwoj powiktan typu makroangiopatia moze
odpowiadaé¢ glikemia popositkowa, towarzyszaca powoli
rozwijajacej sie insulinoopornosci i rozpoczynajaca sie wiele
lat przed wystapieniem petnoobjawowej cukrzycy i hiper-
glikemii na czczo.

KIEDY CUKIER USZKADZA NACZYNIA?

Badania Hoorn [13], Cardiovascular Health Study [14],
Diabetes Intervention Study [15], Honolulu Heart Study
[16], Chicago Heart Study [17] i DECODE (Diabetes Epi-
demiology: Collaborative Analysis Of Diagnostic Criteria
in Europe) [18] wskazaty, ze nadmiernie wysokie stezenie
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glukozy po positku — hiperglikemia popositkowa, jest
niezaleznym od innych, takze od glikemii na czczo, czyn-
nikiem ryzyka rozwoju choréb sercowo-naczyniowych,
CVD (ang. cardiovascular disease). Badanie DECODE ob-
jeto ponad 25000 oséb, ktérych zdrowie $ledzono przez
$rednio 7,3 lat. Pokazano w nim bezposredni zwigzek
pomiedzy stezeniem glukozy w osoczu 2 godz. po obcia-
zeniu (wynik testu OGTT, ang. oral glucose tolerance test)
a ryzykiem $mierci z przyczyn choréb uktadu sercowo-
naczyniowego. Test OGTT polega na doustnym przyjeciu
75 g (wg. WHO) glukozy i pomiarze poziomu cukru we
krwi po 2 godz. od przyjecia. Pokazuje on jak skutecznie
insulina wyréwnuje stezenie glukozy we krwi po positku.
U oséb majacych insulinooporno$¢ lub obnizong aktyw-
no$¢ wydzielniczag komorek [Btrzustki, stezenie glukozy
wolniej powraca do warto$ci wyjsciowych. Za prawidto-
wa tolerancje glukozy przyjmuje sie warto$¢ stezenia po-
nizej 140 mg/dl we krwi zylnej 2 godz. po obcigzeniu.
Wartosci od 140-199 mg/dl wskazuja na nieprawidtowa
tolerancje glukozy (IGT, ang. Impaired Glucose Tolerance),
natomiast powyzej 199 mg/dl to stan cukrzycy. Badanie
DECODE pokazato, ze nawet u osob klasyfikowanych
jako majgce prawidtowg tolerancje glukozy z wynikiem
testu OGTT ponizej 140 mg/dl, glikemia poobcigzeniowa
koreluje z ryzykiem $mierci z powodu choréb sercowo-
naczyniowych (CVD) i $Smierci ze wszystkich przyczyn.
Ryzyko zgonu z powodu CVD zaczyna wzrastac juz wte-
dy gdy wynik testu OGTT wynosi 80 mg/dl, a przy war-
tosci 140 mg/dl (granicznej dla zaszeregowania pacjenta
do grupy os6b o nieprawidtowej tolerancji na glukoze),
ryzyko podnosi sie 0 58%. W badaniu DECODE, poziom
glikemii 2 godz. po obcigzeniu glukozg byt niezaleznie od
glikemii na czczo i znacznie silniej od niej powigzany ze
$Smiertelnoscia [18].

Dane te w powigzaniu z coraz lepiej poznawanymi
mechanizmami odpowiadajagcymi za toksyczne dziatanie
wysokich stezen glukozy (opisane w dalszej czesci pracy)
mocno przemawiaty za tezg, ze hiperglikemia popositko-
wa odgrywa kluczowag role w rozwoju powiktan cukrzy-
cowych i progresji choroby, chociaz scisty zwigzek glike-
mii popositkowej ze Smiertelnoscig mogtby réwniez wy-
nika¢ tylko z faktu, ze jest dobrg miarg zaawansowania
choroby. Z uwagi na to, ze poczatki insulinoopornosci i
towarzyszace jej wysokie poziomy glukozy po positku
wyprzedzaja o wiele lat petnoobjawowa cukrzyce, brak
wyraznych sukceséw w zapobieganiu powiktaniom typu
zawat i udar, jest zwykle interpretowany jako nastep-
stwo zbytniego zaawansowania zmian naczyniowych w
momencie zdiagnozowania cukrzycy petnoobjawowej.
Dane te podkreSlity potencjalne znaczenie wcze$niejszej
diagnostyki rozwijajacej sie cukrzycy, juz na etapie upo-
Sledzonej tolerancji na glukoze, a nawet wcze$niej, na
etapie poczatkowego spadku insulinowrazliwos$ci tkanek
obwodowych.

CZY MOZNA ZATRZYMAC CUKRZYCE?

Omoéwione wczesniej wyniki badan pokazaty, ze uszko-
dzenia uktadu krgzenia moga poprzedzaé¢ o wiele lat petno-
objawowa cukrzyce. Szkodliwe dziatanie wysokich stezen
glukozy na uktad krgzenia rozpoczyna sie juz w momencie
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pojawienia sie nieprawidtowej tolerancji glukozy — IGT a
moze nawet przy pierwszych objawach insulinoopornosci.
Sktonito to naukowcéw do uwazniejszego przyjrzenia sie
potencjalnym mozliwos$ciom zastosowania wczesnej inter-
wencji poprzez modyfikacje stylu zycia (dieta potgczona z
¢wiczeniami fizycznymi) lub poprzez wczesne zastosowa-
nie lekédw tak, by zahamowaé rozwdj cukrzycy i przywrocic
prawidtowg tolerancje glukozy (NGT, ang. Normal Glucose
Tolerance).

Badania Diabetes Prevention Programe —DPP [19], Dia-
betes Prevention Study — DPS [20], STOP-NIDDM [21],
Malmo feasibility study [22], Da Qing Diabetes Prevention
Study [23] i inne wskazaly, ze zardwno intensywna zmia-
na stylu zycia, obejmujgca diete oraz wysitek fizyczny, jak
i whaczenie do terapii niektérych lekow przeciwcukrzyco-
wych, moze zahamowac progresje IGT do petnoobjawowej
cukrzycy. W badaniach tych sprawdzano, w jakim stopniu
wczesna interwencja chroni osoby z IGT przed zachorowa-
niem na petnoobjawowg cukrzyce. Zaleznie od badania, w
ciggu trwajacej od 2,5 do 6 lat interwencji, zaobserwowano
wynoszacg od 25 do 67% redukcje zachorowanh na petno-
objawowag cukrzyce 0s6b z nieprawidtowa tolerancjg gluko-
zy poddanych leczeniu. Co wiecej, u wielu pacjentéw taka
terapia przywrdcita normalng tolerancje glukozy — od 20
do 50% przypadkow.

Kiedy opublikowano badania, powstato pytanie: na
jak diugi czas udato sie zahamowac rozwdj choroby u
0s6b majacych wyjsciowo IGT? OdpowiedZz dostarczo-
na przez badania typu ,follow up" byta optymistyczna.
Grupa przeprowadzajgca DPS stwierdzita, ze 3 lata po
zakonczeniu czteroletniej terapii, zachorowalno$¢ na cu-
krzyce wsérod pacjentdéw poddanych wczesnej interwen-
cji byta nadal obnizona [24], a badacze przeprowadzajacy
Da Qing Diabetes Prevention Study stwierdzili, ze wérod
pacjentow z IGT poddanych szescioletniej interwencji, 14
lat po zakonczeniu badania zachorowalno$¢ na cukrzy-
ce byta nizsza 0 43% niz w grupie nie poddanej leczeniu
[25].

Celem terapii nie jest jednak tylko zatrzymanie rozwo-
ju cukrzycy, ale zwiekszenie jako$ci zycia i zahamowanie
powiktan w obrebie uktadu krazenia. Przeanalizowano
wiec losy pacjentow poddanych badaniu DPS takze pod
katem rozwoju choréb sercowo-naczyniowych i tutaj
wyniki juz nie byty tak optymistyczne. Interwencja po-
wodujaca znaczace i trwate obnizenie zachorowalnosci
na cukrzyce typu 2 wsréd populacji z IGT nie obnizy-
ta ryzyka wystgpienia chordb sercowo-naczyniowych i
zwigzanej z nimi $miertelno$ci w ciggu 10 lat po badaniu
[26]. Naukowcy zwracajg jednak uwage na to, ze zaréw-
no dobér pacjentéw, jak i projekt badania nie sprzyjaty
wykrywalnosci wptywu interwencji na choroby uktadu
kragzenia. Dyskutuje sie rowniez mozliwos$¢, iz zastoso-
wana w badaniach modyfikacja trybu zycia byta wystar-
czajaca, by zatrzymac progresje IGT do petnoobjawowej
cukrzycy, ale zbyt mata, by spowodowac redukcje ryzyka
zachorowania na choroby sercowo-naczyniowe. W celu
jednoznacznego rozstrzygniecia, czy mozna obnizy¢ ry-
zyko rozwoju choréb uktadu krgzenia u oséb z insulino-
opornos$cig potrzebne beda kolejne badania.
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BIOCHEMICZNE PODSTAWY CUKRZYCY
- MECHANIZM BLEDNEGO KOtA

Niewtasciwa regulacja stezenia glukozy we krwi oraz
wystawienie organizmu na toksyczne dziatanie glukozy i
lipidow zaczyna sie wiele lat wcze$niej zanim mozna zaob-
serwowac niewtasciwy poziom glukozy w osoczu na czczo
[4], Poczatkowo osobe cierpigcg na zaburzenia regulacji gli-
kemii charakteryzuje wyzsze od normalnego stezenie glu-
kozy po positku oraz wolniejszy jego powrét do wartosci
wyjsciowych. Przyczyng takiego stanu rzeczy jest zwykle
pojawienie sie insulinoopornosci, ale moze nig by¢ takze
niedostateczna aktywnos$é wydzielnicza komoérek [Btrzust-
ki odpowiadajagcych za dostarczanie insuliny [3,4]. Osoba
taka, nawet jesli jeszcze nie spetnia definicji osoby choru-
jacej na cukrzyce (spetnienie jednego z warunkoéw: poziom
glukozy w przypadkowym badaniu powyzej 200 mg/dl,
stezenie glukozy na czczo powyzej 125 mg/dl, wynik te-
stu OGTT 2 godz. po obcigzeniu powyzej 200 mg/dl), jest
dtuzej od zdrowej wystawiona na toksyczne dziatanie glu-
kozy. Zapoczatkowuje to mechanizm tzw. btednego kota,
polegajacy na tym, ze wysokie stezenie glukozy i zty pro-
fil lipidowy odpowiadaja nie tylko za uszkodzenie komo-
rek i rozwdj powiktan, w szczegélnosci w obszarze naczyn
krwionos$nych, ale rowniez za dalsze uszkadzanie organéw
i struktur odpowiedzialnych za regulacje poziomu glukozy
we krwi. W ten sposob poczatkowo niewielkie zaburzenie
pogtebia sie samo w cyklu, w ktérym skutek staje sie przy-
czyna: hiperglikemia i dyslipidemia (zty profil lipidow we
krwi, w szczeg6lnosci wysoki poziom triglicerydow i wol-
nych kwaséw ttuszczowych), bedace skutkami wadliwej
regulacji poziomu glukozy, sg przyczyng dalszego wzrostu
insulinoopornos$ci i uszkodzenia komorek odpowiedzial-
nych za wytwarzanie insuliny. W konsekwencji zaréwno
hiperglikemia jak i dyslipidemia pogtebiajg sie.

W pierwszym okresie rozwoju choroby organizm odpo-
wiada na zbyt wysoki poziom glukozy wzmozong produk-
cjg insuliny, w wyniku czego pojawia sie hiperinsulinemia.
Jednakze nadprodukcja insuliny, oprocz obnizenia pozio-
mu glukozy, powoduje takze adaptacje komérek docelo-
wych do wysokiego poziomu hormonu, poprzez internali-
zacje do wnetrza komaérki receptoréw odpowiedzialnych za
jego wigzanie. Ten mechanizm adaptacji do wzmozonego
bodzca w literaturze angielskojezycznej nazywany jest ter-
minem ,,downregulation”. W wyniku jego wystepowania do-
chodzi do dalszego ostabienia odpowiedzi tkanek obwodo-
wych na dziatanie insuliny. Ponadto wzmozona produkcja
insuliny w komérkach @trzustki przyczynia sie w dtuzszej
perspektywie czasowej do ich uszkodzenia, w wyniku pro-
cesu obrazowo nazywanego wyczerpaniem. Objawia sie on
rosngcym udziatem niedojrzatego hormonu w wydzielinie
oraz postepujacg $miercia komérek @trzustki.

Wysokie stezenie glukozy pojawiajgce sie po positku u
0s6b z rozwijajaca sie insulinoopornoscig wraz z wysokim
stezeniem triglicerydéw i wolnych kwaséw ttuszczowych
uszkadzajg liczne tkanki organizmu, poprzez dziatanie
szeregu mechanizmow tacznie nazywanych gluko- i lipo-
toksycznoscia, a ktore zostang przyblizone w dalszej czesci
pracy. Toksyczne dziatanie glukozy i lipidow odpowiada
nie tylko za uszkadzanie uktadu krazenia i rozwo6j powi-
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ktan, ale takze za niszczenie komorek Btrzustki, zwtaszcza
ze te ostatnie cechujg bardzo stabe mechanizmy ochrony
przed stresem oksydacyjnym generowanym w wyniku hi-
perglikemii, oraz wzrost insulinoopornosci tkanek obwodo-
wych. Choroba sama sie napedza i pogtebia. Ostatecznie,
w wyniku postepujacego uszkodzenia komorek @trzustki
produkcja insuliny u chorego spada ponizej wartosci cechu-
jacych zdrowego osobnika.

GLUKOTOKSYCZNOSC

Glukoza w wysokich stezeniach jest toksyczna. Szczegdl-
nie narazone na jej toksyczne dziatanie sg komarki, ktdre
pobierajg glukoze z udziatem transporterow niezaleznych
od obecnosci insuliny, takie jak komorki srédbtonka naczy-
niowego i komérki @trzustki. W komdrkach tych transport
glukozy zalezy tylko od rdznicy stezen w poprzek biony
plazmatycznej komorki. Dlatego stezenie glukozy w tych
komorkach w czasie hiperglikemii jest wysokie.

Istniejg cztery hipotezy wyjasniajace toksyczne dziatanie
glukozy, ktére odpowiada za towarzyszace cukrzycy pato-
logiczne zmiany. Sg to: a) aktywacja szlaku polioli, b) nagro-
madzanie sie zaawansowanych produktéw glikacji (AGE),
c) aktywacja izoform kinazy biatkowej C (PKC), d) groma-
dzenie sie heksozoamin. Kazdy z tych szlakow bierze swdj
poczatek w nagromadzajgcych sie w warunkach cukrzycy
metabolitach posrednich glikolizy i kazdy po czesci odpo-
wiada za powiktania cukrzycowe, cho¢ najwiecej uwagi po-
$wieca sie obecnie tworzeniu zaawansowanych produktéow
glikacji oraz aktywacji izoform kinazy biatkowej C.

Pierwszym etapem szlaku polioli jest redukcja glukozy
do sorbitolu, katalizowana przez reduktaze aldozowag, cze-
mu towarzyszy utlenianie NADPH do NADPL Sorbitol jest
utleniany przez dehydrogenaze sorbitolowg (SDH) do fruk-
tozy, przy jednoczesnej redukcji NAD+do NADH [27], W
wyniku nasilenia tych reakcji w komdrce dochodzi do aku-
mulacji NADH, co powoduje hamowanie aktywnosci dehy-
drogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego iwzrost stezenia
fosfodihydroksyacetonu, przeksztatcanego w aktywujacy
PKC diacyloglicerol [28]. Nagromadzenie NADH powodu-
je takze ,przecigzenie” tancucha oddechowego i produkcje
reaktywnych form tlenu (RFT) w mitochondriach [29]. We-
wnatrzkomérkowa akumulacja sorbitolu podnosi takze ci-
$nienie osmotyczne [28], a zuzywanie NADPH w pierwszej
reakcji szlaku powoduje brak sity redukcyjnej potrzebnej do
odtwarzania zredukowanej formy glutationu (GSH), co za-
burza potencjat oksydoredukcyjny komaorki i przyczynia sie
do zwiekszenia stresu oksydacyjnego, zwtaszcza w warun-
kach wzmozonej produkcji reaktywnych form tlenu [27]. W
cukrzycy nawet 33% glukozy moze wchodzi¢ w ten szlak
[28].

WYTWARZANIE AGE

Proces glikacji czyli nieenzymatycznego przytaczania
czgsteczki cukru do czasteczki biatka lub lipidu oraz pro-
dukty przemian tak powstatych nowych czgsteczek odgry-
wajg olbrzymig role w powstawaniu przewlektych powi-
ktan cukrzycowych. Sam fakt przytaczenia reszt cukrowych
do makromolekut wptywa na ich funkcje, ale patologiczne

Postepy Biochemii 57 (2) 2011

zmiany zwigzane z wytwarzaniem zaawansowanych pro-
duktow glikacji siegaja znacznie gtebiej. Odpowiadajg one
bowiem w duzym stopniu za zwezanie $wiatta naczynia
poprzez unieruchamianie w warstwie podsrodbtonkowej
rozpuszczalnych lipoprotein o niskiej gestosci (LDL) [30],
kumulowanie biatek osocza, uwiezienie immunoglobuliny
G [31], zmniejszenie produkcji NO [32], wywotywanie prze-
puszczalno$ci naczyn poprzez oddziatywanie ze specyficz-
nymi receptorami wigzagcymi AGE, tzw. RAGE [33] oraz
sprzyjajacy miazdzycy wzrost syntezy VCAM-1 (czasteczka
adhezyjna komdrek $rédbtonka), liganda dla makrofagdw,
co powoduje wzrost stresu oksydacyjnego [34],

AKTYWACJA PKC

Wzrost stezenia fosfodihydroksyacetonu umozliwia
przeksztatcanie go w glicerolo-3-fosforan, ktéry ulega prze-
mianie w diacyloglicerol, aktywator izoform kinazy biatko-
wej C. Aktywacja PKC powoduje zmiany w poziomie syn-
tezy licznych biatek majacych Scisty zwigzek z patologicz-
nymi zmianami w obrebie naczyn krwiono$nych. Niektdre
ze zmian to: spadek syntezy eNOS ($r6dbtonkowej syntazy
NO) i wzrost syntezy endoteliny ET-1, co prowadzi do za-
burzen przeptywu krwi; wzrost syntezy VEGF (naczynio-
wego czynnika wzrostu $rédbtonka), powodujacy wzrost
przepuszczalno$ci naczyn i angiogeneze; wzrost syntezy
TGF-[3 (czynnika martwicy nowotworu), prowadzacy do
wzrostu ilosci kolagenu i fibronektyny, a w konsekwencji
do zatorow w naczyniach wlosowatych; wzrost syntezy
PAI-1 (inhibitora aktywatora plazminogenu) co przyczynia
sie do spadku fibrynolizy i zwieksza tendencje do tworze-
nia zatorow; wzrost syntezy czynnika transkrypcyjnego
NF-kB odpowiedzialnego za wyrazanie licznych gendw
prozapalnych oraz wzrost ekspresji genu oksydazy NAD(P)
H, co zwieksza produkcje reaktywnych form tlenu i stres
oksydacyjny [35].

Za aktywacje szlaku heksozoamin odpowiedzialna jest
akumulacja fruktozo-6-fosforanu, ktéry przeksztatcany jest
do glukozamino-6-fosforanu przez aminotransferaze gluta-
mina:fruktozo-6-fosforan (GFAT). Zwigzek ten jest prekurso-
rem UDP-N-acetyloglukozoaminy, uczestniczacej w syntezie
proteoglikanéw. N-acetyloglukozoamina jest dotgczana do
czynnikow transkrypcyjnych, powodujac zmiany w ekspresji
gendw, miedzy innymi wzrost produkcji TGF-P [28], Wszyst-
kie z wymienionych patogennych szlakéw sa aktywowane
przez wzrost stezenia réznych posrednikéw glikolizy. Liczne
badania wskazuja, ze za akumulacje posrednikow glikolizy
w cukrzycy odpowiada hamowanie jednego z kluczowych
enzymow tego szlaku, dehydrogenazy aldehydu 3-fosfogli-
cerynowego. Mozna zatem gtéwne szlaki metaboliczne, wy-
wotujgce patologiczne zmiany w cukrzycy, sprowadzi¢ do
jednego zdarzenia metabolicznego.

Uwaza sie, ze za spadek aktywnosci dehydrogenazy gli-
ceroaldehydo-3-fosforanowej posrednio odpowiada wzmo-
zona produkcja anionorodnika ponadtlenkowego, do ktorej
dochodzi w mitochondriach w warunkach cukrzycy. Wzrost
ilosci glukozy metabolizowanej w glikolizie i dalej w cyklu
Krebsa powoduje duzg podaz NADH i FADH2. Ponadto,
cukrzycy towarzyszy zwykle podniesiony poziom dtu-
gotancuchowych acylo-CoA, ktére w wyniku p-oksydacji
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rowniez sg zrodtem NADH i FADHr Podniesiony poziom
wewnatrzkomoérkowego stezenia tych czgsteczek powoduje
wzrost podazy elektrondw na tancuch oddechowy i wzrost
potencjatu btony mitochondrialnej. Po przekroczeniu pew-
nej wartosci potencjatu, ubichinon w tancuchu oddecho-
wym nie przekazuje elektrondw na cytochrom c, ale na
tlen czgsteczkowy i powstaje bardzo reaktywna czgsteczka
RFT, anionorodnik ponadtlenkowy [36]. Akumulacja acy-
lo-CoA moze réwniez byé przyczyng hamowania nosnika
nukleotydow adenylowych (ANT) w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej, co powoduje spadek mitochondrialnego
stezenia ADP. Prowadzi to do zahamowania tafAcucha od-
dechowego, a tym samym zwieksza powstawanie aniono-
rodnika ponadtlenkowego w opisanym poprzednio mecha-
nizmie [37]. Elementem #3czacym hamowanie aktywnosci
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego ze wzmo-
zong produkcjg anionorodnika ponadtlenkowego jest poli
ADP-rybozylacja enzymu przez polimeraze poli(ADP)ry-
bozylowg (PARP), aktywowang w warunkach pojawiania
sie powodowanych przez reaktywne formy tlenu uszko-
dzen DNA [36],

Wymienione szlaki metaboliczne odpowiadajace za
rozwéj powiktan cukrzycowych przyczyniaja sie rowniez
do wzrostu stresu oksydacyjnego. Anionorodnik ponad-
tlenkowy poprzez wywotane swa obecnoscig uszkodze-
nia powoduje wzrost swojego wytwarzania. W ten sposob
powstajacy w warunkach cukrzycy i zwiekszonej podazy
rownowaznikéw redukujacych anionorodnik ponadtlen-
kowy, odpowiada za spadek aktywnosci dehydrogenazy
aldehydu 3-fosfoglicerynowego, akumulacje posrednikow
glikolizy oraz dalsze uszkodzenia funkcji mitochondriow.
Mozemy zatem dostrzec mechanizm btednego kota takze
na tym poziomie regulacyjnym. Mitochondria sg nie tylko
zrodtem powstajacych w nich reaktywnych form tlenu, ale
takze najblizej potozonym celem ataku tych wysoce reak-
tywnych czasteczek. Uszkodzenia mtDNA oraz struktury
bton przez reaktywne formy tlenu moze powodowac upo-
Sledzenie funkcji tych organelli i dalszy wzrost wytwarza-
nia reaktywnych form tlenu. Sugerowano, ze uszkodzenia
mitochondri6w moga powodowaé progresje powikian
mimo normalizacji poziomu glukozy oraz tzw. pamie¢ o
hiperglikemii [28].

LIPOTOKSYCZNOSC

Nieprawidtowy profil lipidow, to obok podniesionego
poziomu glukozy, kolejny toksyczny stan towarzyszacy
cukrzycy. Z jednej strony przyczynia on sie do rozwoju
choréb uktadu krazenia, a z drugiej, poprzez wysokie ste-
zenie triglicerydéw oraz wolnych kwasoéw ttuszczowych,
powoduje rozwdj insulinoopornosci. Juz 1963 roku Randl
i wsp. zaproponowali mechanizm nazywany dzi$ cyklem
Randla, wg. ktérego metabolizm komérek, narzaddéw i
catych organizmow nastawia sie na zwiekszenie wyko-
rzystania jednego z dwoch substratéw energetycznych:
glukozy lub kwaséw ttuszczowych w zalezno$ci od tego,
ktéry z nich jest dostepny w nadmiarze. Duza dostepnosé
wolnych kwaséw ttuszczowych hamuje glikolize i sty-
muluje odktadanie zapaséw glukozy w postaci glikoge-
nu. W czasie utleniania kwasow ttuszczowych dochodzi
do krdtkotrwatego hamowania transportu glukozy do
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wnetrza komorki oraz obnizenia aktywnos$ci heksokina-
zy, fosfofruktokinazy i dehydrogenazy pirogronianowej.
Najsilniej hamowana jest aktywno$¢ dehydrogenazy pi-
rogronianowej w wyniku wzrostu stosunku stezenia ace-
tyloCoA do CoA i NADH do NAD+w mitochondriach, w
warunkach intensywnie zachodzacej p-oksydacji dtugo-
tancuchowych kwasdw ttuszczowych. Nastepnie docho-
dzi do wzrostu stezenia cytrynianu, ktéry hamuje aktyw-
no$¢ fosfofruktokinazy-1, co powoduje dalszg akumula-
cje glukozo-6-fosforanu i w konsekwencji zahamowanie
aktywnosci heksokinazy [38]. Obecnie uwaza sig, ze cykl
Randla dziata nie tylko na drodze krdtkotrwatej alloste-
rycznej modulacji aktywnosci enzymatycznej, ale row-
niez na poziome zmiany ekspresji genow. Diugotrwata
obfitos¢ wolnych kwasow ttuszczowych powoduje zatem
zmniejszenie wyrazania enzymow glikolitycznych [39].
A zatem, w warunkach cukrzycy, nadmierna dostepnos$¢
dtugotancuchowych kwaséw ttuszczowych zmniejsza
szybko$¢ przetwarzania glukozy tym samym przyczynia-
jac sie do wzrostu insulinoopornos$ci tkanek oraz wzrostu
stezenia cukru we krwi.

Cykl Randla nie wyczerpuje jednak pojecia lipotok-
syczno$ci w warunkach cukrzycy. Nowsze badania wy-
raznie wskazujg, ze dtugotancuchowe kwasy ttuszczowe
odpowiadajg za zaburzenie wewnatrzkomoérkowego prze-
twarzania sygnalu pobudzenia receptora insulinowego.
Zwiazanie insuliny przez podjednostke a receptora insu-
linowego powoduje autofosforylacje kilku reszt tyrozy-
nowych wewnatrzkomérkowej czesci podjednostki. Tak
aktywowany receptor katalizuje fosforylacje substratow
cytosolowych odpowiedzialnych za przewodzenie sygna-
tu do wnetrza komérki i wywotanie efektu. W wiekszosci
komorek gtéwnym substratem receptora jest biatko cyto-
solowe zwane IRS, do ktérego przytaczajg sie inne biatka
wyposazone w domene SH2 [40], w szczeg6lnosSci kina-
za 3-fosfatydyloinozytolowa, ktérej aktywacja powoduje
wzrost poziomu fosfatydyloinozytolo-3,4-bisfosforanu
(PIP2) i fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforanu (PIP3).
Wzrost stezenia PIP3 aktywuje kinaze 1 zalezng od fos-
foranéw fosfatydyloinozytolu, ktéra fosforyluje Kkinaze
biatkowg B (inaczej nazywang kinazg Akt) i atypowa ki-
naze biatkowg C (aPKC). W miegéniach i tkance ttuszczo-
wej aktywacja kinazy biatkowej B powoduje translokacje
transporteréw glukozy (GLUT-4) do btony komérkowej i
wzrost pobierania cukru do wnetrza komorki. Kinaza biat-
kowa B w komorkach tkanek odktadajacych glikogen, ta-
kich jak miesnie i watroba, inaktywuje kinaze syntazy gli-
kogenu-3 (GSK-3) przez fosforylacje, tym samym znoszac
hamowanie syntazy glikogenowej i promujac wytwarza-
nie glikogenu [41]. IRS przy udziale nieenzymatycznych
biatek adaptorowych takich jak Grb-2 moze aktywowac
grupe kinaz serynowych MAP oraz biatka Ras. Aktywacja
tych biatek odpowiada prawdopodobnie za wptyw insuli-
ny na procesy komoérkowe takie jak mitoza, synteza biatek,
wzrost i réznicowanie komorek [40],

Opisane szlaki przekazywania sygnatu mogg by¢ za-
burzane przez duzag podaz diugotaricuchowych wolnych
kwaséw ttuszczowych. Ich obecnos¢ w komérkach miesni
i watroby, zwitaszcza przy obnizonej aktywnosci oddecho-
wej mitochondriow, ktdra wydaje sie by¢ czestym objawem
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rozwijajacej sie insulinoopornosci, prowadzi do wewnatrz-
komérkowej akumulacji acylo-CoA i diacyloglicerolu, co
powoduje aktywacje izoform kinazy biatkowej C. W ko-
morkach miesni PKC fosforyluje reszty serynowe w kluczo-
wych miejscach IRS, blokujac fosforylacje reszt tyrozyny. W
ten sposob bezposrednio zapobiega aktywacji kinazy 3-fos-
fatydyloinozytolowej i dalszemu przekazywaniu sygnatu.
W efekcie nie dochodzi ani do translokacji transporterow
glukozy GLUT4 do btony komorkowej, ani do zniesienia
hamowania syntezy glikogenu. W watrobie podobna akty-
wacja PKC prowadzi do fosforylacji receptora insulinowe-
go blokujac autofosforylacje jego reszt tyrozynowych. W
przypadku tych komérek brak aktywacji kinazy biatkowej
B, nie zmienia dostepnosci transporterow glukozy na po-
wierzchni komérek, ale podobnie jak ma to miejsce w ko-
morkach miesni, nie dochodzi do zniesienia hamowania
syntezy glikogenu w wyniku inaktywacji kinazy syntazy
glikogenowej-3 (GSK-3) [42], Ponadto spadek aktywnosci
kinazy Akt zmniejsza w watrobie stopien fosforylacji biatka
FOXO (ang.forkhead box protein O), co powoduje jego wejscie
do jadra komdrkowego, gdzie jako czynnik transkrypcyjny
stymuluje synteze enzymow biorgcych udziat w glukone-
ogenezie. W warunkach spadku aktywnosci Akt dochodzi
do wzrostu produkcji glukozy w watrobie w warunkach
cukrzycy iinsulinoopornosci [42,43],

PODSUMOWANIE

Zmiany w stylu zycia populacji ludzkich spowodowa-
ty na Swiecie epidemie cukrzycy, ktdra znaczaco obniza
jakos¢ zycia osob na nig cierpigcych jak i jest przyczyng
licznych zgonow. W wiekszosci przypadkéw sa one spo-
wodowane powiktaniami w p6znym stadium choroby
typu mikro- i makroangiopatii, takimi jak zawat serca,
udar, krancowa niewydolno$¢ nerek. Diugoterminowe
badania kliniczne pozwolity okresli¢, ze za powiktania
cukrzycowe oraz postep choroby odpowiada toksyczne
dziatanie glukozy, i ze w terapii celowe jest agresywne
dazenie do przywréocenia witasciwego stezenia glukozy
we krwi. Dalsze badania podkreslity role hiperglikemii
popositkowej jako waznego mechanizmu patogennego,
odpowiadajgcego za uszkodzenia naczyn krwionosnych
na wcze$niejszych etapach rozwoju zaburzenia metabo-
lizmu cukréw, jeszcze na etapie trwania stanu przedcu-
krzycowego, charakteryzujgcego sie rosnacg insulino-
opornoscig tkanek obwodowych. Badania te sugeruja
potrzebe wczes$niejszego uchwycenia defektu metabo-
lizmu cukréw i rozwiniecie terapii polegajacej na zapo-
biegnieciu rozwojowi cukrzycy. Istotno$¢ zapobiegania
jest pokreslona przez fakt, ze cukrzyca jest chorobg, ktora
rozwija sie w mechanizmie btednego kota, pojawienie sie
niewtasciwej tolerancji na glukoze, uruchomi mechani-
zmy powodujace pogtebianie sie choroby. Z tej przyczy-
ny, badania kliniczne w ostatnich latach koncentrowaty
sie na mozliwo$ci zahamowania progresji stanu przed-
cukrzycowego do petnoobjawowej cukrzycy. Ich wy-
niki z punktu widzenia zatrzymania rozwoju cukrzycy
mozna by okresli¢ jako bardzo optymistyczne — wcze-
sna interwencja u os6b z niewtasciwg tolerancjg glukozy
skutecznie zapobiega rozwojowi cukrzycy. Niestety na
obecnym etapie nie udato sie wykazaé, ze tak zahamo-
wana progresja IGT do petnoobjawowej cukrzycy, zre-
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dukowata zapadalno$é na choroby sercowo-naczyniowe
(CVD), a wtasnie zapobiezenie rozwojowi tych chordb
jest nadrzednym celem w terapii. Moze to wynika¢ z ma-
tej specyficznosci przeprowadzonych badan w kierunku
wykrycia wptywu interwencji na zdarzenia sercowo-na-
czyniowe lub z niedostatecznej modyfikacji trybu zycia
0s6b badanych. Niestety moze tez sugerowac, ze na eta-
pie niewtasciwej tolerancji na glukoze interwencja jest juz
spozniona. W Swietle tych badan, cukrzyca jawi sie dzi$
jako koncowy etap schorzenia, ktre rozpoczyna sie wiele
lat wczes$niej, i ze celowa jest jak najwczesniejsza diagno-
za wadliwego metabolizmu cukrdw irozpoczecie dziatan
terapeutycznych.

Badania biochemiczne dostarczyty wielu odpowiedzi
na pytania dotyczace mechanizmoéw odpowiedzialnych za
toksyczne dziatanie wysokich stezen glukozy oraz poka-
zaly, ze jednym z gtéwnych miejsc, z ktérego zrodia swe
biorg ciggi patologicznych przemian odpowiadajgce za
powiktania naczyniowe i progresje choroby sg mitochon-
dria. Nadmierna podaz glukozy i wolnych kwaséw ttusz-
czowych wspodlnie przyczyniajg sie do wzrostu produkcji
bardzo aktywnej czasteczki RFT —anionorodnika ponad-
tlenkowego. Reszty acylo-CoA hamujg réwniez transloka-
ze nukleotydéw adenylowych, w ten sposéb zwiekszajac
produkcje anionorodnika ponadtlenkowego. Czasteczka
ta nie tylko uszkadza struktury komérkowe, ale rowniez
powoduje hamowanie aktywnosci dehydrogenazy aldehy-
du 3-fosfoglicerynowego, czego skutkiem jest akumulacja
posrednikéw glikolizy i nasilenie szlakow metabolicznych
odpowiedzialnych za rozwdj powiktan cukrzycowych. Po-
nadto, wysokie stezenie triglicerydow przektadajace sie na
wysokie stezenie acylo-coA wewngtrz komérek, hamuje
wykorzystywanie glukozy jako substratu energetycznego.
Prowadzi to do zmniejszenia aktywnosci i ilosci enzymow
glikolitycznych (cykl Randla) oraz, w wyniku aktywacji
PKC, do hamowania szlaku sygnatowego przekazujace-
go informacje o pobudzeniu receptora insulinowego. W
konsekwencji dochodzi do ostabienia pobierania gluko-
zy przez tkanki obwodowe, obnizenia syntezy glikogenu
oraz braku nalezytego hamowania glukoneogenezy przy
obfitosci cukru w ustroju.

Liczne badania prowadzone na ludziach i zwierzetach
pokazujg, ze u osobnikéw otytych i chorych na cukrzyce
dochodzi do zaburzenia funkcji mitochondriow. Migs$nie
szkieletowe osob otytych i diabetykdw majg mniejsze mi-
tochondria o stabiej wyksztatconych grzebieniach [44],
Stwierdzono réowniez zredukowang liczbe mitochondriow
w adipocytach myszy cukrzycowych db/db, za$§ u myszy
otytych zmniejszong wielko$¢ mitochondriéw w tych ko-
morkach [45]. Liczne badania wskazujg rdwniez, ze u osob-
nikdw chorych na cukrzyce dochodzi do spadku ilosci wielu
biatek mitochondrialnych oraz do ograniczenia wydajnosci
utleniania substratow energetycznych w tych organellach.
Skuteczna walka z cukrzycag wymaga przerwania opisa-
nego btednego kota w rozwoju choroby. Aby to uczynié
potrzebna jest wczes$niejsza detekcja nieprawidtowosci w
metabolizmie cukréw, zaostrzenie kryteriéw definiowania
zaburzenia oraz wczesna interwencja. Pozyteczne bytoby
rownie pojawienie sie lekow poprawiajacych i ostaniajacych
funkcje mitochondriéw.

197



PISMIENNICTWO

1

10.

11

12.

13.

14.

15.

1

17.

18.

19.

20.

o

American Diabetes Association (2000) Implications of the United
Kingdom Prospective Diabetes Study. Diabetes Care. Suppl 1: S27-S31

American Diabetes Association (2011) National Diabetes Fact Sheet
N°312 url http://www.diabetes.org/diabetes-basics/diabetes-stati-
stics/

Abdul-Ghani MA, Tripathy D, DeFronzo RA (2006)Contributions of
beta-cell dysfunction and insulin resistance to the pathogenesis of im-
paired glucose tolerance and impaired fasting glucose. Diabetes Care
29:1130-1139

Del Prato S (2009) Role of glucotoxicity and lipotoxicity in the patho-
physiology of Type 2 diabetes mellitus and emerging treatment strate-
gies. Diabet Med 26:1185-1192

Berg JM, Tymoczko JL, Stryer L (2005) Biochemia. Wydawnictwo Na-
ukowe PWN, Warszawa, str. 426

Berg JM, Tymoczko JL, Stryer L (2005) Biochemia. Wydawnictwo Na-
ukowe PWN, Warszawa, str. 858-859

Cusi K (2010) The role of adipose tissue and lipotoxicity in the patho-
genesis of type 2 diabetes. Curr Diab Rep 10: 306-315

Flegal KM, Carroll MD, Ogden CL, Curtin LR (2010) Prevalence and
trends in obesity among US adults, 1999-2008. JAMA 303: 235-241

WHO Diabetes, Fact sheet N°312 January 2011 http://www.who.int/
mediacentre/factsheets/fs312/en/

Centers for Disease control and Prevention. National diabetes fact
sheet: national estimates and general information on diabetes and pre-
diabetes in the United States, 2011. Atlanta, GA: U.S. Department of
Health and Human Services, Centers for Disease Control and Preven-
tion, 2011

The Diabetes Control and Complications Trial Research Group (1993)
The effect of intensive treatment of diabetes on the development and
progression of long-term complications in insulin-dependent diabetes
mellitus. N Engl J Med 329: 977-986

Genuth S, Eastman R, Kahn R, Klein R, Lachin J, Lebovitz H, Nathan
D, Vinicor F; American Diabetes Association (2003) Implications of the
United kingdom prospective diabetes study. Diabetes Care Suppl 1:
S28-32

de Vegt F, Dekker JM, Ruhe HG, Stehouwer CD, Nijpels G, Bouter
LM, Heine RJ (1999) Hyperglycaemia is associated with all-cause and
cardiovascular mortality in the Hoorn population: the Hoorn Study.
Diabetologia 42: 926-931

Barzilay JI, Spiekerman CF, Wahl PW, Kuller LH, Cushman M, Fur-
berg CD, Dobs A, Polak JF, Savage PJ (1999) Cardiovascular disease in
older adults with glucose disorders: comparison of American Diabetes
Association criteria for diabetes mellitus with WHO criteria. Lancet
354: 622-625

Hanefeld M, Fischer S, Julius U, Schulze J, Schwanebeck U, Schmechel
H, Ziegelasch HJ, Lindner J (1996) Risk factors for myocardial infarc-
tion and death in newly detected NIDDM: the Diabetes Intervention
Study, 11-year follow-up. Diabetologia 39:1577-1583

Donahue RP, Abbott RD, Reed DM, Yano K (1987) Postchallenge glu-
cose concentration and coronary heart disease in men of Japanese an-
cestry. Honolulu Heart Program. Diabetes 36: 689-692

Lowe LP, Liu K, Greenland P, Metzger BE, Dyer AR, Stamler J (1997)
Diabetes, asymptomatic hyperglycemia, and 22-year mortality in
black and white men. The Chicago Heart Association Detection Project
in Industry Study. Diabetes Care 20:163-169

The DECODE study group on behalf of the Europe an Diabetes Epide-
miology Group (1999) Glucose tolerance and mortality: comparison of
WHO and American Diabetic Association diagnostic criteria. Lancet
354: 617-621

Knowler WC, Barrett-Connor E, Fowler SE, Hamman RF, Lachin
JM, Walker EA, Nathan DM; Diabetes Prevention Program Research
Group (2002) Reduction in the incidence of type 2 diabetes with lifest-
yle intervention or metformin. N Engl J Med 346: 393-403

Tuomilehto J, Lindstrom J, Eriksson JG, Valle TT, Hamalainen H,
llanne-Parikka P, Keinanen-Kiukaanniemi S, Laakso M, Louheranta
A, Rastas M, Salminen V, Uusitupa M; Finnish Diabetes Prevention

198

Study Group (2001) Prevention of type 2 diabetes mellitus by changes
in lifestyle among subjects with impaired glucose tolerance. N Engl J
Med 344:1343-1350

Chiasson JL, Josse RG, Gomis R, Hanefeld M, Karasik A, Laakso M;
STOP-NIDDM Trail Research Group (2002) Acarbose for prevention
of type 2 diabetes mellitus: the STOP-NIDDM randomised trial. Lan-
cet 359: 2072-2077

Eriksson KF, Lindgarde F (1991) Prevention of type 2 (non-insulin-
dependent) diabetes mellitus by diet and physical exercise. The 6-year
Malmo feasibility study. Diabetologia 34: 891-898

23. Pan XR, LiGW, Hu YH, Wang JX, Yang WY, An ZX, Hu ZX, LinJ, Xiao
JZ, Cao HB, Liu PA, Jiang XG, Jiang YY, Wang JP, Zheng H, Zhang H,
Bennett PH, Howard BV (1997) Effects of diet and exercise in preven-
ting NIDDM in people with impaired glucose tolerance. The Da Qing
IGT and Diabetes Study. Diabetes Care 20:537-544

24. Lindstrom J, llanne-Parikka P, Peltonen M, Aunola S, Eriksson JG,
Hemio K, Hamalainen H, Harkonen P, Keinanen-Kiukaanniemi S, La-
akso M, Louheranta A, Mannelin M, Paturi M, Sundvall J, Valle TT,
Uusitupa M, Tuomilehto J; Finnish Diabetes Prevention Study Group.
(2006) Sustained reduction in the incidence of type 2 diabetes by life-
style intervention: follow-up of the Finnish Diabetes Prevention Stu-
dy. Lancet 368:1673-1679

25. Li G, Zhang P, Wang J, Gregg EW, Yang W, Gong Q, Li H, Li H, Jiang
Y, An Y, Shuai Y, Zhang B, Zhang J, Thompson TJ, Gerzoff RB, Roglic
G, Hu Y, Bennett PH (2008) The long-term effect of lifestyle interven-
tions to prevent diabetes in the China Da Qing Diabetes Prevention
Study: a 20-year follow-up study. Lancet 371:1783-1789

26. Uusitupa M, Peltonen M, Lindstrom J, Aunola S, llanne-Parikka P,
Keinanen-Kiukaanniemi S, Valle TT, Eriksson JG, Tuomilehto J; Fin-
nish Diabetes Prevention Study Group (2009) Ten-year mortality and
cardiovascular morbidity in the Finnish Diabetes Prevention Study —
secondary analysis of the randomized trial. PLoS One 4: e5656

. Feener EP, King GL (1997) Vascular dysfunction in diabetes mellitus.
Lancet 350 Suppl 1: S19-S13

28. Brownlee M (2001) Biochemistry and molecular cell biology of diabetic
complications. Nature 414: 813-820

29. Cosentino F, Luscher TF (1998) Endothelial dysfunction in diabetes
mellitus. J Cardiovasc Pharmacol 32 Suppl 3: S54-61

30. Vlassara H, Bucala R, Striker L (1994) Pathogenic effects of advanced
glycosylation: biochemical, biologic, and clinical implications for dia-
betes and aging. Lab Invest 70:138-151

. Gugliucci A (2000) Glycation as the glucose link to diabetic complica-
tions. J Am Osteopath Assoc 100: 621-634

32. Bucala R, Tracey KJ, Cerami A (1991) Advanced glycosylation pro-
ducts quench nitric oxide and mediate defective endothelium-depen-
dent vasodilatation in experimental diabetes. J Clin Invest 87:432-438

33. Esposito C, Gerlach H, Brett J, Stem D, Vlassara H (1989) Endothelial
receptor-mediated binding of glucose-modified albumin is associated
with increased monolayer permeability and modulation of cell surface
coagulant properties. J Exp Med 170:1387-1407

34. Schmidt AM, Hori O, Chen JX, LiJF, Crandall J, Zhang J, Cao R, Yan
SD, Brett J, Stem D (1995) Advanced glycation endproducts interac-
ting with their endothelial receptor induce expression of vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1) in cultured human endothelial cells
and in mice. A potential mechanism for the accelerated vasculopathy
of diabetes. J Clin Invest 96:1395-1403

35. Geraldes P, King GL (2010) Activation of protein kinase C isoforms
and its impact on diabetic complications. Circ Res 106:1319-1331

36. Brownlee M (2005) The pathobiology of diabetic complications: a uni-
fying mechanism. Diabetes 54:1615-1625

37. Bakker SJ, 1Jzerman RG, Teerlink T, Westerhoff HV, Gans RO, Heine
RJ (2000) Cytosolic triglycerides and oxidative stress in central obesity:
the missing link between excessive atherosclerosis, endothelial dys-
function, and beta-cell failure? Atherosclerosis 148:17-21

38. Hue L, Taegtmeyer H (2009) The Randle cycle revisited: a new head
for an old hat. Am J Physiol Endocrinol Metab 297: E578-591

2

=

2

N

2

BNy

3

g

www.postepybiochemii.pl


http://www.diabetes.org/diabetes-basics/diabetes-stati-
http://www.who.int/
http://www.postepybiochemii.pl

39. Xiao J, Gregersen S, Kruhoffer M, Pedersen SB, Omtoft TF, Herman- 43. Savage DB, Choi CS, Samuel VT, Liu ZX, Zhang D, Wang A, Zhang

sen K (2001) The effect of chronic exposure to fatty acids on gene XM, Cline GW, Yu XX, Geisler JG, Bhanot S, Monia BP, Shulman Gl

expression in clonal insulin-producing cells: studies using high densi- (2006) Reversal of diet-induced hepatic steatosis and hepatic insulin

ty oligonucleotide microarray. Endocrinology 142: 4777-4784 resistance by antisense oligonucleotide inhibitors of acetyl-CoA carbo-
40. Schmitz-Peiffer C (2000) Signalling aspects of insulin resistance in ske- xylases 1and 2. J Clin Invest 116:817-824

letal muscle: mechanisms induced by lipid oversupply. Cell Signal 12: 44. Kelley DE, He J, Menshikova EV, Ritov VB (2002) Dysfunction of mi-

583-594 tochondria in human skeletal muscle in type 2 diabetes. Diabetes 51:
41. Morino K, Petersen KF, Shulman Gl (2006) Molecular mechanisms of 2944-2950

insulin resistance in humans and their potential links with mitochon- 45. Choo HJ, Kim JH, Kwon OB, Lee CS, Mun JY, Han SS, Yoon YS, Yoon

drial dysfunction. Diabetes 55 Suppl 2: S9-S15 G, Choi KM, Ko YG (2006) Mitochondria are impaired in the adipocy-
42. Accili D, Arden KC (2004) FoxOs at the crossroads of cellular metabo- tes of type 2 diabetic mice. Diabetologia 49: 784-791

lism, differentiation, and transformation. Cell 117:421-426

Diabetes as the challenge to 21 century medicine —insights
from clinical and biochemical investigations
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ABSTRACT

The lifestyle changes characteristic to the second half of the 20 century, have evoked diabetes epidemic which drastically impairs the quality
of life and is the underling cause of many demises, the most of which are related to the long term complications of the disease. Clinical inve-
stigations have established that gluco- and lipotoxicity are responsible for the progression and complications of diabetes and underscored the
role of postprandial hypoglycemia in the pathogenesis of the disease. In recent years the clinical investigations were exploring the possibility
of stopping the progression of *prediabetic’ state to overt diabetes, which is reveled as the late stage of a metabolic disorder which begins
many years earlier and has deleterious effects on health. Biochemical investigations have revealed a large number of mechanisms responsible
for the toxicity of high glucose and lipid concentrations, and pointed to mitochondria as the meeting place of pathogenic metabolic pathways.
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STRESZCZENIE

Poczatek XXI wieku to postepujaca ,,epidemia™ chronicznych chor6b metabolicznych i
choréb uktadu krazenia, ktére kojarzone sg ze zjawiskiem opornosci na insuline ko-
morek i tkanek obwodowych, watroby, miesni czy tkanki ttuszczowej. Sytuacje pogarsza
fakt, ze insulinooporno$é¢, ktéra wyprzedza petnoobjawowa cukrzyce typu 2 o wiele lat,
jest trudna do wykrycia, a technika bedaca ,,ztotym standardem' w pomiarze odpowiedzi
tkanek na insuling — klamra hiperinsulinemiczna normoglikemiczna — jest ze wzgle-
dow praktycznych niemozliwa do stosowania w badaniach przesiewowych. Pogorszona
odpowiedz na insuline to pierwszy etap btednego kota, w ktérym stabo reagujace na
hormon komoérki zmuszajg trzustke do wydzielania wigkszych ilosci insuliny, co stop-
niowo czyni je coraz bardziej opornymi na dziatanie tego hormonu. Obecnie funkcjonuja
dwie podstawowe hipotezy wyjasniajace przyczyny insulinoopornosci. Pierwsza z nich
przypisuje kluczowa role gromadzeniu sie lipidow w komérkach miesni i watroby. W
drugiej, najistotniejsza wydaje sie kumulacja lipidéw w adipocytach i rozwijajacy sie
lokalnie chroniczny stan zapalny spowodowany przerostem tkanki ttuszczowej.

WPROWADZENIE - OTYLOSC, CUKRZYCA I INSULINOOPORNOSC

Jednymi z najpowazniejszych problemoéw zdrowotnych, z jakimi boryka
sie ludzko$¢ w epoce post-industrialnej sg cukrzyca i otyto$¢. Zmiana nawy-
kow zywieniowych oraz trybu zycia doprowadzity do rozpowszechnienia
sie zaburzen metabolicznych niemal na skale epidemii, i to nie tyko w kra-
jach wysoko rozwinietych, ale rowniez w ubozszych regionach swiata. We-
dtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHOQO) w 2005 roku 1,6 miliar-
da ludzi powyzej 15 roku zycia miato nadwaga, a okoto 400 milionéw byto
otytych. Przewidywania WHO na najblizsze lata sg bezlitosne: do 2015 roku
liczba ludzi z nadwaga wzrosnie do ponad dwdéch miliardow a otytych be-
dzie blisko 700 milionéw. Bioragc pod uwage szacunki Organizacji Narodow
Zjednoczonych (ONZ) dotyczace liczebnosci ludzkiej populacji na Swiecie
w 2015 roku (okoto 7,3 miliarda), nie trudno jest policzy¢, ze ponad 40% tej
populacji bedzie narazone na powiktania zdrowotne bedgce konsekwencjg
nadwagi i otytosci.

Do najpowazniejszych konsekwencji zdrowotnych wynikajacych ze ziej
diety i nieprawidtowego trybu zycia nalezy grupa schorzen okres$lanych
czesto wspolnym mianem zespotu metabolicznego [1]. Termin ten nie ma
co prawda jednoznacznej definicji, niemniej mozna postuzy¢ sie kryterium
WHO z 1991 roku, wedtug ktérego zesp6t metaboliczny diagnozowany jest
w sytuacji, gdy u pacjenta wystepuja: podwyzszony poziom glukozy we
krwi na czczo lub opornos$¢ na insuline lub cukrzyca typu 2 oraz minimum
dwa z ponizszych: nadci$nienie, dyslipidemia, otyto$¢ lub mikroalbuminu-
ria. Wystgpienie zespotu metabolicznego istotnie zwieksza ryzyko zapada-
nia na choroby uktadu sercowo-naczyniowego, ktore z kolei odpowiedzialne
sg za blisko 50% wszystkich zgondw w populacji. Gtéwna sktadowa zespotu
metabolicznego — cukrzyca typu 2 jest juz powszechnie okre$lana mianem
epidemii XXI wieku. Szacunkowe dane WHO wskazujg, ze obecnie na $wie-
cie na cukrzyce typu 2 choruje ponad 200 milionéw ludzi, z czego potowa w
Azji [2], a do roku 2030 liczba ta moze ulec podwojeniu. WHO prognozuje, iz
do 2030 roku w Polsce na cukrzyce zachoruje ponad 1,5 miliona ludzi. Obec-
nie, Smiertelno$¢ spowodowana chorobami bedacymi nastepstwami cukrzy-
cy typu 2 siega juz 5% wszystkich przyczyn zgonéw na $wiecie.

Praktycznie wszystkie chroniczne choroby metaboliczne oraz choroby
uktadu Kkrazenie, jak choroba niedokrwienna serca, moga zosta¢ powigza-
ne ze zjawiskiem stopniowej utraty wrazliwos$ci na insuling przez komarki
watroby, miesni i tkanki ttuszczowej. Jest bezsporne, ze insulinoopornos¢
jest gtownym czynnikiem ryzyka w rozwoju cukrzycy typu 2 i otytosci. Stale
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pogarszajaca sie wrazliwo$é na insuline tkanek obwodo-
wych, odpowiedzialnych za magazynowanie i metaboli-
zowanie glukozy, prowadzi do pojawienia sie hiperglike-
mii, aw p6Zniejszym etapie do rozwoju petnoobjawowej
cukrzycy typu 2 oraz do wystgpienia powiktan naczynio-
wych i neurologicznych, ktoére znaczaco zwiekszajg za-
padalno$¢ na inne choroby [3,4]. Wyjasnienie przyczyn
tego zjawiska to obecnie jedno z podstawowych wyzwan
medycy.

Insulinooporno$¢ to stan, w ktérym dochodzi do upo-
§ledzenia dziatania insuliny. Charakteryzuje sie on tym,
ze tkanki obwodowe nie moga w odpowiedzi na hormon
zwiekszy¢ pobierania glukozy z krwi ani przyspieszy¢
tempa metabolizmu. Na tym etapie, komorki B trzustki
nie sg jeszcze w zaden spos6b uszkodzone i reagujg na
podwyzszony poziom glukozy we krwi syntetyzujac i
wydzielajac insuline. Jednakze, w sytuacji, kiedy tkanki
docelowe nie reagujg prawidtowo na sygnat przekazy-
wany za posrednictwem insuliny, kragzaca glukoza nie
jest przez nie pobierana i metabolizowana, nie dochodzi
zatem do obnizenia jej stezenia we krwi. W efekcie wy-
sepki B trzustki syntetyzujg i wydzielajg coraz wieksze
ilosci insuliny, co prowadzi w poczatkowej fazie do ich
przerostu, a nastepnie obumierania [5], Z drugiej strony,
w wyniku stale utrzymujacych sie wysokich stezen in-
suliny, tkanki obwodowe stajg sie coraz bardziej oporne
na dziatanie tego hormonu, a to prowadzi do swoistego
btednego kota. Rozwijajgcej sie insulinoopornosci towa-
rzyszg nie tylko zaburzenia metaboliczne, ale takze wiele
innych schorzen, jak udar mézgu, niealkoholowa choroba
sttuszczeniowa watroby (NAFLD, ang. non-alcoholic fatty
liver disease), astma, niektore nowotwory, zespot policy-
stycznych jajnikéw (PCOS, ang. policystic ovary syndrome),
a takze choroba Alzheimera [4].

DIAGNOSTYKA INSULINOOPORNOSCI

Insulinoopornos$¢ jest stanem, ktdry trudno leczy¢.
Wydaje sie, ze najlepszym sposobem jest zwiekszenie
wysitku fizycznego i stosowanie niskokalorycznej diety
[6], W wielu badaniach wykazano, ze zmiana stylu zy-
cia skutkuje wyraznym spowolnieniem rozwoju cukrzy-
cy typu 2, a nawet moze jej zapobiegaé. Amerykanskie
badanie w ramach programu DPP (ang. Diabetes Preven-
tion Program) pokazato, ze zmniejszenie masy ciata za-
ledwie 0 7% chroni znacznie lepiej przed wystgpieniem
cukrzycy typu 2 niz interwencja farmakologiczna [7,8].
Okazuje sie jednak, ze naktonienie os6b z grupy ryzyka
do zmiany trybu zycia nie jest tatwe. Z drugiej strony
leki z grupy tiazolidynodiondw, roziglitazon (Avandia)
i pioglitazon (ACTOS), poprawiajgce wrazliwo$¢ tkanek
obwodowych na insuling poprzez aktywacje receptorow
jadrowych PPARYy, sg wycofywane z terapii ze wzgledu
na liczne dziatania niepozadane, jak nadmierny rozrost
tkanki ttuszczowej, obrzeki, czy wreszcie wysokie ryzyko
sercowo-naczyniowe. Sytuacje dodatkowo pogarsza fakt,
ze spadek wrazliwosci na insuline, ktéry o wiele lat wy-
przedza petnoobjawowag cukrzyce typu 2, jest trudny do
wykrycia, a technika bedaca ,,ztotym standardem" w po-
miarze insulinoopornosci klamra hiperinsulinemicz-
na normoglikemiczna (ang. hyperinsulinemic euglycemic
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clamp) — jest ze wzgledéw praktycznych niemozliwa do
stosowania w populacyjnych badaniach przesiewowych
[9l-

Wszystkie metody oceny wrazliwosci tkanek obwodo-
wych na insuline polegajg na jednoczesnej analizie stezen
glukozy i insuliny we krwi w réznych warunkach, przy
czym mozna wyré6znié¢ tu warunki fizjologiczne (podsta-
wowe) oraz warunki, w ktérych osobie badanej podaje
sie jednorazowo lub stale glukoze i/lub insuline. Jedng
z prostszych technik diagnostycznych stuzacych do oce-
ny opornosci na insuline jest pomiar stezenia insuliny i
glukozy we krwi pacjentdw, a nastepnie wyliczenie ilora-
zu stezenia insuliny do glukozy, gdzie warto$¢ powyzej
0,3 Swiadczy o insulinoopornosci. Jednak metoda ta jest
mato precyzyjnainie uwzglednia zaburzen endogennego
wydzielania hormonu. Od wielu lat do oceny odpowie-
dzi organizmu na podwyzszone stezenie glukozy stosuje
sie test doustnego obcigzenia glukozg (OGTT), badanie
ktére polega na podaniu dorostej osohie 75 g glukozy i
analizie szybkosci i efektywnosci regulacji poziomu tego
cukru we krwi przez endogenng insuline. Innym podej-
Sciem jest test tolerancji insuliny (ITT), ktoéry polega na
jednorazowym podaniu dozylnym insuliny w dawce 0,1
jednostki w przeliczeniu na kilogram masy ciata. W przy-
padku pogorszonej wrazliwosci na insuling obserwuje
sie jedynie nieznaczne obnizenie poziomu glukozy we
krwi. Wielu lekarzy, w celu wyznaczenia poziomu in-
sulinoopornosci, stosuje matematyczny model o nazwie
HOMA (ang. Homeostatic Model Assessment), w ktérym na
podstawie stezeh glukozy oraz insuliny mierzonych na
czczo wylicza sie wspotczynnik R. Warto$¢ R rdwna jest
iloczynowi stezenia glukozy (mmol/1) na czczo (FPG) i
stezenia insuliny (Mu/l) na czczo (FIRI) podzielonemu
przez 22,5. O insulinoopornos$ci Swiadczy warto$¢ Rwyz-
sza od 1 [10].

Dwie najbardziej powtarzalne i wiarygodne meto-
dy okreslania insulinoopornosci to uwazana za ,ztoty
standard" wspomniana wcze$niej klamra hiperinsuline-
miczna normoglikemiczna oraz test supresji endogennej
insuliny (IST). Test IST to badanie, w ktérym podaje sie
dozylnie ze stata predkoscig przez okoto 180 minut jed-
nocze$nie: glukoze, insuline oraz somatostatyne, ktéra
hamuje endogenng produkcje insuliny. Stopien insulino-
opornosci w tym badaniu okresla sie na podstawie po-
ziomu glukozy we krwi oznaczanego w ciggu ostatniej
godziny badania - im wyzsza warto$¢ stezenia glukozy,
tym wyzsza opornos¢ na insuline. W przypadku klamry
podaje sie dozylnie insuline tak, aby utrzymac jej state
stezenie we krwi oraz glukoze tak, aby utrzymaé¢ normo-
glikemie czyli fizjologiczne stezenie cukru we krwi. Insu-
linoopornos¢ w tym badaniu okre$la sie na podstawie ilo-
$ci podanej dozylnie glukozy. Klamra jest metodg bardzo
powtarzalng, a zmienno$¢ oznaczanej insulinoopornosci
nie przekracza 10% [9].

MECHANIZM DZIALANIA INSULINY
Przekazywanie sygnatu przez krgzaca we krwi insu-

line do wnetrza komorki jest skomplikowanym i mocno
zintegrowanym procesem, w ktérym z chwilg zwigza-
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nia hormonu do receptora tuz pod powierzchnig btony
komoérkowej, wok6t jego domen cytoplazmatycznych,
dochodzi do powstania duzego, biatkowego kompleksu
sygnatowego. Zwigzanie insuliny prowadzi do dimery-
zacji IR oraz aktywacji znajdujacych sie w cytoplazmie
domen katalitycznych o aktywnos$ci kinaz tyrozynowych.
W pierwszym etapie zachodzi autofosforylacja receptora
a nastepnie fosforylacja biatek substratowych, z ktorych
najwazniejsze sg biatka IRS [11]. Fosforylowane w resz-
tach tyrozyny biatka IRS mogg uruchomic¢ dwie gtéwne
$ciezki sygnatowe: Sciezke kinazy 3 fosfatydyloinozytolu
(PI3K), ktéra fosforyzuje kinaze Akt ijest odpowiedzial-
na za metaboliczne dziatanie insuliny oraz $ciezke pro-
wadzacg od biatka Ras do kinaz aktywowanych mitoge-
nem (MAPK). Ta druga $ciezka sygnatowa bierze udziat
w regulacji wyrazania gendéw zaangazowanych w kontro-
le wzrostu iré6znicowania komérek (Ryc. 1) [12].

Wigzanie biatek IRS do podjednostek regulatorowych
kinazy PI3K, ktére zachodzi za posrednictwem domeny
SH2, powoduje aktywacje kinazy, ktora fosforyluje 4,5
bisfosforan fosfatydyloinozytolu (PIP2 do trisfosforanu
inozytolu (IP3. To z kolei prowadzi do aktywacji kinaz
zaleznych od IP3PDK-1 oraz PDK-2, a w koncu do akty-
wacji kinazy Akt/PKB oraz atypowych kinaz PKC (yoraz
Q. W nastepnej kolejnosci kinaza Akt moze katalizowac
fosforylacje biatka substratowego AS160, ktore stymuluje
translokacje transportera glukozy GLUT4 z pecherzykéw
cytopazmatycznych na powierzchnie btony komdrkowej

‘ Insulina

|

Podziaty
komérkowe

Synteza
glikogenu

i w ten sposéb zwieksza zalezny od insuliny transport
glukozy do komoérek. Coraz czesciej przy transdukcji sy-
gnatu od receptora insulinowego do komorki mowi sie o
specyficznych, krytycznych dla catego procesu weztach
sygnatowych, w tym przypadku wyrdznia sie trzy takie
kompleksy: 1) receptor-biatka IRS, 2) podjednostki regu-
latorowe-kinaza PI3K, a takze 3) izoformy kinazy Akt/
PKB [13], Aktywnos¢ IR jest hamowana w wyniku defos-
forylacji katalizowanej przez specyficzng fosfataze tyro-
zynowg —PTP IB [14].

HIPOTEZY WYJASNIAJACE PRZYCZYNY
POWSTAWANIA INSULINOOPORNOSCI

Przyczyny powstawania insulinoopornosci sg coraz
lepiej poznane. Wazng role petnig w tym procesie wolne
kwasy ttuszczowe (FFA), ktérych stezenie we krwi i, co
istotniejsze, w tkankach obwodowych jest podwyzszone
u osob otylych. Nadmierne nagromadzenie FFA w ko-
morkach hamuje pobieranie glukozy za co odpowiedzial-
ne jest nieprawidtowe funkcjonowanie szlakéw sygnato-
wych regulowanych przez diacyloglicerol (DAG). Z kolei
podwyzszona aktywnos$¢ kinaz serynowo-treoninowych
indukowanych stresem (np. kinazy JNK) prowadzi do
fosforylacji reszt seryny w biatku IRS co blokuje dziata-
nie catej Sciezki przekazywania sygnatu [15]. Wydaje sie,
ze gromadzace sie w organizmie FFA odgrywajg szcze-
g6lng role w przejsciu od insulinoopornosci do petno-
objawowej cukrzycy typu 2. Stwierdzono, ze chroniczna
ekspozycja wysepek [3
trzustki na wysokie ste-
zenia FFA prowadzi do
ich odwrazliwienia i w
konsekwencji zahamo-
wania uwalniania insu-
liny [16]. Zmniejszanie
wrazliwos$ci tkanek na
insuline oraz bedaca
tego konsekwencjg utra-
ta normoglikemii coraz
czesciej kojarzone sa
takze z zaburzeniami
w funkcjonowaniu re-
ceptorow jadrowych z
rodziny PPAR [17] oraz
ze zmianami w wydzie-
laniu adipokin (leptyny,

. synteza  2diponektyny, rezysty-
biatek ny) oraz cytokin proza-
palnych (IL-6, TNFa)

przez rozrastajaca sie

Pobieranie
glukozy z,yu”,fgfj‘ brzuszna tkanke thusz-
de novo czowgq [18,19].

Rycina 1. Mechanizm dziatania insuliny na poziomie komérkowym. Przytaczenie czasteczki hormonu do receptora powodu-
je jego dimeryzacje i autofosforylacje reszt tyrozyny w domenach cytoplazmatycznych. Nastepnie aktywny receptor katalizuje
fosforylacje reszty tyrozyny w biatkach IRS, co moze prowadzi¢ do uruchomienia dwdch szlakéw sygnatowych: w kierunku po-
dziatéw komoérkowych lub w kierunku regulacji przemian metabolicznych (synteza biatek, metabolizm glukozy). IR —receptor
insulinowy; IRS —substrat receptora insulinowego; PTP IB —fosfataza tyrozynowa IB; PDK —kinaza zalezna od inozytolo-
trisfosforanu (IP3); PI3K —kinaza 3 fosfatydyloinozytolowa; mTOR —kinaza serynowo-treoninowa mTOR; FOXO —czynnik
transkrypcyjny FOXO; AS160 —substrat biatkowy kinazy Akt; Akt —kinaza serynowo-treoninowa Akt; GSK3 —kinaza syntazy
glikogenowej 3; Grb2 — biatko adapterowe; Sos — biatko adaptorowe; Ras — produkt onkogenu ras o aktywnosci GTPazy;
MAPK —kinaza biatkowa aktywowana mitogenem.

202

PRZELADOWANIE
LIPIDAMI

Jedng z teorii po-
wstawania opornosci na
insuline w komédrkach
mied$ni i watroby jest hi-
poteza ,przetadowania
lipidami", ws$rod kto-
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Rycina 2. Centralna rola biatka IRS w rozwoju insulinooporno$ci. Fosforylacja reszty seryny biatka IRS blokuje fosfo-

chondriach dochodzi do zwiek-

szonej ponad miare aktywnosci

anabolicznej w ER, ktdra pro-

wadzi do powstawania niepra-

widtowo sfatdowanych biatek,

co z kolei réwniez aktywuje
Blona kinazy serynowo-treoninowe z
komérkowa  roqziny JNK [3]. Aktywacja Ki-
naz z rodziny JNK przyczynia
sie za$ do postawania bloku w
przekazywaniu sygnatu insu-
linowego, gtownie w wyniku
fosforylacji reszt seryny biatka
IRS-1 (Ryc. 2).

Mechanizm powstawania
oporno$ci na insuline w ko-
madrkach tkanki ttuszczowej ma
nieco odmienny charakter od
zjawisk zachodzgcych w mie-
$niach i watrobie, cho¢ w tym
przypadku réwniez gioéwng
role odgrywa nadmierne gro-
madzenie si¢ lipidow. W wy-

rylacje reszty tyrozyny, a tym samym zatrzymuje sygnat od IR do wnetrza komérki. IL6 — interleukina 6; TNFa — niku nieustajgcego nadmiaru

czynnik martwicy nowotworu; IR —receptor insulinowy; FFA —wolne kwasy ttuszczowe; INK —kinaza fosforylujaca
N-koricowa cze$¢ biatka Jun; IRS —substrat receptora insulinowego; LC-CoA —koenzym A potaczony z dtugotaricu-
chowymi kwasami ttuszczowymi; DAG —diacyloglicerol; nPKC —nowe kinazy biatkowe C.

rych kluczowg role odgrywajg wolne kwasy ttuszczowe.
W wyniku nadmiernej ilosci substancji odzywczych kra-
zacych w krwi i pobieranych przez komorki, dochodzi do
nadmiernego zwiekszenia tempa metabolizmu komoérko-
wego (ang. metabolic overload), a w $lad za tym do nie-
prawidtowosci w funkcjonowaniu enzyméw mitochon-
drialnych i zwigzanych z siateczkg $rédplazmatyczng
(ER). Hipoteza ,przetadowania lipidami" powstata juz
na poczatku lat 60. XX wieku, kiedy stwierdzono, ze nad-
mierna ilo$¢ nieestryfikowanych kwasow ttuszczowych
(NEFA) prowadzi do zaburzen metabolizmu lipidéw, a
co za tym idzie do nagromadzania sie acetylokoenzymu
A w komérkach, co z kolei wptywa na aktywno$¢ klu-
czowych enzymoéw cyklu Krebsa i powoduje hamowanie
procesu glikolizy [20]. Pdzniejsze badania pokazaty jed-
nak, ze to nie metabolizm glukozy ulega uposledzeniu,
ale jej transport do komdrek miesni i watroby [21].
Obecnie uwaza sie, ze gtdwng przyczyna powstawa-
nia opornosci na insuling w komdrkach mie$niowych i
watrobie jest swoiste rozprzezenie metabolizmu kwaséw
ttuszczowych, cyklu Krebsa i tancucha oddechowego. W
wyniku rosngcego stezenia lipidow w komdrkach do-
chodzi do zwiekszenia ekspresji genéw enzymdw szlaku
beta oksydacji, natomiast efekt ten nie jest skorelowany
ze wzrostem ekspresji genéw i aktywno$ci enzymow
szlaku kwaséw trikarboksylowych, co prowadzi do na-
gromadzania sie w mitochondriach metabolitow pocho-
dzacych z niepetnego utleniania lipidow. W efekcie zabu-
rza to funkcje tych organelli prowadzac do zwiekszonej
syntezy wolnych rodnikéw w komérce oraz aktywacji
serynowo-treoninowych kinaz indukowanych stresem
m.in. kinazy JNK. Dodatkowo w watrobie, w wyniku nie-
prawidtowego utleniania kwaséw tluszczowych w mito-

Postepy Biochemii 57 (2) 2011

substancji odzywczych dostar-
czanych do organizmu i kra-
zagcych w krwi, tkanka ttusz-
czowa pobiera i magazynuje
zwiekszone ilosSci lipidéw, co
prowadzi do jej nadmiernego rozrastania sie. Hipertro-
fia tkanki tluszczowej z jednej strony przyczynia sie do
niedotlenienia adipocytéw w wyniku niewystarczajgco
szybkiego powstawania nowych naczyh krwionoénych,
co prowadzi do stresu komdérkowego i aktywacji wspo-
mnianych wczesniej kinaz indukowanych stresem (INK,
PKCO0), obumierania czeSci komérek i infiltracji tkanki
ttuszczowej przez komorki uktadu odpornosciowego,
m.in. makrofagi [22,23]. Z drugiej strony nadmierny roz-
wdj tkanki ttuszczowej powoduje zaburzenia w wytwa-
rzaniu adipokin, i tak wzrasta w krwi stezenie leptyny a
maleje stezenie adiponektyny co bezposrednio tgczy sie
z powstawaniem opornosci na insuline i rozwojem cu-
krzycy typu 2 [19]. Dodatkowo, wiele nowych doniesien
naukowych wskazuje, ze syntetyzowane w tkance ttusz-
czowej adipokiny i cytokiny o witasciwosciach prozapal-
nych (m.in. rezystyna, IL-la, IL-Ib, IL-6, TNFa) moga od-
powiada¢ za wywotywanie insulinooporno$ci w samych
komdrkach ttuszczowych ale takze za rozprzestrzenianie
sie jej na inne tkanki w organizmie [24-26].

STAN ZAPALNY A INSULINOOPORNOSC

Zwigzek miedzy wystepowaniem insulinoopornosci
czy cukrzycy typu 2 a chronicznym stanem zapalnym w
organizmie wydaje sie niezaprzeczalny. Liczne badania
wskazuja, ze w stanach otyto$ci pacjenci charakteryzujg
sie podwyzszonym poziomem w krwi zaréwno cytokin
prozapalnych (m.in. IL-1, IL-6, TNFa) jak i receptorow
dla nich (m.in. IL-IRa, TNFa-R). Z drugiej strony, w
badaniach z wykorzystaniem modeli zwierzecych wy-
kazano, ze cze$ciowe lub catkowite wyciszenie gendw
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Rycina 3. Szlaki przekazywania sygnatdw zaangazowane w rozwdj insulino-
opomosci. Pod wptywem stanu zapalnego i nadmiaru FFA w komoérkach ttusz-
czowych dochodzi do powstania stresu komérkowego i aktywacji dwoch Sciezek
sygnatowych. Pierwszej zwigzanej z rodzing kinaz JNK oraz drugiej z czynni-
kiem transkrypcyjnym NFkB. Salicylany (ASA) moga hamowac powstawanie
stanu zapalnego zaréwno poprzez hamowanie syntezy prostaglandyn, jak i ha-
mowanie szlaku aktywaq'i czynnika transkrypcyjnego NFkB. IL6 —interleukina
6; TNFa —czynnik martwicy nowotworu; FFA —wolne kwasy ttuszczowe; INK
— kinaza fosforylujaca N-koncowg cze$¢ biatka Jun; IRS — substrat receptora
insulinowego; PKC — kinaza biatkowa C; IKK — kinaza inhibitora czynnika
transkrypcyjnego NFkB; IkB —inhibitor czynnika transkrypcyjnego NFkB; NFkB
—oczynnik transkrypcyjny; AP-1 —czynnik transkrypcyjny; ASA —kwas acety-
losalicylowy; AA —kwas arachidonowy; PGE —prostaglandyny.

kodujacych TNFa lub IL-la, lub tez wyciszenie genu ko-
dujacego jedng z kinaz indukowanych stresem - JNK-1,
ktéra ulega aktywacji pod wptywem m.in. czynnikéw
prozapalnych, skutkuje zwiekszeniem wrazliwosci tka-
nek obwodowych na insuline [19,23], Tak zmodyfikowa-
ne genetycznie myszy hodowane na wysokottuszczowej
diecie charakteryzowaty sie nizszym poziomem zaréwno
glukozy w osoczu jak i insuliny niz myszy, u ktorych eks-
presja wyzej wymienionych gendw nie byta zmieniona.
Jak wspomniano, szczeg6lny zwigzek z powstawaniem
insulinoopornos$ci wydaje sie mie¢ lokalny stan zapalny
w rozrastajgcej sie tkance ttuszczowej. Wykazano, ze pod
wptywem gromadzacych sie lipidow (szczegdlnie FFA)
dochodzi w adipocytach do powstania stresu komérko-
wego i aktywacji dwoch Sciezek sygnatowych: (1) zwig-
zanej z rodzing kinaz JNK oraz (2) z czynnikiem trans-
krypcyjnym NFkB (Ryc. 3) [23,27],

W otytosci obserwuje sie podwyzszong aktywnos$¢ ki-
naz JNK w watrobie, tkance mie$niowej i w adipocytach,
a wiec w tych tkankach i narzgdach, w ktérych rozwdj
insulinoopornosci ma najwieksze znaczenie epidemiolo-
giczne. Kinazy te biorg udziat w regulacji wielu proce-
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sow zwigzanych z rozwojem i funkcjonowaniem komo-
rek, a dziatanie to zachodzi gtownie poprzez fosforylacje
czynnika transkrypcyjnego AP-1, jednak wydaje sie, ze
ich udziat w powstawaniu insulinoopornosci jest nieza-
lezny od fosforylacji AP-1. Uruchomienie tej $ciezki sy-
gnatowej prowadzi do zmienionej fosforylacji substratu
dla receptora insulinowego, IRS-1, a co za tym idzie do
zablokowania przekazywania sygnatu od receptora insu-
linowego (IR) do innych biatek tego szlaku sygnatowego
(Ryc. 2). Niezaleznie od aktywacji kinazy JNK stan za-
palny oraz zwiekszone tempo metabolizmu lipidéow pro-
wadzi do aktywacji kinazy PKCO. Kinaza ta aktywuje z
kolei kinaze inhibitora czynnika transkrypcyjnego NFkB
(IKK), ktéra moze wptywaé na szlak insulinowy w dwo-
jaki sposob: poprzez bezposrednig fosforylacje biatka IRS
lub fosforylacje inhibitora NFkB (IkB), co powoduje ak-
tywacje czynnika transkrypcyjnego NFkB i prowadzi w
adipocytach do zwiekszonej ekspresji gendw kodujgcych
cytokiny prozapalne, adipokiny i chemoatraktanty, jak
np. MCP-1 (Ryc. 3). Wydzielanie tych biatek powoduje
m. in. rekrutacje monocytow do tkanki ttuszczowej, ktore
réznicujg w niej w osiadte makrofagi przyczyniajac sie do
dalszego zwiekszonego wydzielania cytokin prozapal-
nych [23], Efektem tego swoistego btednego kota jest po-
wstanie insulinoopornos$ci najpierw w komoérkach tkanki
ttuszczowej, a nastepnie w innych tkankach i narzadach,
z ktorych szczeg6lne znaczenie maja watroba i miesnie
[24].

CENTRALNA ROLA BIALKA IRS

W poczatkowych badaniach nad insulinoopornoscia
uwazano, ze utrata wrazliwosci tkanek na insuline wigze
sie z odwrazliwieniem receptora insulinowego. Dopiero
w latach 80. XX wieku wykazano, ze defekt prowadzgcy
do powstania oporno$ci na insuline nie jest zwigzany z
samym receptorem insulinowym, ale z nieprawidtowym
przekazywaniem sygnatu na dalszych etapach S$ciezki.
Jedna z aktualnych hipotez przypisuje odpowiedzialnosé
za hamowanie przekazywania sygnatu insulinowego
niewtasciwej z punktu widzenia dziatania catego szlaku
fosforylacji biatek bedgcych substratami dla receptora in-
sulinowego (IRS 1-4), a w szczegdlnosci IRS-1. Biatka z
rodziny IRS mogg ulegac zaréwno fosforylacji w resztach
tyrozyny jak i resztach seryny. Fosforylacja reszt tyrozy-
ny katalizowana przez domeny katalityczne IR powodu-
je, ze biatka z rodziny IRS tgczg sie z kolejnymi biatkami
efektorowymi na szlaku przekazywania sygnatu insu-
linowego (m.in. z kinazg 3 fosfatydyloinozytolu), nato-
miast fosforylacja reszt seryny prowadzi do przerwania
sygnatu, co moze wynikaé¢ albo z oddysocjowania IRS od
IR i skierowania IRS na droge degradacji, albo z braku
mozliwos$ci przytagczania sie do IRS innych biatek efekto-
rowych (Ryc. 2) [28,29],

Mechanizm powstawania insulinoopornos$ci, w kté-
rym kluczowa role odgrywaja biatka z rodziny IRS jest
w $wietle najnowszych badan elementem tgczacym dwie
opisane wczesniej hipotezy, czyli powstawania opornosci
na insuling pod wptywem ,przetadowania lipidami" iw
efekcie rozwoju stanu zapalnego. Zaréwno w wyniku na-
gromadzania sie substancji pochodzacych z nieprawidto-
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wego metabolizmu lipidow (m.in. DAG) jak i zwiekszonej
syntezy wolnych rodnikéw w komorce a takze aktywacji
receptorow dla cytokin pro-zapalnych dochodzi do akty-
wacji wspomnianych wczesniej kinaz serynowych z ro-
dziny kinaz indukowanych stresem, m.in. kinazy JNK-1.
Kinazy te odpowiadaja m. in. za fosforylacje biatka IRS-1
w resztach seryny znajdujacych sie w pozycjach 302 i 307,
co uniemozliwia fosforylacje przez receptor insulinowy
w resztach tyrozyny i w efekcie prowadzi do zahamowa-
nia przekazywania sygnatu insulinowego [4].

Niezaleznie od ,wykluczenia™ biatka IRS ze szlaku
insulinowego poprzez brak fosforylacji w resztach tyro-
zyny moze dochodzi¢ do jego przyspieszonej degrada-
cji. Uwaza sie, ze kluczowg role w tym procesie petnig
biatka regulatorowe z rodziny SOCS, ktore stymulujg
przytgczanie reszt ubikwityny do biatek IRS kierujac je
tym samym na droge proteolitycznej degradacji w pro-
teosomach [30]. Dodatkowo wykazano, ze biatka SOCS-1
oraz SOCS-3 moga wigzac sie bezposrednio do receptora
insulinowego w pozycji 960 gdzie znajduje sie reszta ty-
rozyny zaangazowana w rozpoznawanie biatek IRS przez
receptor blokujgc w ten sposob tworzenie kompleksu sy-
gnatowego [31].

Biatka SOCS sg odpowiedzialne za wygaszanie sygna-
tu pochodzacego od réznych cytokin, m.in. o dziataniu
prozapalnym. Wykazano, ze poziom syntezy tych bia-
tek ulega zwiekszeniu w stanach zapalnych, i stanowi
pewnego rodzaju mechanizm autoregulacyjny w obrebie
uktadu odpornosSciowego opierajacy sie o zasade ujem-
nego sprzezenia zwrotnego — nadmierna synteza cyto-
kin prowadzi do zwiekszonej syntezy biatek SOCS, ktore
hamujg ich dziatanie. Zwiekszony poziom biatek SOCS
obserwowany jest rowniez w stanach insulinoopornosci
[32].

PERSPEKTYWY TERAPEUTYCZNE

Jedng z mozliwosci terapeutycznych, majacych na celu
zapobieganie powstawaniu insulinoopornosci, jest se-
lektywne zwiekszenie spalania kwasow ttuszczowych w
adipocytach. Prdébuje sie to osiggngé¢ poprzez zwieksze-
nie aktywnosci kinazy aktywowanej przez AMP (AMPK)
badz karboksylazy acetylokoenzymu A (ACC). Innym
sposobem jest wydiuzenie czasu aktywnosci receptora
insulinowego poprzez hamowanie wytgczajacej go fosfa-
tazy PTP1B. W ostatnich latach coraz wieksze zaintere-
sowanie zyskujg jednak badania, w ktorych celami tera-
peutycznymi stajg sie czynniki prozapalne lub ich recep-
tory badz biatka ze Sciezek sygnatowych zwigzanych z
tymi receptorami, kinazy z rodziny JNK, kinaza PKC9,
czy czynnik transkrypcyjny NFkB. Probuje sie m. in.: (1)
blokowania receptoréw dla TNFa przy pomocy przeciw-
ciat; (2) obok gtdéwnego mechanizmu ich dziatania, wy-
korzystania przeciwzapalnych wtasciwosci aktywatorow
receptordw z rodziny PPAR; (3) wykorzystania przeciw-
zapalnych witasciwosci statyn (cho¢ dotad nie udato sie
wykazaé¢ w badaniach klinicznych ich wptywu na insuli-
noopornos$¢); (4) wykorzystania nie acetylowanych sali-
cylanéw (Ryc. 3), ktdrych efektywno$¢ jest obecnie testo-
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wana w badaniach klinicznych u pacjentow z cukrzyca
typu 2 (np. Trilisate, Disalcid) [18,33],
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The mechanism of insulin resistance in peripheral tissues
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ABSTRACT

Chronic metabolic and cardiovascular diseases, described as the epidemics of XXI century, are connected to the resistance of peripheral tissu-
es, such as liver, muscle and fat, to insulin. Insulin resistance, which precedes the development of type 2 diabetes by several years, is difficult
to diagnose, mainly because of practical limitations to the use of "gold standard" hyperinsulinemic euglycemic clamp technique for screening.
It is also begins a certain vicious circle, in which insulin resistant peripheral tissues force pancreatic beta cells to increased insulin release,
and sustained high concentrations of insulin cause further development of insulin resistance. Currently, there are two major hypotheses
describing the mechanism of insulin resistance: one relating to the "lipid overload" in liver and muscle cells as the key factor and another
one emphasizing the role of lipid accumulation in adipocytes, which leads to the overgrowth of fatty tissue and chronic local inflammation.
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Receptory jadrowe PPAR jako miejsce dziatania
lekow w zaburzeniach metabolicznych

STRESZCZENIE

eceptory jadrowe regulujg wiele podstawowych funkcji komdrek, a nieprawidtowosci

w ich dziataniu prowadzg do powaznych zaburzeh metabolicznych, otytosci i wreszcie
cukrzycy typu 2. Najlepiej poznanymi pod wzgledem ich wykorzystania w terapii sg recep-
tory PPAR bedgace czynnikami transkrypcyjnymi warunkujgcymi prawidtowy metabolizm
glukozy i lipidéw, wrazliwo$¢ tkanek na insuline, przebieg proceséw zapalnych, odpowiedz
immunologiczng oraz podziaty i r6znicowanie komérek. Obecnie w medycynie w terapii cu-
krzycy typu 2 stosowane sg tiazolidinediony (TZDs) dziatajace przez receptory PPARy oraz
w leczeniu dyslipidemii fibraty bedace aktywatorami receptoréw PPARa. Strategia poszuki-
wania nowych lekéw dziatajacych przez receptory PPAR polega na projektowaniu zupetnie
nowych tkankowo-specyficznych czasteczek, selektywnie modulujgcych aktywnos$¢ wybra-
nych receptoréw, tzw. selektywnych modulatoréw aktywnosci (SNuRMs), ktére dzieki du-
zej wybiérczosci nie beda powodowaty dziatan niepozadanych charakterystycznych dla tzw.
petnych agonistow.

WPROWADZENIE

Receptory jadrowe (NR, ang. nuclear receptors) tworzg nadrodzine filogene-
tycznie powigzanych biatek, ktore sg czynnikami transkrypcyjnymi zaleznymi
od liganda. W wiekszos$ci wigza lipofilne czasteczki sygnatowe, produkty me-
tabolizmu kwaséw ttuszczowych o réznych wasciwosciach, cho¢ sa i takie dla
ktorych nie udato sie zidentyfikowac¢ naturalnych ligandéw, te NR zaliczane sg
do podrodziny receptoréw sierocych [1,2].

NR regulujag szeroki zakres fizjologicznych funkcji komdérek a nieprawidto-
wosci w przekazywaniu sygnatu za ich posrednictwem prowadzg do zaburzen
ptodnosci, otytosci, cukrzycy, zaburzen funkcjonowania uktadu odpornoscio-
wego irozwoju stanéw zapalnych [3], a takze mogg powodowaé nowotworzenie
[4]. Strategia poszukiwania nowych lekéw, ktdre mogtyby dziata¢ za posrednic-
twem NR polega na projektowaniu zwigzkéw bedacych analogami naturalnych
ligandow, ktére dodatkowo wykazujg tkankowo-specyficzne dziatanie i selek-
tywnie modulujg aktywno$¢ wybranych NR. Sg to tzw. selektywne modulatory
aktywnosci (SNuRMs, ang. selective nuclear receptor modulators), ktore dzieki du-
zej wybidrczosci nie powodujg dziatan niepozadanych obserwowanych przy sil-
nej i mato specyficznej aktywacji NR [5]. Obecnie w medycynie wykorzystywa-
nych jest wiele zwigzkdw o dziataniu agonistycznym lub antagonistycznym w
stosunku do NR, takich jak: stosowany w terapii raka piersi tamoxifen dziatajacy
przez receptor estrogenow, tiazolidinediony dziatajace przez receptory PPARy
i stosowane w terapii cukrzycy typu 2, fibraty bedgce aktywatorami receptora
PPARa stosowane w leczeniu dyslipidemii oraz deksametazon, agonista recep-
torow glikokortykoidoéw stosowany w chorobach zapalnych [6,7].

BUDOWA | MECHANIZM DZIALANIA RECEPTOROW JADROWYCH

Wszystkie receptory jadrowe wykazujg podobng budowe (Rye. 1). Na koncu
aminowym czasteczki biatka, w obrebie rejonu A/B, niektére NR zawierajg przy-
najmniej jedng stale aktywng domene transaktywacyjng niezalezng od liganda,
zwang AF-1 (ang. activationfunction helix 1). Domena ta, aktywowana sygnatami
pochodzacymi od czynnikéw wzrostowych [1], charakteryzuje sie r6zng dtugo-
Scig i sekwencjg reszt aminokwasowych i jest rozpoznawana przez koaktywa-
tory i/lub inne czynniki transkrypcyjne. Najbardziej zachowanym w ewolucji
rejonem NR jest domena C, ktéra odpowiada za specyficzno$¢ wigzania z DNA
(DBD, ang. DNA binding domain). Jest ona kluczowa zaréwno dla homo-, jak i he-
terodimeryzacji receptoréw. Zazwyczaj sktada sie z 70 reszt aminokwasowych
i zawiera 2 motywy palca cynkowego, ktore sg charakterystyczne dla catej ro-
dziny NR, z wyjatkiem receptorow DAX1 i SHP [7]. Kolejna domena, okreslana
jako D jest elastycznym rejonem zawiasowym znajdujagcym sie miedzy domeng
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Rycina 1. Strukturalna organizacja funkcjonalnych domen NR (opis w tekscie).

wigzacag DNA idomeng E wigzacg ligand (LBD, ang. Ugand
binding domain). Rejon zawiasowy zawiera sygnat lokaliza-
cji jadrowej oraz stuzy jako miejsce przytaczania réznych
biatek. Znajdujaca sie na koncu karboksylowym domena E
odpowiada za rozpoznawanie specyficznego liganda oraz
uczestniczy w oddziatywaniach z r6znymi koaktywatorami
lub korepresorami transkrypcji. Jest ona C-koncowa helisg
(12a) i zawiera kluczowy dla regulacji dziatania NR rejon
transaktywacyjny zalezny od liganda, zwany AF-2. Dome-
na ta charakteryzuje sie matg zmiennos$cig w obrebie rodzi-
ny NR isktada sie zazwyczaj z 250 reszt aminokwasowych,
ale roznice w sekwencji sg wystarczajgce dla selektywnego
rozpoznawania ligandéw i dlatego stanowi gtowny cel w
badaniach nad nowymi lekami. Niektore receptory nalezace
do nadrodziny NR zawierajg dodatkowa domene F zlokali-
zowang na korncu karboksylowym, ktorej sekwencja reszt
aminokwasowych jest niezwykle ré6znorodna, a jej struktu-
ra i funkcje dotychczas nie zostaty poznane [2,7],

Receptory jadrowe mogg dziata¢ jako a) monomery, np.
czynnik steroidogeniczny 1 (SF-1, ang. steroidogenicfactor-1);
b) homodimery, np. receptory androgenéw (AR, ang. andro-
gen receptor), progesteronu (PR, ang. progesterone receptor),
glikokortykoidéw (GR, ang. glucocorticoid receptor), minera-
lokortykoidow (MR, ang. mineralocorticoid receptor), estroge-
now (ER, ang. estrogen receptor) lub c) heterodimery z rézny-

mi receptorami X (RXR, ang. retinoid X receptor) [8]. Jako he-
terodimery dziatajg receptory hormonoéw tarczycy (TR, ang.
thyroid receptor), witaminy D (VDR, ang. vitamin D receptor),
kwasu retinowego (RAR), receptory aktywujace proliferacje
peroksysomow (PPAR, ang. peroxisome proliferator-activated
receptor), receptory konstytutywne androstanéw (CAR, ang.
constitutive androstane receptor), receptor pregnanu X (PXR,
ang. pregnane X receptor) oraz kilka receptoréw sierocych
[1/4,9].

Receptory jadrowe oprocz podobnej struktury wykazujg
takze zblizony mechanizm dziatania na poziomie regulacji
wyrazania genéw docelowych. Przy braku liganda receptor
jadrowy zwigzany jest z korepresorem tworzac nieaktywny
kompleks receptor:korepresor. Zwigzanie liganda w obre-
bie domeny LBD indukuje zmiany konformacyjne recepto-
ra, ktére prowadzg do odtaczenia korepresora i homo- lub
heterodimeryzacji receptoréw, a w efekcie do zwigzania ko-
aktywatora transkrypcji. Kompleks homodimer:koaktywa-
tor albo heterodimer:koaktywator wigze sie do specyficz-
nych sekwencji nukleotydowych w DNA, zwanych elemen-
tami odpowiedzi, a znajdujacych sie w obrebie promotora
genow docelowych, regulujac ich aktywnos$¢ (Ryc. 2) [1,3].
Specyficzne elementy odpowiedzi DNA zawierajg zwykle
sekwencje RGGTCA, w ktérej R oznacza zasade purynowg
[4], Wiekszos¢ receptoréw (na przyktad GR czy PPAR) w
odpowiedzi na wigzanie liganda przemiesza si¢ z cytopla-
zmy do jadra, ale s tez receptory, ktére nawet pod nieobec-
nos¢ liganda lokuja sie w jadrze komérkowym [7].

RECEPTORY JADROWE PPAR

Jadrowe receptory PPAR to czynniki transkrypcyjne, kto-
rych stymulacja wptywa na metabolizm glukozy i lipidow,

Ligand

Blona komdrkowa

\

Posrednia regulacja wyrazania gendw

Bezposrednia regulacja wyrazania gendw

Rycina 2. Bezpos$redni i posredni mechanizm dziatania NR. Niektore receptory jadrowe nie zwiazane z ligandem (np. receptory steroidowe) znajduja sie cytoplazmie
gdzie sg nieaktywne. Zwigzanie liganda powoduje przemieszczenie sie NR do jadra komérkowego, gdzie po przytaczeniu do elementéw odpowiedzi DNA w obrebie pro-
motora gendw docelowych dochodzi do indukcji bgdz hamowania ich aktywnosci. Homo- lub heterodimer przytgcza koaktywatory i/lub korepresory oraz inne czynniki
transkrypcyjne tworzac kompleks transkrypcyjny bezposrednio odpowiedzialny za regulacje wyrazania genow.
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wrazliwos$é tkanek na insuline, przebieg proceséw zapal-
nych, odpowiedz uktadu odpornosciowego oraz podziaty
i roznicowanie komorek. Pierwsze receptory PPAR zosta-
ty odkryte w 1990 roku w komadrkach watroby i okreslone
mianem PPARa [10]. Od tego czasu sklonowano i scharak-
teryzowano trzy rodzaje receptoréw —a, [3/5 oraz y [11],
U ludzi PPAR-a, PPAR-p/6 i PPAR-y kodowane sg przez
geny zlokalizowane odpowiednio na 22, 6 i 3 chromosomie.
Zidentyfikowano takze co najmniej trzy warianty receptora
PPARYy (yl, y2, y3), ktore powstajg na drodze alternatywne-
go sktadania mRNA [11], Badania filogenetyczne wykaza-
ty, ze receptory PPAR nalezg do pierwszej podrodziny, w
ktérej tworzg grupe C, aw obrebie grupy wyro6znia sie trzy
podtypy: PPARa (NR1C1), PPAR(3/5 (NR1C2) oraz PPARY
(NR1C3). Geny PPARa ulegajg silnej ekspresji w narzgdach,
ktorych komérki zawierajg duzo mitochondriow: watrobie,
korze nerki, btonie $luzowej jelita i sercu, ale takze w mniej-
szym stopniu w komdérkach innych narzagdéw. PPARYy i [3/5
wydajg sie byé wyrazane na nizszym poziomie niemal we
wszystkich tkankach [9,11,12].

Cho¢ receptory PPAR charakteryzujg sie wysoka zgod-
noscig na poziomie sekwencji aminokwasowej i struktury
przestrzennej, wigzg rézne ligandy wywotujgce odmienne
efekty biologiczne. Ich aktywatorami sg zwigzki pochodze-
nia naturalnego (kwas arachidonowy, pochodne kwasow
ttuszczowych, prostaglandyny) oraz syntetycznych (tiazo-
lidinendiony, fibraty, pochodne kwasu fenylopropionowe-
go). Nalezgce do tiazolidinendiondw rosiglitazon i pioglita-
zon oraz niektdre prostaglandyny aktywujg PPARYy, fibraty
oraz kwasy ttuszczowe i ich pochodne aktywujg PPARa,
podczas gdy PPARp/5 ulega aktywacji w odpowiedzi na
kwas arachidonowy ijego pochodne.

Receptory PPAR biorg udziat w patogenezie grupy cho-
rob okreslanych wspélnym mianem tzw. zespotu metabo-
licznego, poprzedzajgcego pojawienie sie cukrzycy typu 2, a
charakteryzujgcego sie utratg wrazliwos$ci tkanek obwodo-
wych na insuling i bedgacg tego konsekwencjg hiperinsuline-
mig, zaburzeniem metabolizmu glukozy, otytoscia, dyslipi-
demig, nadcisnieniem, miazdzyca tetnic, mikroalbuminurig
oraz nadkrzepliwo$cig [11,12]. Fibraty bedgce agonistami
PPARa stosowane sg jako leki normalizujgce poziom lipi-
déw [6], podczas gdy tiazolidinendiony (TZDs) aktywuja-
ce PPARYy sg stosowane w leczeniu cukrzycy typu 2. Coraz
wiecej dowoddéw Swiadczy o mozliwos$ci stosowania ligan-
déw PPARJ3/5 jako zwigzkoéw zwiekszajagcych wrazliwosci
tkanek obwodowych na insuline i normalizujacych zabu-
rzenia poziomu lipiddw. Dodatkowo rézne ligandy PPAR
sg uwazne za zwigzki o potencjalnie duzym znaczeniu te-
rapeutycznym w leczenie nadcisnienia, miazdzycy, chorob
neurodegeneracyjnych, nefropatii, standw zapalnych [13,
14].

DZIALANIE RECEPTOROW PPAR

Receptory PPAR wywotujag w komodrce ztozone efekty
biologiczne wynikajagce z transaktywacji lub transrepresji
licznych genéw [15,16], Jak juz wspomniano PPAR s3 re-
ceptorami zaleznymi od ligandéw, jednak potgczenie li-
ganda z receptorem nie prowadzi do jego petnej aktywacji.
Transaktywacja wymaga aktywowanej ligandem dimeryza-
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cji receptora PPAR z receptorem retinoidowym Xa (RXRa),
a powstajacy heterodimer rozpoznaje i wigze odpowiedni
fragment DNA (PPRE, ang. PPAR-response element) prowa-
dzac do aktywacji konkretnych gendéw. Dodatkowo dzia-
tanie PPAR moze by¢ modyfikowane przez szereg biatek,
ktorych obecnos$¢ nie jest niezbedna do prawidtowego
funkcjonowania receptora, jednak moze zmniejsza¢ lub
wzmacnia¢ aktywnos$¢ transkrypcyjna. Formowanie specy-
ficznych komplekséw miedzy heterodimerem PPAR:RXR,
a koaktywatorami i korepresorami zalezne jest od typu ko-
mérek, zmian konformacyjnych wynikajgcych ze zwigza-
nia liganda, a takze sekwencji elementow wigzgacych DNA.
Ten poziom kompleksowos$ci umozliwia dostosowywanie
fizjologicznej odpowiedzi i thumaczy ré6znorodno$¢ zmian
w ekspresji genéw podczas aktywacji receptora réznymi li-
gandami [17].

Pod nieobecno$¢ liganda heterodimery PPAR:RXR two-
rza nieaktywne kompleksy z korepresorami takimi, jak:
NcoR, RIP140 czy SMRT, ktére hamujg transkrypcje na sku-
tek rekrutacji deacetylazy histonéw (HDACs, ang. histone
deacetylases). Po zwigzaniu liganda nastepujg zmiany kon-
formacyjne receptora powodujace odtgczenie korepreso-
réw i rekrutacje koaktywatoréw np. PGC-1 czy kompleksu
P300/CBP [14,17,18], Izoformy PPARa, PPAR(3/5, PPARyY
charakteryzujg sie mato zmienng ewolucyjnie domeng wig-
zacg DNA, ktéra rozpoznaje specyficzne sekwencje nukle-
otydowe PPRE bedace powtdrzeniami sekwencji AGGTCA
oddzielonymi jednym - DR1 (6-N-6) lub dwoma nukleoty-
dami - DR2 (6-NN-6) [19],

Receptory PPAR oprocz indukowania ekspresji genéw
docelowych posredniczg takze w ich blokowaniu na sku-
tek transrepresyjnego hamowania aktywnosci kluczowych
czynnikéw transkrypcyjnych. Transrepresja moze nastepo-
waé¢ w wyniku bezposredniej interakcji biatko-biatko albo
przez przytaczanie kofaktoréw niezbednych do aktywno-
§ci danych czynnikéw transkrypcyjnych. W taki sposéb
PPAR-a i PPAR-y oddziatujg z wptywajacymi na trans-
krypcje genéw czynnikami NFkB i AP-1. Proces transre-
presji moze zachodzi¢ w sposob niezalezny od obecnosci
ligandéw [16].

RECEPTOR PPARa

Gen kodujacy receptor PPARa ulega ekspresji w ko-
morkach charakteryzujgcych sie wysoka zdolnoscig utle-
niania kwasow ttuszczowych: watrobie, korze nerek, ser-
cu, miesniach szkieletowych [10], ale wykazano réwniez
jego ekspresje w enterocytach, komorkach $rédbtonka
oraz komdrkach uktadu odpornosciowego [20-22]. W
miesniach szkieletowych i w miesniu sercowym zwiek-
szone wyrazanie PPARa aktywuje geny odpowiedzialne
za transport, pobieranie i utlenianie kwaséw ttuszczo-
wych [23]. Aktywacja PPARa posrednio, na skutek akty-
wacji kinazy dehydrogenazy pirogronianowej 4 (PDK4),
podnosi takze stezenie glukozy w watrobie w mie$niach
szkieletowych i sercu zar6wno u gryzoni jak i cztowieka
[24]. Aktywacja PPARa obok przyspieszania metaboli-
zmu kwaséw ttuszczowych w roznych tkankach, popra-
wia takze profil lipidow w surowicy. Przyczynia sie do
zwiekszenia poziomu apolipoproteiny | (apoAl) i apo-
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lipoproteiny Il (apoAll), co w efekcie podnosi stezenie
frakcji HDL (ang. high density lipoproteins) o wtasciwo-
$ciach kardioprotekcyjnych, zmniejsza natomiast steze-
nie apolipoproteiny CIIl hamujacej rozpad triglicerydow
za posrednictwem LPL (ang. lipoprotein lipase), i obniza
tym samym poziom triglicerydow w surowicy [25,26].
Sugeruje sie réwniez udziat PPARa w zwiekszaniu wraz-
liwosci tkanek obwodowych na insuline, na co wskazujg
badania z udziatem mysich modeli opornos$ci na insuling,
u ktorych utrate wrazliwosci na ten hormon indukowano
dietg wysokottuszczowa. Aktywacja PPARa u tych gry-
zoni nie tylko znaczgco poprawiata insulinowrazliwosc¢,
ale takze obnizata lipotoksyczno$¢ [27,28].

Do naturalnych ligandéw receptora PPARa mozemy
zaliczy¢ prostaglandyny, leukotrieny, wolne kwasy ttusz-
czowe, zaréwno diugotancuchowe jak i te o $redniej dtu-
gosci, jak kwas eikozapentaenowy (EPA) i kwas dokoza-
heksanowy (DHA) [7,10], ktére aktywujg receptor PPARa
w stezeniach mikromolowych. Niedawno zidentyfikowano
I-palmitoilo-2-oleilo-sn-glicerol-3-fosfocholine  (16:0/18:0
GPC) bedacg naturalnym watrobowym ligandem PPARa,
charakteryzujagcym sie wysokim powinowactwem i selek-
tywnoscig wzgledem receptora [29]. Syntetyczne ligandy
nalezace do grupy fibratow (gemifibrozil, clofibrat, fenofi-
brat, bezafibrat) normalizujgce poziom lipidéw w surowicy
wykorzystywane sg w leczeniu zaburzen metabolicznych
towarzyszacych dyslipidemii. Ostatnio wykazano, ze feno-
fibrat i bezafibrat mogg stanowi¢ bardzo dobre uzupetnie-
nie terapii statynami w przypadku leczenia dyslipidemii
aterogennej [6], Co wiecej wskazuje sie takze na mozliwosé
wykorzystania fibratdbw w leczeniu zaburzen uktadu serco-
wo-naczyniowego, a potwierdzajg to wyniki uzyskane na
modelach zwierzecych, gdzie obserwowano zwiekszenie
tempa utleniania kwaséw ttuszczowych, poprawe funkcje
§rodbtonka naczyn, a takze zmniejszenie stopnia zwtdknie-
nia i przerostu miokardium [30,31].

RECEPTOR PPARyY

Receptor PPARYy zostat odkryty dzieki jego podobien-
stwu do PPARa. Jest on najintensywniej badanym i najle-
piej poznanym receptorem jadrowym. Kodujacy go gen
posiada 3 izoformy korzystajace z 3 réznych promotoréw i
podlegajace alternatywnemu skiadaniu: PPARyl, PPARy2,
PPARy3, jednak doktadne analizy transkryptow PPARyl i
PPARyY3 wykazaty, ze obydwa tlumaczone sg na to samo
biatko PPARYyI, ktére w poréwnaniu z biatkiem PPARy2 jest
na koricu aminowym krétsze o 30 aminokwaséw [14,32,33],
Gen PPARYy ulega ekspresji gtéwnie w tkance tluszczowej
biatej (WAT) ibrunatnej (BAT), w mniejszym stopniu w ko-
morkach uktadu odpornosciowego (monocyty, makrofagi,
kepki Peyera w uktadzie trawiennym), w btonie $luzowej
okreznicy i jelita $lepego oraz w tozysku, komdrkach bto-
ny $luzowej macicy oraz jajnikach. Obserwuje sie jego nie-
wielkie wystepowanie w mies$niach szkieletowych. Nalezy
zwrdci¢ uwage na odmienny profil ekspresji ré6znych izo-
form PPARy. PPAR-yl jest wyrazany w niemal wszystkich
tkankach, podczas gdy PPARy2 gtéwnie w tkance tluszczo-
wej biatej, w ktdrej stanowig okoto 30% populacji recepto-
row PPARy natomiast PPARy3 przede wszystkim w jelicie
grubym i makrofagach [14].
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PPARy odgrywa szczeg6lnie istotng role podczas re-
gulacji powstawania tkanki tluszczowej, gdzie jest odpo-
wiedzialny za réznicowania adipocytéw i ich prawidtowe
funkcjonowanie, a takze magazynowanie lipidéw oraz glu-
kozy w dojrzatej tkance ttuszczowej [14,34,35]. Wykazano
rowniez, ze PPARy zwigksza poziom biatka nalezacego do
rodziny angiopoetyn (PGAR, ang. PPARYy angiopoietin-rela-
ted protein), co sugeruje udziat w angiogenezie [36]. PPARyY
reguluje proliferacje komorek, ich réznicowanie i wejscie w
apoptoze w wielu tkankach i narzadach, takich jak: gruczot
piersiowy, okreznica, ptuca, jajniki, gruczot krokowy, tar-
czyca [37], Wykazano m.in., ze aktywacja PPARy hamuje
proliferacje komdrek rakow ztosliwych wywodzacych sie
z tkanki tluszczowej (tluszczakdéw), okreznicy, trzustki, pe-
cherza i zotgdka, a takze ogranicza progresje guza w nie-
drobnokomérkowym raku ptuca (NSCLC, ang. non-smal-
I-cell lung carcinoma) [38,39], Sugerowany jest takze udziat
receptorow PPARy w odpowiedzi uktadu odpornos$ciowe-
go, gdyz stwierdzono jego obecnos$¢ w ré6znych populacjach
leukocytéw wigczajac w to monocyty, makrofagi, limfocyty
i komorki dendrytyczne [14,40],

Od momentu odkrycia receptora PPARy wykryto
wiele naturalnych i syntetycznych zwigzkéw powodu-
jacych jego aktywacje. Dwie niezalezne grupy badawcze
w 1995 roku opisaty pierwszy ligand PPARYy jakim byta
15-deoxy-A-12,14-prostaglandyna J2 (15d-PGJ2 - bedaca
naturalnym metabolitem prostaglandyny D2 (PGD2 kt6-
ra zreszty tez jest agonistg PPARy) [41]. Do naturalnych
ligandow zaliczane sa rowniez wielonienasycone kwasy
ttuszczowe iich pochodne, np. kwasy 12- i 15-hydroksy-
eikozatetraenowy (HETE) oraz 9- i 13-hydroksyoktadeka-
dienowy (HODE), kwas arachidonowy i jego metabolity
(ktére sa silniejszymi ligandami PPARy w pordwnaniu
do ich prekursora). Do agonistow PPARY nalezg rowniez
substancje wyizolowane z ros$lin leczniczych: saurufuran
A (Saururus chinesis), flawonoidy (chryzyna, kampferol),
zwigzki fenolowe (Glycyryhiza uralensi$) oraz kurkumina
(Curcuim longa) [42,43].

Pierwszymi syntetycznymi agonistami PPARy byty
leki uwrazliwiajgce tkanki obwodowe na insuline, znane
jako tiazolidynediony (TZDs) [44], TZDs zostaty odkryte
przez przypadek na poczatku lat 70., podczas badan nad
lekami normujacymi poziom lipidéw w organizmie. Pro-
wadzone badania udowodnity, ze zwigzki o tej budowie,
oprocz dziatania hipolipomizujacego, wykazujg takze ak-
tywnos$¢ hipoglikemizujaca, ktéra wynika z ich zdolno-
§ci do zwiekszenia wrazliwosci tkanek obwodowych na
insuling. Pierwszym zwigzkiem z tej grupy aktywatorow
byt ciglitazon zsyntezowany przez japonska firme Take-
da, jednak nie zostat zarejestrowany jako lek. W 1997 roku
takze japonska firma Daiichi Sankyo wprowadzita do lecz-
nictwa, kolejnego agoniste receptora PPARy —troglitazon.
Okazato sie jednak, ze wykazuje on silne dziatanie hepa-
totoksyczne, co zdecydowato o szybkim jego wycofaniu z
rynku farmaceutycznego [45], Obecnie pozostalty na nim
jedynie pioglitazon (ACTOS®) i roziglitazon (Avandia®)
zarejestrowane w 1999 roku odpowiednio przez Takede
i GlaxoSmithKlein, jako leki do stosowania w terapii cu-
krzycy typu 2 [46].
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Zarowno roziglitazon jak i pioglitazon sg obecnie stoso-
wane w klinicznym leczeniu cukrzycy typu 2 i zaliczane
sq do agonistéw o bardzo wysokim powinowactwie do re-
ceptora PPARYy, jednak ostatnie lata przyniosty wiele kon-
trowersji szczegolnie wokot tego pierwszego leku. Z jednej
strony, w dwoéch duzych badaniach klinicznych: DREAM
(ang. Diabetes Reduction Assessment with Ramipril and Rosi-
glitazone Medication) i ADOPT (ang. A Diabetes Outcome
Progression Trial) wykazano, ze roziglitazon stosowany w
monoterapii znacznie lepiej niz metformina i pochodne
sulfonylomcznika chroni przed rozwojem petnoobjawo-
wej cukrzycy typu 2 [47,48], z drugiej jednak wskazano na
wyrazne ryzyko sercowo-naczyniowe, a nawet przypadki
zgonow spowodowane niewydolnoscig miesnia sercowego
bedace efektem diugotrwatej terapii roziglitazonem [49].
Informacje te spowodowaty, ze w wielu krajach wycofano
roziglitazon ze sprzedazy.

Mimo oczywistych kontrowersji jest jednak faktem, iz
badania kliniczne rosiglitazonu wykazaly, ze aktywacja
receptoré6w PPARYy jest cenng opcjg terapeutyczng w le-
czeniu cukrzycy typu 2. Podstawowym problemem jest
ograniczenie lub nawet wyeliminowanie dziatah niepoza-
danych towarzyszacych terapii agonistami powodujgcymi
peing aktywacje receptora: nadmiernego rozrostu tkanki
thuszczowej, obrzekéw, ryzyka sercowo-naczyniowego.
Ostatnie lata to badania nad zwigzkami, ktére charaktery-
zuja sie zdolnoscig do czesciowej aktywacji lub modulacji
receptoréw PPARYy, tak zwanymi selektywnymi modulato-
rami aktywnosci (SPPARM, ang. selective peroxisome proli-
ferator-activated receptor y modulator) [50], ktérych dziatanie
polega na wybidrczej aktywacji/modulacji receptora co w
efekcie powoduje zmiany w poziomie ekspresji jedynie spe-
cyficznych grup genow. Jednym z pierwszych scharaktery-
zowanych czes$ciowych agonistéw PPARy byt stosowany w
leczeniu nadcisnienia telmisartan, ktory jest jednocze$nie
antagonistg receptora angiotensyny Il. Do najintensywniej
obecnie badanych czasteczek, charakteryzujacych sie cze-
sciowg aktywacjg receptora PPARy naleza zwigzek MBX -
102 (Metabolex) oraz INT 131 (InterKrin, Amgen). Obydwa
zwigzki znajduja sie w Il fazie badan klinicznych, a uzyska-
ne dotychczas wyniki pokazuja wysoka efektywnos$¢ przy
jednoczesnym braku dziatan niepozgdanych charaktery-
stycznych dla agonistow receptoréw PPARy powodujgcych
ich maksymalng aktywacje [51,52].

RECEPTOR PPARp/5

Kolejnym receptorem z rodziny PPAR jest PPAR(3/5, na-
zywany w literaturze rowniez receptorem aktywowanym
kwasami ttuszczowymi (FAAR) lub jadrowym receptorem
hormondéw 1 (NUCI) [14]. Receptor ten byt jak dotychczas
najmniej wykorzystywany jako miejsce dziatania lekow,
jednak wiele nowych badah wskazuje na mozliwo$é stoso-
wanie jego agonistow w terapii zaburzen metabolicznych
prowadzgcych do cukrzycy typu 2 i otytosci. Poczatko-
wo wyizolowano go z oocytow Xenopus laevis i nazwano
PPARp, jednak kiedy p6zniej zostat zidentyfikowany takze
u gryzoni i cztowieka nazwano go PPAR5, gdyz nie byto
oczywiste, czy jest homologiem receptoréw odkrytych w
Xenopus. Obecnie jest pewne, ze PPARp i PPARO s3 ontolo-
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gami i dla jasnoSci receptor ten jest obecnie okreslany jako
PPARp/6. Wykazano ponadto, ze u ssakow sekwencja reszt
aminokwasowych PPARp/0 jest zachowana w ewolucji, a
podobienstwo sekwencji reszt aminokwasowych w bhiatku
wyizolowanym z komdrek myszy i cztowieka wynosi bli-
sko 90% [17,53],

PPARp/6 wykazuje odmienny mechanizm dziatania
niz PPARa i PPARy. Heterodimer PPARp/5:RXR pod
nieobecnos$¢ liganda wigze sie do sekwencji nukleotydo-
wej PPRE i po dotgczeniu korepresora posrednio hamuje
ekspresje genéw docelowych [54]. Zwigzanie liganda po-
woduje rozpad kompleksu z korepresorem, prowadzac
do zwiekszenia ekspresji gendw, zaré6wno na skutek ak-
tywacji transkrypcyjnej indukowanej ligandem, jak i de-
represji transkrypcyjnej. Uwolniony represor moze przy-
czynia¢ sie do hamowania innych $ciezek sygnatowych w
komorce, np. zmiany aktywnosci transkrypcyjnej PPARa i
PPARYy [55].

Receptor PPARp/5 wyrazany jest we wszystkich zbada-
nych tkankach cztowieka, w ktérych wykazuje zr6znicowa-
ny poziom, a najwiecej obserwuje sie go w médzgu, tkance
thuszczowej, skdrze, tozysku [14,56] oraz w mie$niach szkie-
letowych, gdzie wyzszy poziom syntezy obserwowany jest
w miofibrylach oksydacyjnych w poréwnaniu z glikoli-
tycznymi, a synteza w pordwnaniu z receptorami PPARa i
PPARYy jest odpowiednio 10 i 50 razy wyzsza [20].

Do naturalnych agonistéw receptora PPAR-p/5 mozemy
zaliczy¢ niektére 14- do 18-weglowe nasycone oraz 16- do
20-weglowe wielonienasycone kwasy tluszczowe, ktore w
badaniach wigzania wspdtzawodniczego wigzg sie z powi-
nowactwem (Kd) w zakresie stezern mikromolowych. En-
dogennymi agonistami PPAR-P/5 sg lipoproteiny o bardzo
niskiej gestosci (VLDL) oraz naturalnie wystepujgce eiko-
zanoidy, jak prostaglandyna Al i karbaprostacyklina. Pro-
stacyklina 2 (PGI2 naturalnie wytwarzana przez komorki
$rodbtonka (ECs, ang. endothelial cells) oraz zsyntetyzowana
sztucznie cPGI2réwniez nalezg do agonistébw PPARP/5 i
jak wykazano aktywacja receptora za ich posrednictwem
chroni ECs przed apoptozg indukowang HX 2 Do natural-
nych agonistow PPAR-p/5, nie aktywujacych pozostatych
dwoch podtypow PPAR nalezy réwniez kwas 9-cis retino-
wy, ktdry jest jednoczesnie ligandem receptora kwasu reti-
nowego (RXR) [57-60],

Dotychczas udato sie zsyntetyzowaé kilku sztucznych
agonistow PPARp/5. Pierwszym uzyskanym ligandem byt
zwigzek GW501516, znaleziony po przeszukaniu bibliote-
ki hydrofobowych karboksylanéw przez GlaxoSmithKline
(podobnie odkryto GW0742) [61]. Kolejnym syntetycznym
agonistg jest opracowany metodg in silico przez firme Merck
zwigzek L-165041 [62]. Te pochodne kwasu fenoksyocto-
wego sg wysoko selektywnymi ligandami PPAR-P/5 z
powinowactwem do receptora na poziomie stezen nano-
molowych (1000 razy wiekszym niz do PPARa i PPARYy).
Obecnie trwajg prace nad wieloma innymi syntetycznymi
agonistami, a niektore z nich jak KD3010 (Kalypsys) [63] i
MBX-8025 (Metabolex) [64] znajdujg sie w trakcie zaawan-
sowanych badan klinicznych w kierunku leczenia zaburzen
metabolicznych.
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Badania na modelach zwierzecych z zastosowaniem
syntetycznych ligandéw wykazaty istotng role receptora
PPAR(3/5 w metabolizmie glukozy i lipidéw, czynigc go
waznym terapeutycznym celem w terapii insulinooporno-
$ci, nadcisnienia i dyslipidemii, co wiecej badania te wska-
zujg na mozliwos¢ wykorzystania agonistow PPARp/5
do kontrolowania wzrostu masy ciata i odktadania tkanki
thuszczowej, wzmacniania fizycznej wytrzymatosci miesni
szkieletowych, fagodzenia miazdzycy i hamowania stanow
zapalnych [54], Odkrycie agonistow/modulatorow PPAR-
(3/6 moze okaza¢ sie skuteczne w zwalczaniu catego spek-
trum negatywnych skutk6w zespotu metabolicznego.

PODWOJINI | PAN-AGONISCI RECEPTOROW PPAR

Prace badawcze nad rozwojem podwdéjnych oraz pan-
agonistéw, ktére miatyby zdolno$é aktywacji dwoch lub
nawet wszystkich podtypoéw receptoréw PPAR, wydawa-
ty sie oczywistym rozwigzaniem, wynikajacym z faktu iz
efekty aktywacji roznych typow receptorow PPAR zdawaty
sie by¢ wzajemnie uzupetniajgce w przypadku leczenia za-
burzen metabolicznych. I tak, aktywacja PPARa przyczynia
sie do poprawy profilu lipidowego, aktywacja receptora
PPAR(3/6 zwieksza tempo przemian metabolicznych, z ko-
lei aktywacja PPARy prowadzi do zmniejszenia opornosci
na insuline tkanek obwodowych. Okazato sie jednak, ze
zbyt silna aktywacja dwéch lub wiecej podtypdéw recepto-
row PPAR to niemal jak otwarcie puszki Pandory [65]. Dla
podwdjnych agonistow PPARaly, jak muraglitazar, tesa-
glitazar i ragaglitazar juz po wejsciu w badania kliniczne
okazato sie, ze ich diugoterminowe przyjmowanie wigze
sie z ryzykiem sercowo-naczyniowym jak réwniez kance-
rogennosciag. Dalsze prace nad tymi zwigzkami zostaty za-
rzucone. Z drugiej strony, zwigzek o nazwie aleglitazar, be-
dacy takze podwdjnym agonista PPARaly charakteryzuje
sie bardzo wysokg skuteczno$cig w terapii cukrzycy typu
2 iwydaje sie by¢ pozbawiony dziatah niepozadanych opi-
sanych wyzej, jak to wykazano w badaniu SYNCHRONY
[66,67]. Wiele wskazuje tez na to, ze duze znaczenie tera-
peutyczne w leczeniu zaburzeh metabolicznych mogg mie¢
podwdjni agonisci PPARa/8 oraz PPARS8/y [65],

PODSUMOWANIE - PRZYSZtOSC RECEPTOROW
PPAR W TERAPII ZABURZEN METABOLICZNYCH

Mimo oczywistych kontrowersji jakie wzbudza terapia
réznymi aktywatorami receptorow PPAR pozostaje faktem,
iz sg one cenng opcja terapeutyczng w leczeniu zaburzeh me-
tabolicznych, jak cukrzyca typu 2, otyto$¢ czy dyslipidemia.
Podstawowym problemem jest wyeliminowanie dziatan nie-
pozadanych, do ktérych nalezg nadmiernego rozrostu tkanki
thuszczowej, zatrzymywanie wody w organizmie i ryzyko
zaburzen funkcjonowania uktadu sercowo-naczyniowego.
Ostatnie lata to badania nad zwigzkami, ktére charaktery-
zujg sie zdolnoscig do czesciowej aktywacji lub modulacji
receptorow PPAR, tak zwanymi selektywnymi modulato-
rami aktywnos$ci (SNuRMSs) oraz antagonistami receptoréow
PPAR. Ciekawa i obiecujgca jest takze mozliwo$¢ stosowania
agonistdw receptoré6w PPAR w innych schorzeniach niz za-
burzenia metaboliczne, jak choroby ptuc, choroby oczu, stany
zapalne czy infekcje wirusowe [13,68].
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Nuclear receptors PPAR as a drug target in metabolic disorders
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ABSTRACT

Nuclear receptors regulate many basic cellular processes and their malfunction can lead to serious consequences including metabolic disor-
ders, obesity and type 2 diabetes. Among many nuclear receptor families, the best known for their therapeutic use are the PPARs. These are
key transcription factors determining: proper cellular metabolism of glucose and lipids, tissue sensitivity to insulin, appropriate immune re-
sponses including inflammatory processes and finally cell division and differentiation. Currently two types of PPAR activators are in medical
use: in the therapy of type 2 diabetes —thiazolidinediones (TZDs), which act via PPARYy receptors and in the treatment of dyslipidemia —
fibrates, which act via PPARa receptors. The search for new drugs acting through PPAR mechanism consists in the design of new molecules
with tissue specific proprieties, which would selectively bind and modulate the activity of appropriate receptors, thus reducing the number
of adverse events typically observed with the use of full agonists. These molecules have been named selective nuclear receptor modulators
(SNuRMs).
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Mitofuzyna 2 —wazne biatko obwodowego uktadu nerwowego

I powszechnie wystepujacy regulator metabolizmu

STRESZCZENIE

stnieje grupa choréb metabolicznych o wyraznej ekspresji jednonarzadowej wystepuja-

cej na tle tagodnych objawoéw ze strony innych narzaddéw. Choroba Charcot-Marie-To-
oth (CMT), polegajaca na postepujgcym zaniku odsiebnych mie$ni konczyn, wystepuje w
dwoch odmianach, w ktérych dochodzi pierwotnie do demielinizacji nerwu obwodowego
(CMT1) i uszkodzenia aksonu (CMT2). W grupie CMT2 najczestsza jest choroba CMT2A,
powodowana mutacjami w genie mitofuzyny 2 (MFN2). Mfn2 jest biatkiem zewnetrznej
btony mitochondrialnej kodowanym w genomie jadrowym. Uczestniczy w procesach fuzji
mitochondridéw oraz ich oddziatywaniach z siateczka $rodplazmatyczng. Zaburzenie réwno-
wagi fuzji i fragmentacji sieci mitochondrialnej zwieksza wrazliwo$¢ komérki na stres oksy-
dacyjny. Prawdopodobnie Mfn2 ma tez funkcje regulatorowe oraz bierze udziat w regulacji
transkrypcji gendéw kodujacych biatka tancucha oddechowego. Zmiany ilosci Mfn2 oraz mu-
tacje wptywajace na jej sekwencje aminokwasowa wykrywa sie w niektérych przypadkach
neuropatii obwodowej, cukrzycy i chorob serca. Przyktad mitofuzyny 2 ilustruje ,,wedrow-
ke" intelektualng, ktérej poczatek lezy w uszkodzeniu obwodowego uktadu nerwowego u
chorych z CMT2A i znalezieniu mutacji w genie kodujacym to biatko. Zainicjowane tymi
obserwacjami biologiczne badania udziatu biatka Mfn2 w metabolizmie komérek pozwa-
lajg lepiej zrozumie¢ zaburzenia systemowe dotyczace réznych narzadoéw i szerzej spojrzec
na patologie CMT2A.

WPROWADZENIE

Na poczatku ubiegtego stulecia angielski lekarz Archibald Garrod zwrdcit
uwage na wystepowanie zwigzku przyczynowo-skutkowego pomiedzy izo-
lowanym defektem biochemicznym, a wystepowaniem alkaptonurii — cho-
roby metabolicznej spowodowanej defektem oksydazy homogentyzyniano-
wej [1], Wiekszos$¢ znanych choréb metabolicznych zasadniczo miesci sie w
ramach nakre$lonych przez Garroda i jego nastepcow, istnieje jednak grupa
choréb metabolicznych o wyraznej ekspresji jednonarzadowej wystepujacej
na tle do$¢ tagodnie zaznaczonych objawow ze strony innych narzagdéw. Dla
przyktadu zanik nerwow wzrokowych typu Lebera manifestuje sie przede

In vivo [—" In vitro
Moézg '7 Komoérki Purkiniego no/bawiono Mfn2
Rozrost gleju, tagodna = Zaburzenia bioenergetyki i fuzji
demielinizacja istoty biatej g mitochondriéw, zaburzenia neurogenezy
moézgu - CMT2A,
Zanik nerwu wzrokowego - . .

Kardiomiocvtv wzrost poziomu Mfn2 w
CMT6 | i P

Serce i uktad krazenia ‘Sl
Rozrost migéni gtadkich \ |
naczyn krwionosnych 5% }\I‘

poprzedzajacy incydenty f
ischemiczno-reperfuzyjne 4 (@ i

Miegénie szkieletowe
Postepujace ostabienie mieéni, 0

CMT2A

indukowana nadprodukcjg M fn2;
Ingerencja Mfn2 w szlak Ras-Raf-MEK-
ERK/MAPK

Miocvtv Zalezno$¢ pomiedzy poziomem
Mfn2 a insulinoopomoscia; udziat w
réznicowaniu miocytow

Obwodowy uktad nerwowy Ry
Zanik akson6w nerwéw ’,’,\ '_f"‘
obwodowych, tagodna G
demielinizacja, CMT2A <

MEF: zaburzenia fuzji mitochondriéw i ich
oddziatywan z ER, aktywnosci taicucha
oddechowego, homeostazy wapniowej,
sktonno$¢ do apoptozy

odpowiedzi na stres oksydacyjny,
apoptoza kardiomiocytéw i komérek
miesni gtadkich naczyn krwionosnych

Rycina 1. Udziat mitofuzyny 2 w patologii wielonarzadowej. Obserwacje itt vivo, przypisane konkretnym
jednostkom chorobowym oraz pochodzace z doSwiadczen in vitro w zwierzecych modelach choréb cztowie-
ka. Skutki mutacji w genie MFN2 sg widoczne w obwodowym i o$rodkowym uktadzie nerwowym oraz w
uktadzie krazenia. Badania in vitro wykazaty udziat Mfn2 w neurogenezie komérek Purkinjego mézdzku,
regulacji $mierci oraz proliferacji kardiomiocytow i komérek miesni gtadkich naczyn krwionosnych, réznico-
waniu miocytéw oraz ich wrazliwosci na insuline. Mfn2 wptywa na fuzje mitochondriéw i ich oddziatywania
z siateczka $rédplazmatyczna (ER), bioenergetyke komérek, homeostaze wapniows, co wykazano w bada-
niach mysich embrionalnych fibroblastow (MEF). Wptyw mitofuzyny 2 na metabolizm odbywa sie poprzez
regulacje fuzji mitochondriéw oraz posredniczenie w szlakach przekazywania sygnatu, m. in. w kaskadzie
Ras-Raf-MEK-ERK/MAPK. Elementy ryciny pochodza z materiatéw Servier Medical Art, http:// www.se-
rvier.com/Smart/ImageBank.aspx?id_=729; Les Laboratoires Servier
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wszystkim $lepota, jednakze u chorych opisywane sg
rowniez objawy dodatkowe (polineuropatia obwodowa)
[2], Kolejnym przyktadem moze by¢ choroba Pompego,
gdzie obserwuje sie wspdtistnienie uszkodzenia mie-
$nia sercowego (kardiomiopatia) z uszkodzeniem miesni
szkieletowych [3].

Mitofuzyna 2 (Mfn2) jest biatkiem btony mitochon-
drialnej wystepujgcym w wielu tkankach i narzgdach, a
jednak najsilniej wyrazonym efektem uszkodzenia genu
MFN2 jest zwyrodnienie aksonalne nerwdéw obwodo-
wych [4]. Inne skutki uszkodzenia genu mitofuzyny
ujawniaja sie, w oSrodkowym uktadzie nerwowym w nie-
poréwnanie bardziej dyskretny sposéb (fagodna demie-
linizacja). A zatem biatko Mfn2, ktdrego funkcja poczat-
kowo byta wigzana z ograniczonym procesem zwyrod-
nienia aksonalnego okazuje sie by¢ waznym regulatorem
metabolizmu w osrodkowym uktadzie nerwowym. Przy-
ktad mitofuzyny wydaje sie interesujacg ilustracjg pewnej
~wedrdwki" intelektualnej, ktérej poczatku nalezy szu-
ka¢ w uszkodzeniu jednej tkanki —obwodowego uktadu
nerwowego, a ktéra juz dzi$ pozwala lepiej zrozumiecé
zaburzenia systemowe dotyczace réznych narzagdow, na
ktore, jak sie okazuje, majg wptyw defekty w mitofuzy-
nie 2. Tak witasnie, w ujeciu patologii wielonarzagdowej
przedstawiono w pracy funkcje mitofuzyny 2 (Rye. 1).

MITOFUZYNA 2

Biatko Mfn2 ma wiele funkcji. Poczagtkowo mitofuzyna
2 zostata zidentyfikowana w migéniach otytych szczurdéw
szczepu Zucker [5], w ktérych wystepowata jako biatko
MARF (ang. mitochondrial assembly regulatory factor), na-
stepnie w miesniach gtadkich naczyn krwionos$nych u
szczurdw z dziedzicznym nadcisnieniem, jako gen supre-
sorowy hiperplazji (ang. hyperplasia suppressor gene HSG)
[6]. W badaniach na modelach chordéb in vivo i in vitro wy-
kazano role mitofuzyny 2 w proliferacji komorek i utrzy-
maniu prawidtowej morfologii mitochondridw i siateczki
$rddplazmatycznej [7,8]. Zmiany wptywajgce na aktyw-
nos$¢ mitofuzyny 2 modyfikujg oddychanie komérkowe i

A)

ekspresje gendw kodujacych podjednostki kompleksow
tancucha oddechowego w hodowlach rdznych typow
komérek m.in. miesniowych [7]. Nieprawidtowos$ci w
sekwencji nukleotydowej oraz zmiany w ekspresji genu
mitofuzyny 2 sg przyczyng rozwoju choréb, obejmuja-
cych wiele narzgdéw. Zmiany ilosci biatka Mfn2 oraz za-
burzenia jego sekwencji aminokwasowej obserwuje sie w
cukrzycy, chorobach serca oraz polineuropatii aksonalnej
(CMT2A) [9].

Mitofuzyna 2 jest biatkiem mitochondrialnym kodo-
wanym przez genom jadrowy. U cztowieka sktada sie
z 757 reszt aminokwasowych, budujgcych funkcjonalne
domeny. Biatko Mfn2 jest zakotwiczone w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej domeng transhtonowg podzielo-
na na dwie czesci (Ryc. 2). Zaro6wno C-, jak i N-koniec
biatka skierowane sg do cytoplazmy i formujg domeny
coiled-coil (CCI i CC2), zawierajagce powtdrzenia 7 hydro-
fobowych aminokwaséw (ang. heptad repeats), nazywane
czasem domenami HR1 i HR2. Domeny HR odgrywaja
kluczowg role w fuzji bton, w ktorej posSredniczg m. in.
biatka SNARE (ang. soluble N-ethylmaleimide-sensitive fac-
tor activating protein receptor) [10]. Sg one odpowiedzialne
takze za potgczenia Mfn2 z innymi biatkami. Na N-koncu
znajduje sie domena GTPazowa. Domena ta, odpowia-
dajagca za hydrolize GTP, jest niezbhedna do przeprowa-
dzania procesu fuzji mitochondriow, natomiast domeny
CCl i CC2 stanowig podstawe potaczen z innymi biatka-
mi, m. in. tworzgc homodimery Mfn2 oraz mitofuzyny 1
i 2, tworzac heterodimery [11]. Szczeg6lne znaczenie dla
homeostazy wapniowej wykazuje domena mitofuzyny 2
wigzgca biatka Ras (Ryc. 2). Jest ona konieczna do oddzia-
tywan mitochondriéw z siateczka srodplazmatyczng (ER)
oraz warunkuje prawidtowg morfologie ER [12],

Gen mitofuzyny 2 zmapowano w locus 1p36.22. Za-
wiera 19 eksondéw, ktorych sekwencja nukleotydowa jest
konserwowana ewolucyjnie. Stwierdzono znaczng homo-
logie genu MFN2 oraz genu fuzji mitochondriéw D. mela-
nogaster (Fzo) [13]. Stwierdzono takze 95% podobieAstwo
genu mitofuzyny 2 cztowieka do genu szczura [5].

B)

C-koniec

zewnetrzna biona
mitochondrialna

wewnetrzna biona
mitochondrialna

—_——

Rycina 2. Schemat budowy domenowej mitofuzyny 2. A) Mfn2 sktada sie z domeny hydrolizujacej GTP (GTPaza), zdomen CCl i CC2 (zwane tez HR1, HR2), tworzacych
potaczenia z innymi biatkami oraz z domeny transbtonowej (TM), podzielonej na dwie czesci, ktdre kotwiczg biatko w zewnetrznej btonie mitochondrialnej oraz domeny
potencjalnie wiagzacej biatko Ras (btyskawica). Na schemacie zaznaczono obszar tzw. ,,hot spot” mutacji w kodonie 94 oraz gwiazdkami zaznaczono regiony, w ktérych
zidentyfikowano najwiecej mutacji. B) Schematyczne przedstawienie lokalizacji mitofuzyny 2w komorce.
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MUTACIJE

W genie mitofuzyny 2 znanych jest niemal 60 mutacji.
Wiekszos$¢ z nich jest mutacjami punktowymi zmiany sen-
su. Jednak znane sg takze mutacje typu delecja/insercja
nukleotydéw. Zdecydowana wiekszo$¢ mutacji lokalizuje
sie w domenie hydrolizujagcej GTP oraz pomiedzy domeng
GTPazowg oraz domena CCI, odpowiedzialng za wiek-
szo$¢ oddziatywan biatko-biatko [11]. W obu rejonach se-
kwencji zidentyfikowano miejsca, ulegajagce mutacjom cze-
Sciej niz inne. Sa to tzw. ,,hot spots”. Najczesciej spotykang
mutacjag wsrdd niespokrewnionych pacjentow z CMT2A
jest mutacja 94 kodonu, w wyniku ktdrej reszta argininy
ulega zamianie na reszte glutaminy lub tryptofanu. Mutacje
w genie mitofuzyny 2 majag efekt plejotropowy. Wptywa-
ja na szereg procesdw w komdrce, wywotujac dysfunkcje
dotyczace wielu organéw, cho¢ gtdwne nasilenie skutkow
mutacji obserwowane jest w obwodowym uktadzie nerwo-
wym. Powodujg selektywne defekty fuzji mitochondriow,
nieprawidtowosci w morfologii siateczki Srédplazmatycz-
nej, zmniejszenie transportu mitochondriéw do aksonow,
defekty w tworzeniu sieci mitochondrialnych, prowadzace
do spadku aktywnos$ci metabolicznej mitochondriow [14].

REGULACJA EKSPRESJI GENU
KODUJACEGO MITOFUZYNE

Mitofuzyna 2 jest biatkiem powszechnie wystepujacym
w organizmie, jednak w wiekszoS$ci tkanek i narzadéw w
matej ilosci. Najwiekszg ilos¢ Mfn2 obserwuje sie w mie-
$niach szkieletowych, w sercu i w moézgu [15]. Zwigzane
jest to z rolg mitofuzyny 2 w mitochondriach, ktérych
wiekszg ilos$¢ notuje sie w komodrkach ze zwigkszonym za-
potrzebowaniem na energie. Defekty w mitofuzynie 2 maja
zwigzek z chorobg Charcot-Marie-Tooth typu 2A, a takze z
otyto$cig oraz cukrzycg typu 2 [9], W grupie tych chorych
ilos¢ biatka Mfn2 w mies$niach byt obnizony [16]. Dotych-
czas zidentyfikowano dwa silne pozytywne regulatory
ekspresji genu MFN2 w komérkach mie$Sniowych —PGC-
la i PGC-1(3 (ang. peroxisome proliferator-activated receptor y
coactivator) [15]. Ponadto, biatko ERRa (ang. estrogen-related
receptor-a) jest czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry rekru-
tuje oba wymienione wyzej biatka regulatorowe. Stwier-
dzono, ze ekspozycja na niskg temperature, traktowanie
szczuréw agonistami receptoréw adrenergicznych typu |33
oraz ¢wiczenia fizyczne powodujg zwiekszenie ekspresji
genu Mfn2 w miedniach i w brunatnej tkance tluszczowej
[16]. PG C-la bierze udziat w stymulacji transkrypcji genu
Mfn2 w warunkach wzmozonego wydatkowania energii.
Indukcja ta zachodzi na zasadzie koaktywacji czynnika
transkrypcyjnego ERRa oraz koaktywatora PGC-la [7],
Jednak zwiekszenie iloSci mMRNA, zar6wno mitofuzyny 2,
jak i PGC-la i ERRa, nie powodowato zwiekszenia ilosci
biatka Mfn2 w komdrkach miesniowych u ludzi po ¢wi-
czeniach fizycznych, np. po 10 km jezdzie na rowerze [17].
Natomiast w badaniach z wykorzystaniem hodowli komo-
rek myszy (MEF, C2C12, 10T1/2) oraz cztowieka (HeLa i
HEK293A), w warunkach normalnych, nie wymagajacych
wiekszego wykorzystania energii, czynnik transkrypcyjny
ERRa rekrutuje koaktywator PGC-1(3, ktory przytacza sie
do genu Mfn2. Po aktywacji transkrypcji, czyli zwiekszo-
nej syntezie mRNA, w tym przypadku, nastepuje zwiek-
szenie ilosci biatka mitofuzyny 2 [14].
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Promotor genu mitofuzyny 2 zawiera 3 potencjalne miej-
sca (rejony) wigzania receptoréw jagdrowych. Stwierdzono
jednak, ze to rejon 2 jest niezbedny do koaktywacji trans-
krypcji przez PGC-la lub PGC-ip oraz ERRa. Aktywacja ta
zachodzi na zasadzie potgczenia ERRa z promotorem genu
mitofuzyny 2, pomiedzy nukleotydami -413 i -398 [16].

Badano takze ekspresje genu Mfn2 w komdrkach miesnia
sercowego. Jako model badawczy wykorzystano myszy po-
zbawione genu PPARS5 (ang. peroxisome proliferator-activated
receptor 5) oraz niemodyfikowane genetycznie [15]. U myszy
niemodyfikowanych poddanych 48-godzinnemu gtodzeniu
zaobserwowano znacznie zwiekszong ilos¢ transkryptu
mitofuzyny 2, niz u myszy karmionych tradycyjng pasza.
U gtodzonych myszy pozbawionych genu PPARG zaobser-
wowano stabszg indukcje ekspresji genu Mfn2. Prawidtowa
transkrypcja genu mitofuzyny 2 (wyrazona iloscig mRNA)
w kardiomiocytach zalezy od dostepnosci biatka PPARS w
normalnych warunkach oraz, przynajmniej czesciowo, w
warunkach gtodzenia. Potencjalne miejsce wigzania biatka
PPARG znaleziono miedzy nukleotydem -837 i -817 przed
promotorem w genie mitofuzyny 2 u myszy [15]. Niedobér
mitofuzyny 2 moze prowadzi¢ do patologicznego rozrostu
mieé$ni gtadkich naczyn krwiono$nych. Natomiast, w bada-
niach in vitro, nadekspresja genu Mfn2 skutkuje apoptozg
kardiomiocytéw indukowang nadtlenkiem wodoru [18].
Poziom ekspresji genu mitofuzyny 2 jest Scisle zalezny od
stanu metabolicznego mieénia sercowego [15].

W innych badaniach wykazano, ze ekspresja genu mi-
tofuzyny 2 moze by¢ regulowana przez biatko p53. Biatko
p53, tzw. ,,straznik genomu" jest czynnikiem integrujgcym
wiele sciezek sygnatowych w komorce i wpltywa na wie-
le proceséw kluczowych dla zycia komorki, jak apoptoza,
zatrzymanie cyklu podziatowego komoérki, czy réznicowa-
nie. W promotorze mitofuzyny 2 znajduje sie sekwencja
nukleotydowa homologiczna do sekwencji, do Kktdrej w
innych genach przytgczane jest biatko p53. Teze te po-
twierdzono doswiadczalnie, co umozliwia jeszcze szersze
spojrzenie na funkcje mitofuzyny 2, np. w hamowaniu
proliferacji komoérek, promowaniu apoptozy lub supresji
nowotworéw [19].

UDZIAL MITOFUZYNY W FUZJI
MITOCHONDRIOW ORAZ ZNACZENIE TEGO
PROCESU W FIZJOLOGII KOMORKI

Mfn2 jest biatkiem zewnetrznej btony mitochondrialnej,
uczestniczagcym w procesach jej fuzji. RoGwnowaga pomie-
dzy procesami fuzji i podziatu mitochondriéw warunkuje
nie tylko ich prawidtowa morfologie, biogeneze i rozmiesz-
czenie w komérce, ale posrednio reguluje kondycje catej
komaérki [20], Wiele badan in vitro dowodzi, Ze zaburzenie
dynamicznej rownowagi fuzji i podziatu sieci mitochon-
drialnej zwieksza wrazliwo$¢ komorki na stres oksydacyj-
ny [20,21]. Zaburzenia funkcji biatek fuzyjnych zewnetrznej
btony mitochondrialnej, jak mitofuzyny 1i 2 oraz OPAl w
wewnetrznej btonie mitochondrialnej nie tylko zwiekszajg
stopien fragmentacji mitochondriéw, ale brak mitofuzyn
zwieksza wrazliwo$¢é komaérek na bodzce proapoptotycz-
ne [20]. Mozna przypuszczac wiec, ze prawidtowe procesy
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fuzji i podziatu mitochondriéw mogg stanowi¢ mechanizm
ochronny komérki na czynniki pro-apoptotyczne.

Fuzja obu bton mitochondrialnych przebiega na drodze
oddzielnych, ale nie niezaleznych od siebie proceséw. Klu-
czowg role odgrywaja trzy spokrewnione z dynaminami
biatka o aktywnos$ci GTPazowej, niezbednej dla ich aktyw-
nosci fuzyjnej [11,20], Obok Mfn2 oraz jej izoformy Mfnl,
warunkujacych fuzje zewnetrznej btony mitochondrialnej,
trzecim biatkiem, niezbednym do fuzji wewnetrznej btony
mitochondrialnej, jest OPAL. Ich identyfikacja w jednym
kompleksie funkcyjnym wskazuje na wspdétzaleznos¢ fuzji
obu bton [22]. Biatko OPA1l oddziatuje prawdopodobnie z
Mfnl zlokalizowang w zewnetrznej btonie mitochondrial-
nej, ale nie z Mfn2 [23]. Przypuszcza sie wiec, ze Mfnl moze
posredniczy¢ (sama lub wraz z innymi, nierozpoznanymi
dotad biatkami) w koordynacji mechanizmu fuzji obu bton
mitochondrialnych [20].

ROLA MFN2 W ODDZIALYWANIACH
MITOCHONDRIOW Z SIATECZKA
SRODPLAZMATYCZNA - WPLYW
NA SYGNAL WAPNIOWY

W prawidtowej komorce mitochondria oddziatujg ze
sobg tworzac dynamiczny uktad, na ktérego morfologie i
funkcje sktadajg sie procesy fuzji i podziatu [20]. Tempo i
intensywnos$¢ tych procesdw ksztattuje charakter sieci mi-
tochondrialnej komérki. Mitochondria oddziatujg takze
ze strukturami siateczki $rodplazmatycznej (ER), o czym,
do pewnego stopnia, $wiadczy wspétwystepowanie tych
dwoch sieci w komorce [8,12]. Bliska lokalizacja mitochon-
driow i ER umozliwia wspétudziat w regulacji proceséw
komérkowych, zaleznych od jonéw wapnia [12].

Mitofuzyna 2 wydaje sie odgrywac¢ kluczowa role w
morfologii oraz fizjologii siateczki $rédplazmatycznej [12].
Brak Mfn2 objawia sie zaburzeniami struktury siateczki
(agregaty i skupiska), dezorganizacjg oraz ograniczeniem
jej potaczen z mitochondriami oraz znacznym obnizeniem
efektywnos$ci pobierania jonow wapnia w odpowiedzi na
inozytolotrisfosforan (IP3 [12]. W badaniach in vitro, w my-
sich komdrkach MEF, zwiekszenie ekspresji genu Mfn2, ale
nie Mfnl, przywracato morfologie siateczce Srédplazma-
tycznej oraz jej potgczeniom z mitochondriami [23]. Ponad-
to mutanty mitofuzyny 2 pozbawione domeny GTPazowej
lub domeny oddziatujacej z biatkami Ras, cho¢ przywracaty
prawidtowag morfologie sieci mitochondrialnej, nie wpty-
waly na siateczke $rédplazmatyczng [8]. Prawdopodobnie
wiec domeny te sg w rdznym stopniu zaangazowane w pro-
ces fuzji i oddziatywan pomiedzy mitochondriami i siatecz-
kg $rédplazmatyczng.

Potaczenia mitofuzyn mitochondriéw i bton ER maja
charakter homo- i heterodimeréw, w ktoérych oddziatujg
ze sobg przeciwréwnolegte domeny superhelikalne Mfn2
w btonie ER oraz Mfnl lub Mfn2 w zewnetrznej btonie mi-
tochondrialnej (uktad trans) [23]. Na podstawie obserwacji
znacznego zmniejszenia obszarow oddziatywan w komér-
kach MEF pozbawionych genu Mfn2 (MEFM"2/)i braku tego
efektu w komdrkach M EF~1/- podejrzewa sige, ze udziat
prawidtowej Mfnl w procesach fuzji i oddziatywan mito-
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chondriow z siateczkg $rédplazmatyczng moze fagodzié¢
niekorzystny efekt mutantow Mfn2, ale nie moze w peini
rekompensowac braku Mfn2 [8].

Prawidtowe umiejscowienie wzgledem siebie mito-
chondriow i siateczki $Srédplazmatycznej, a zatem réwniez
udziat mitofuzyn, wydaje sie kluczowe dla funkcjonowania
komorki [8,23]. Mutacje w genie Mfn2 skutkujg zmiang od-
legtosci pomiedzy btonami siateczki i mitochondridw [23].
De Britto i Scorrano stworzyli hipoteze mikrodomen, w
ktérej postuluja, ze zwiekszona odlegto$¢ pomiedzy mito-
chondriami a siateczkg zwigzana z defektem Mfn2 powo-
duje przedtuzenie sygnatu wapniowego w komarkach [8].
Brak prawidtowej Mfn2 uposledza pobieranie jonow wap-
nia przez mitochondria po ich wyptywie z siateczki $réd-
plazmatycznej, stymulowanym przez IP? [12]. Natomiast
w przypadku nadekspresji genu prawidtowej Mfn2 moze
dochodzi¢ do przedtuzenia oddziatywania, przetadowania
mitochondriow i ER jonami wapnia i wynikajacej z zabu-
rzen sygnatu wapniowego apoptozy [8].

WPLYW MFN2 NA METABOLIZM MITOCHONDRIALNY

Mitofuzyna 2, wydaje sie nasila¢ procesy oksydoreduk-
cyjne w mitochondriach [22,24], W komdrkach pozbawio-
nych Mfn2 obserwowano obnizenie wartosci potencjatu
btonowego oraz aktywnosci cyklu kwasu cytrynowego,
obserwowano takze zmniejszenie utleniania glukozy oraz
odpowiadajagce mu zmniejszenie pobierania tlenu [24], W
komaérkach miesniowych brak Mfn2 powodowat nasilenie
beztlenowej glikolizy [5], Przypuszcza sie, ze mitofuzyna
2 wptywa na procesy bioenergetyczne komarki posrednio,
poprzez udziat w fuzji mitochondriéw i ich oddziatywa-
niach z siateczkg $rédplazmatyczng oraz poprzez wptyw
na synteze kodowanych w genomie jadrowym biatek tancu-
cha oddechowego [24], Sugeruje sie, ze moze to by¢ nowa,
niezalezna od aktywnosci fuzyjnej, funkcja Mfn2. Szczeg6-
towe badania wykazaty zwigzek Mfn2 z ekspresjg genéw,
kodujacych biatka podjednostek tancucha oddechowego.
Zaleznos$¢ ta nie ma symetrycznego charakteru. Brak Mfn2
znaczgco obniza synteze biatek kompleksow I, I, 111§V, na-
tomiast jej zwiekszona zawarto$¢ skutkuje wzrostem syn-
tezy biatek kompleksu I, IV i V, pozostajgc bez wptywu na
kompleks Il1'i 11l [24], Nie wiadomo jednak, czy Mfn2 bezpo-
Srednio oddziatuje na mechanizmy ekspresji genéw, kodu-
jacych powyzsze biatka, czy raczej inicjuje kaskade sygnato-
wg prowadzacg do pobudzenia transkrypcji odpowiednich
genow.

Obserwacje biochemiczne w badaniach in vitro maja
swoje odzwierciedlenie w danych klinicznych. Analizu-
jac schorzenia, ktérych patogeneza moze mie¢ zwiazek z
nieprawidtowym dziataniem Mfn2, zauwazalne staje sie,
ze schorzenia te dotyczg przede wszystkim uktadu nerwo-
wego, miesni szkieletowych oraz kardiomiocytéw, najbar-
dziej zaleznych od metabolizmu tlenowego i prawidtowej
bioenergetyki mitochondriow. Co ciekawe, zaburzenia
aktywnosci enzymoéw tancucha oddechowego zaobserwo-
wano w chorobach neurodegeneracyjnych, np. obnizenie
aktywnosci kompleksu | opisano w parkinsonizmie, ale
dotychczas nie znane sg powigzania tej choroby z mitofu-
zyng 2 [24].
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TRANSPORT AKSONALNY

Od czasu, kiedy potgczono wystepowanie mutacji w
genie mitofuzyny 2 z chorobg Charcot-Marie-Tooth 2A,
nierozwiktane pozostaje pytanie, w jaki sposéb mutacje te
wplywajg na rozwdj choroby. Zauwazono, ze w neuronach
ze zmienionymi formami biatka Mfn2 znacznemu uszko-
dzeniu ulega transport mitochondriow wzdtuz aksonow
[25], Badania in vitro na hodowlach neuronéw, wykazaty za-
burzenia rozmieszczenia mitochondriow niezalezne od ilo-
§ci ATP w komorkach, potencjatu bton mitochondrialnych,
czy tez aktywnosci tancucha oddechowego. Obserwowano
obnizenie ruchliwo$ci mitochondridéw, a co za tym idzie, ich
agregacje oraz zaburzenia w rozlokowaniu, zar6bwno w cie-
le komarki nerwowej, jak i w aksonie [25].

Rozmieszczenie mitochondriéw w komorce, bedace wy-
nikiem prawidtowej dynamiki proceséw mitochondrial-
nych, jest podyktowane jej zapotrzebowaniem na energie.
W mysl hipotezy Skulacheva dzieki istnieniu sieci mito-
chondrialnej w komoérce potencjat moze by¢ przenoszo-
ny wzdtuz mitochondrialnych filamentow z miejsc, gdzie
sprawnie dziata tancuch oddechowy do miejsc o duzym
zapotrzebowaniu na energie, czyli miejsc syntezy ATP
[22]. Komdrkami szczeg6lnie narazonymi na uszkodzenia
zwigzane z zaburzeniami energetycznymi sg neurony. Aby
zapewnic¢ ich prawidtowga aktywnos$¢ mitochondria muszg
by¢ rozmieszczone takze w odlegtych od ciata komorki ak-
sonach. W neuronach, w ktérych dochodzito do nadekspre-
sji zmutowanego genu Mfn2, mitochondria nie tworzyty
réwnomiernej sieci. Aksony byty prawie pozbawione mito-
chondriéw. [26].

Aby zachodzit transport mitochondriow do odlegtych
obszarow aksonéw konieczne jest potgczenie organelli z
biatkami motorycznymi —kinezyng i dyneing. Stwierdzo-
no, ze mitofuzyna 2 jest tgcznikiem pomiedzy mitochon-
drium a mikrotubulami, wzdtuz ktérych odbywa sie trans-
port organelli [25]. Biatko Mfn2 wchodzi w oddziatywania
z kompleksem Miro/Milton, od ktérego zalezy potaczenie
Mfn2 z biatkami motorycznymi, a zatem takze transport mi-
tochondriéw [27], Kompleks Miro2/Mfn2 bierze udziat w
transporcie zaleznym od kinezyn, czyli w strone dodatnie-
go bieguna mikrotubuli, oraz w zmianie kierunku porusza-
nia si¢ mitochondriow poprzez ,,przekazanie" organelli do
dynein, prowadzgcych transport w kierunku bieguna ujem-
nego mikrotubuli [28]. Nie jest jednak jasne, w jaki sposob
dochodzi do kontroli transportu przez mitofuzyne 2. Zabu-
rzenia transportu mitochondriéw w komérce uwaza sie za
jedng z mozliwych przyczyn uszkodzenia i zaniku aksonow
w neuropath CMT typu 2A [25].

CHOROBA CHARCOT-MARIE-TOOTH 2A

Choroba Charcot-Marie-Tooth (CMT), ktéra polega na
powoli postepujacym zaniku odsiebnych mie$ni konczyn
gornych i dolnych wystepuje zasadniczo w dwo6ch odmia-
nach: CMT1 —w ktérej dochodzi pierwotnie do demielini-
zacji nerwu obwodowego i CMT2 — w ktorej pierwotnie
dochodzi do uszkodzenia aksonu. W grupie CMT2 najcze-
Sciej spotyka sie chorobe CMT2A, ktorej rozpoznanie wy-
maga stwierdzenia mutacji w genie MFN2 [29],
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Spektrum objawow CMT2A jest bardzo szerokie, od
bardzo tagodnego ostabienia odsiebnych mies$ni konczyn,
az do unieruchomienia chorych. Zwykle choroba CMT2A
rozpoczyna sie we wczesnym dzieciristwie, ale tez zanoto-
wano przypadki zachorowania w 5. dekadzie zycia. W 2004
roku, po wielu latach badan, Zuchner odkryt, ze przyczyna
tej choroby sg mutacje w genie kodujgcym mitofuzyne 2.
Do tej chwili zidentyfikowano niemal 60 mutacji w genie
MFN2, jednak patogeneza molekularna nie jest do konca
wyjasniona. Prawdopodobnie ma to zwigzek z transportem
mitochondriow w aksonie, ktdry moze by¢ uszkodzony w
wyniku niektérych mutacji genu MFN2. Jednak uwaza sig,
ze nie jest to jedyny mechanizm patogenezy, z uwagi na
liczne funkcje mitofuzyny 2 w komorce [29]. U niektérych
chorych z rozpoznaniem CMT2A wystepuja zmiany o cha-
rakterze tagodnej demielinizacji w osrodkowym uktadzie
nerwowym [26]. Zaburzenia te dotyczg przede wszystkim
istoty biatej mo6zgu, skupiajgcej wypustki neuronéw. U cze-
$ci pacjentdw dotknietych mutacjami MFN2 wykonano tak-
ze badania histologiczne nerwu tydkowego. Wykazano w
nich wspoétistnienie dwdch proceséw tj. znacznego ubytku
aksonow itagodnej demielinizacji [26].

MFN2 W USZKODZENIU WIELONARZADOWYM

Coraz szersza jest wiedza na temat zaangazowania Mfn2
w inne niz neuropatie procesy chorobowe, czesto, przy-
najmniej pozornie, ze sobg niepowigzane. Z jednej strony
taka sytuacja podkresla role mitochondriéw i biatek mito-
chondrialnych w fizjologii catego organizmu, z drugiej za$
ukazuje mitofuzyne 2 jako biatko zaangazowane w funda-
mentalne procesy komorkowe, jak zdolno$¢ do podziatu
lub apoptozy oraz procesy biochemiczne [24]. To wtasnie w
komoérkach najbardziej uzaleznionych od statej dostepnosci
substratow energetycznych, komérkach uktadu nerwowe-
go oraz komorkach miesniowych, zaburzenia funkcji Mfn2
sg najmocniej zaznaczone [5].

Coraz wiecej doniesien potwierdza przypuszczenia, ze
Mfn2 ma funkcje regulatorowe w komdrce, ktdre sg nieza-
lezne od jej aktywnosci fuzyjnej, bowiem biatko to wydaje
sie uczestniczy¢ w szlakach przekazywania sygnatu [30].
Jednoczes$nie, majac na uwadze wptyw mitofuzyny na eks-
presje gendw poszczegdlnych biatek tancucha oddechowe-
go, nie mozna wykluczy¢ udziatu Mfn2 w regulacji trans-
krypcji [24],

Badania patogenezy cukrzycy wykazaty, ze dysfunk-
cjom miesni szkieletowych pacjentéw z insulinooporno-
Scig towarzyszy spadek masy i aktywnos$ci metabolicznej
mitochondriow. W cukrzycy typu Il obserwuje sie obni-
zony poziom ekspresji Mfn2 [22], Moze mie¢ to zwigzek z
ekspresjg genéw czynnikéw PGCla oraz PGCip, ktérych
ilos¢ w cukrzycy jest réwniez zmniejszona [22]. Istnie-
je pozytywna zalezno$é pomiedzy insulinoopornoscia a
poziomem ekspresji genu Mfn2 [22,31]. U zdrowych o0s6b
insulina stymuluje ekspresje gendéw kodujacych biatka
mitochondrialne oraz nasila aktywno$¢ metaboliczng mi-
tochondriéw [22], Natomiast stan insulinoopornosci cha-
rakteryzuje sie niezdolnoscig do wtasciwego metabolizmu
cukréow i lipiddw, co moze by¢ zwigzane z zaburzeniami

219



ekspresji kluczowych dla metabolizmu komérkowego ge-
now, w tym Mfn2 [22].

Wspotdziatanie Mfn2 i insuliny wydaje sie towarzy-
szy¢ takze zaleznej od insuliny miogenezie [32], Podejrze-
wa sig, ze insulina stymuluje ekspresje genu Mfn2. Biatko
to poprzez oddziatywanie z biatkami Ras i zahamowanie
szlaku kinaz MEK stymuluje procesy réznicowania komo-
rek miesniowych. Prawdopodobny wydaje sie mechanizm,
w ktérym Mfn2 ,,wytgcza" zalezng od biatka Ras kaskade
kinaz MAP, czym blokuje aktywnosé podziatowg komoér-
ki, kierujac jg na szlak réznicowania. Jednocze$nie zalezne
od insuliny nasilenie ekspresji genu Mfn2 nie jest procesem
natychmiastowym, co sugeruje udziat mechanizmdw trans-

krypcyjnych [32],

Przypuszczenia te sg zgodne z obserwacjami poczynio-
nymi przez Chen'a i wspotpracownikow (2004), ktdrzy
wykazali zbiezno$¢ pomiedzy zmniejszong ilosciag Mfn2
a nadmiernym rozrostem komadrek mies$ni gtadkich na-
czyh krwionosnych, w tym w sercu [6], Przerost miesnia
sercowego towarzyszy chorobom uktadu naczyniowego,
jak nadci$nienie i arytmia, i stanowi czynnik ryzyka incy-
dentdw krgzeniowych, wsrod ktédrych najpowazniejszym
jest zawat miesnia sercowego. Moze réwniez rozwing¢ sie
w zespole metabolicznym. Udziat Mfn2 (znanej wcze$niej
pod nazwa HSG, ang. hyperplasia suppressor gene) w choro-
bach rozrostowych naczyn zostat opisany zanim odkryto
jej zwigzek z neuropatiami obwodowymi. Chen wykazat,
ze antyproliferacyjne dziatanie Mfn2 odbywa sie poprzez
zatrzymanie cyklu komdérkowego na granicy faz G0/G1,
zwigzane z zahamowaniem aktywnosci regulowanej przez
biatko Ras kinazy ERK1/2, w szlaku Ras-Raf-MEK-ERK/
MAPK [9], Rozrost miesni gtadkich naczyn przy niedobo-
rze Mfn2 moze wiec by¢ zwigzany z brakiem sygnatu ha-
mujacego podziat komérek. Zaburzenia kaskady sygnatu
Ras-Raf-MAPK, towarzyszg takze rozwojowi nowotworéw
[19], Poniewaz w badaniach in vitro wykazano antynowo-
tworowe dziatanie Mfn2, potencjalnie zwigzane z jej inge-
rencjg w kaskade Ras oraz obecno$¢ sekwencji aminokwa-
sowej wiazacej sie z biatkiem p53 [9], nie mozna wykluczy¢
udziatu Mfn2 w zmienionym transformacjg nowotworowga
metabolizmie komaérki.

Udziat Mfn2 w schorzeniach uktadu sercowo-naczynio-
wego nie zostat w petni poznany, a dotychczasowe badania
wykazaty zaréwno pro- jak i antyapoptotyczne wtasciwosci
tego biatka [9]. Nadekspresje genu kodujgcego endogenng
Mfn2 opisano w kardiomiocytach w odpowiedzi na stres
oksydacyjny wywotany nadtlenkiem wodoru lub epizodem
ischemiczno-reperfuzyjnym, a w dalszych badaniach in vi-
trowykazano, ze indukowana nadekspresja Mfn2 wywotuje
ubytek komérek miesni gtadkich naczyn krwionosnych [9].
Jednak liczne dane wskazujg raczej na kardioprotekcyjny
efekt nadekspresji Mfn2 w zaburzeniach ischemiczno-reper-
fuzyjnych serca oraz ich zwigzek z zahamowaniem otwar-
cia megakanatu mitochondrialnego (mPTP) [21], Istniejg do-
niesienia, ze zorganizowane w sieci mitochondria wykazujg
wiekszg zdolnos$¢ buforowania jondw wapnia oraz neutra-
lizacji reaktywnych form tlenu, co skutkuje mniejszg wraz-
liwo$cig komérki na czynniki proapoptotyczne [30]. Jedno-
czesnie procesy fuzji mitochondriow moga zapobiega¢ na-
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gromadzeniu uszkodzen w komérce [9] oraz stabilizowac
btony mitochondrialne, opdzniajagc lub uniemozliwiajgc
wyptyw cytochromu c oraz aktywacje proapoptotycznego
biatka Bax [21],

Nieprawidtowa fuzja mitochondriéw zaburza aktywnos¢
kompleksow oddechowych oraz uniemozliwia prawidtowe
rozmieszczenie mitochondridow, co jest szczeg6lnie dotkli-
we dla komdérek wrazliwych na zaburzenia energetyczne,
jak neurony [33]. W badaniach in vitro wykazano, ze brak
Mfn2 u myszy zaburzat powstawanie i réznicowanie cha-
rakterystycznych dla moézdzku komorek Purkinjego, jed-
nych z najdtuzszych neuronéw mozgu, charakteryzujacych
sie znaczng iloscig wypustek dendrytycznych [33]. Ponadto,
embriony mysie pozbawione Mfn2 umierajag w okresie pre-
natalnym [34], Mozna przypuszczac, ze u ludzi mutacje w
genie MFN2 powodujace skrocenie biatka i wystepujace w
uktadach homozygotycznych sg prawdopodobnie letalne,
poniewaz jak dotgd nie opisano takiego przypadku. MFN2
jest wiec niezbednym biatkiem do prawidtowego rozwoju
catego organizmu [35], na co wskazujg zaré6wno dane labo-
ratoryjne, jak i kliniczne.
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Mitofusin 2 as a crucial peripheral nervous system protein
and a common regulator of cell metabolism
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ABSTRACT

Some of the metabolic disorders are manifested by a predominantly expressed symptoms from the single organ, however, they display di-
screte symptoms from other tissues. Charcot Marie Tooth disease (CMT) divided into demyelinating (CMT1) and axonal (CMT2) subtypes is
characterized by a slowly progressive wasting of distal muscles. CMT2A form diagnosis requires identification of mutation in a gene coding
for mitofusin 2 (MFN2). Mitofusin 2 is a protein of an outer mitochondrial membrane encoded in the nuclear genome and characterized by nu-
merous biochemical functions. Mfn2 is involved mainly in the fusion of mitochondria and the cooperation between endoplasmic reticulum
and mitochondria. It seems probably that Mfn2 possesses also some regulatory functions and takes part in a regulation of respiratory chain
activity, transcription of several proteins and in intracellular signals transduction. Mfn2-linked pathology is also observed in diabetes and
heart diseases. Here, we aim to show that mitofusin 2 is a protein crucial not only for peripheral nerve disorders but is a one of the common
regulator of cell metabolism.
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STRESZCZENIE

o szerokiej kategorii choréb metabolicznych nalezg niewatpliwie tzw. choroby mito-
D chondrialne spowodowane mutacjami w mitochondriainym DNA (mtDNA). Ich cze-
stag konsekwencjg metaboliczng jest ograniczona wydajno$¢ oksydacyjnej fosforylacji i w
efekcie niedobdr ATP. Wigkszo$¢ biatek mitochondrialnych (~1500) jest kodowana przez
genom jadrowy, natomiast w genomie mitochondriatnym kodowanych jest jedynie 11 pod-
jednostek komplekséw tancucha oddechowego i 2 podjednostki syntazy ATP oraz 22 ro-
dzaje tRNA i 2 rodzaje rRNA. Mutacje w mtDNA sg przyczyna powaznych anomalii. Do tej
pory opisano ponad 250 patogennych mutacji w obszarze mitochondrialnego DNA. Do naj-
czesciej wystepujacych nalezg mutacje punktowe genéw kodujacych mitochondrialne tRNA
takie jak: 3243A—G powodujaca zesp6t MELAS (miopatia mitochondrialna, encefalopatia,
kwasica mleczanowa, wystepowanie incydentéw podobnych do udaréw) lub zesp6t MIDD
(dziedziczona po matce cukrzyca z gluchotg), oraz 8344A—G powodujaca zesp6t MERRF
(padaczka miokloniczna z czerwonymi poszarpanymi wtoknami miesniowymi). Zidentyfi-
kowano réwniez mutacje w obszarze genéw kodujacych podjednostki syntazy ATP, z kt6-
rych najczestszg jest mutacja 8993T—G zwigzana z zespotem NARP (neurogenna miopatia
z ataksja i zwyrodnieniem barwnikowym siatkéwki). Choroby mitochondrialne moga by¢
réwniez spowodowane mutacjami w genach kodujacych biatka mitochondrialne, w obsza-
rze jadrowego DNA.

WPROWADZENIE

Mitochondria sg organellami petnigcymi w komoérce wiele funkcji sposrdd,
ktérych najwazniejszg jest wytwarzanie ATP na drodze fosforylacji oksydacyj-
nej [1], W organellach tych zachodzi wiele proceséw metabolicznych takich jak
cykl kwasow trikarboksylowych, p~oksydacja kwaséw ttuszczowych, a takze
pierwsze etapy glukoneogenezy (w watrobie i korze nerek) oraz pierwsze etapy
cyklu ornitynowego (w watrobie), a takze niektore reakcje steroidogenezy i wie-
le innych [4], Organelle te biorg rowniez udziat w utrzymywaniu homeostazy jo-
néw Ca2w komorce [2], w inicjacji procesu apoptozy [3] i sa gtdwnym miejscem
powstawania reaktywnych form tlenu. W mitochondriach zachodzi synteza cen-
trow zelazo-siarkowych ihemu [5]. Zaburzenia funkcji mitochondriéw wigzg sie
z wieloma zespotami chorobowymi o ztozonej i czesto nie do kofca wyjasnionej
etiologii takimi jak choroby metaboliczne (w tym cukrzyca), nowotworowe, cho-
roby neurodegeneracyjne i psychiczne [6-10]. Uwaza sie rowniez, ze zaburzenia
funkcjonowania mitochondriéw wywotane mutacjami genomu mitochondrial-
nego leza u podstaw starzenia sie organizmoéw [1,10,11].

GENOM MITOCHONDRIALNY

Mitochondria majg wiasny genom, ktéry ma posta¢ dwuniciowej, kolistej cza-
steczki DNA.W komérce cztowieka wystepuje od kilkuset do kilkudziesieciu ty-
siecy kopii czasteczek mitochondrialnego DNA, a kazda z nich koduje 11 biatek
bedacych podjednostkami kompleksow tancucha oddechowego, 2 podjednostki
syntazy ATP, 22 rodzaje tRNA i 2 rodzaje rRNA (Ryc. 1) [12], Czesto$¢ mutacji
mitochondrialnego DNA jest od 10 do 20 razy wieksza niz czesto$¢ mutacji DNA
jadrowego, gdyz genom mitochondrialny nie jest ostoniety biatkami histonowy-
mi i przez to jest bezposrednio narazony na mutagenne dziatanie reaktywnych
form tlenu (RFT) wytwarzanych w mitochondriach. Do tej pory opisano ponad
250 patogennych mutacji w obszarze mitochondrialnego genomu majgcych cha-
rakter mutacji punktowych lub delecji [13,14].

HETEROPLAZMIA
Zjawisko jednoczesnego wystepowania w jednej komdrce czgsteczek zmuto-
wanego DNA obok mtDNA bez mutacji zwane jest heteroplazmig. Stopien hete-

roplazmii (czyli proporcja miedzy iloscia DNA zmutowanego i prawidtowego w
komérce) decyduje o tym, czy dojdzie do zaburzenia funkcji mitochondriéw, a
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cjami punktowymi w genach kodujacych
rRNA sg 1555A—G i 1494T—C. Choroby
spowodowane przez te mutacje zostaty
wymienione w tabeli 1.1. W obszarze mi-
tochondrialnego genomu mogga réwniez
wystepowaé chorobotwdrcze zmiany o
charakterze delecji.

Poniewaz ponad 99% biatek mitochon-
drialnych jest kodowanych w DNA jadro-
wym, definicja choréb mitochondrialnych
obejmuje takze zaburzenia mitochon-
driow spowodowane mutacjami w tych
genach. Do najbardziej znanych nalezg
mutacje w genie POLG kodujgcym pod-
jednostke katalityczng mitochondrialnej
polimerazy gamma DNA, a najczesciej

NARP 8993G/C wystepujaca jednostka chorobowg zwiga-
ATPase818 | NARP 9176G/C zang z mutacjami w obszarze tego genu
jest zespot Alpers-Huttenlocher'a. Cze-
cox1 cox2 - A . -
MERRF 8344G stymi chorobami mitochondrialnymi sg
P réwniez zespoty chorobowe zwigzane ze
- Geny kompleksu | - Geny kompleksu Ill - Geny rRNA Spadkiem zawartoéci mtDNA, SpOWO'
dowane mutacjami niektérych genéw ja-
B corykompecsuv W Genysnuae [ ] cenyina drowych (TK2, DGUOK, SUCLA, SUCLG,

Rycina 1. Mapa mitochondrialnego DNA cztowieka z zaznaczonymi gtéwnymi patogennymi mutacjami.
Skréty: NARP —neurogenna miopatia z ataksjg i zwyrodnieniem barwnikowym siatkéwki (ang. neurogenic
muscle weakness, atalia and retinitis pigmentosa); MELAS —miopatia mitochondrialna, encefalopatia, kwasica
mleczanowa, wystepowanie incydentéw podobnych do udaréw (ang. mitochondrial encephalomyopathy, lactic
acidosis and stroke-like episodes); LHON —dziedziczna neuropatia nerwu wzrokowego Lebera (ang. Leber's
hereditary optic neuropathy); MERRF —padaczka miokloniczna z czerwonymi poszarpanymi wtoknami (ang.

myoclonic epilepsy with ragged redfibers). Rycina wykonana w /g [65],

zatem decyduje o fenotypie komorki [15]. Ze wzgledu na to,
ze prawie wszystkie patogenne mutacje mitochondrialnego
DNA sg funkcjonalnie recesywne, krytyczny stopien hete-
roplazmii jest zazwyczaj stosunkowo wysoki (>70-80%). Po
jego przekroczeniu pojawiajg sie charakterystyczne objawy
towarzyszace chorobom mitochondrialnym takie jak ataki
epilepsji, ostabienie miesni szkieletowych, kardiomiopatia,
atrofia nerwu wzrokowego czy zaburzenia funkcji nerek i
cukrzyca. Wystgpienie objawow i stopien ich nasilenia za-
lezg od zapotrzebowania energetycznego danej tkanki czy
narzadu i w pierwszej kolejnosci wystepujg w tkankach i
narzagdach o duzej intensywnosci metabolizmu tlenowego
takich jak miesnie i uktad nerwowy. Badania epidemiolo-
giczne przeprowadzone przez zespoty badawcze w réz-
nych czesciach Swiata wykazaty, ze petnoobjawowe choro-
by mitochondrialne spowodowane mutacjami w mtDNA
wystepujg ze $rednig czestoscig 1 na 5000, natomiast cze-
stos¢ patogennych mutacji mtDNA nie dajacych zmian fe-
notypowych (niski stopien heteroplazmii) jest o wiele wyz-
sza (1 przypadek na kilkaset przebadanych os6b) [16].

GENETYCZNA KLASYFIKACJA CHOROB
MITOCHONDRIALNYCH

Choroby mitochondrialne zwigzane z mutacjami w ge-
nomie mitochondrialnym sg dziedziczone w linii matczy-
nej. Ich przyczyng sa mutacje punktowe. Do najczesciej
wystepujacych naleza mutacje 3243A— i 8344A—G, ktére
wystepujg w obszarze gendw kodujacych, odpowiednio,
tRNAUWu i tRNALg natomiast najbardziej znanymi muta-
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RRM2B, MPV17, TWINKLE, TP). Kolejne
grupy genow, ktoérych mutacje moga po-
wodowaé¢ choroby mitochondrialne, to
geny kodujace podjednostki tafcucha od-
dechowego i syntazy ATP, biatka uczest-
niczace w formowaniu komplekséw z
poszczegolnych podjednostek oraz biatka
wchodzgce w sktad mitochondrialnego
aparatu translacyjnego. Przyktady chor6b mitochondrial-
nych spowodowanych przez mutacje genéw jadrowych zo-
staty przedstawione w tabeli L.1I.

Dodatkowo, choroby mitochondrialne mogg by¢ rowniez
spowodowane mutacjami w genach kodujgcych biatka szla-
ku biosyntezy koenzymu CoQIO (PDSS1, PDSS2, COQ2,
CABC1, COQ9) oraz w wielu innych genach jadrowych.
Dziedziczenie chor6b mitochondrialnych spowodowanych
mutacjami w jadrowym DNA jest zgodne z zasadami gene-
tyki mendlowskiej [15].

BUDOWA I DZIALANIE tANCUCHA ODDECHOWEGO

Chorobom mitochondrialnym czesto towarzyszy zabu-
rzenie funkcji komplekséw tancucha oddechowego, ktore
moze prowadzi¢ do deficytu energetycznego i zwiekszo-
nego wytwarzania RFT uszkadzajacych struktury komaérki.
Elektrony pochodzace z utlenienia substratbw oddecho-
wych sg przenoszone przez tancuch oddechowy na tlen
(Ryc. 2) zgodnie z wzrastajgcym potencjatem oksydoreduk-
cyjnym kolejnych komplekséw tancucha oddechowego.
Energia uwalniana podczas kolejnych reakcji redoks jest
wykorzystywana do transportu protondéw przez btone mi-
tochondrialng do przestrzeni miedzybtonowej przez kom-
pleksy I, I11'i IV fancucha oddechowego. Réznica stezen pro-
tonéw po obu stronach wewnetrznej btony mitochondrial-
nej (ApH) i wynikajgcy z tego potencjat wewnetrznej btony
mitochondrialnej (Aip) stanowig site protonomotoryczna,
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Tabela 1. Choroby mitochondrialne spowodowane mutacjami w genomie mitochondrialnym i genomie jadrowym.

I. Choroby mitochondrialne spowodowane mutacjami w mtDNA
przyktady chor6b spowodowanych  przyktady choréb spowodowanych przez mutacje punktowe

przez rearanzacje w .
w genach kodujagcych tRNA/rRNA

obszarze mtDNA w genach kodujgcych biatka

CPEO LHON (11778G—A MELAS (3243A-"G, 3271T"C, 3251A-»G);
KSS 14484T—C, 3460G—>A); MERRF (8344A—G, 8356 T->C);
PS NARP (8993T—G, 8993T"C, CPEO (3243ANG, 4274T-"C);

miopatia (1494T-~C, 12320A-+G);
kardiomiopatia (3243A—G, 4269A—GC);
cukrzyca i utrata stuchu (3243A-"G, 12258C- )A);
encefalomiopatia (1606G—=A 10010T—C);

utrata stuchu (7445A—G, 1555A—C)

cukrzyca, utrata stuchu 9176 T—G, 9176 T—C)

Il. Choroby mitochondrialne spowodowane mutacjami w genomie jadrowym

spowodowane mutacjami spowodowane mutacjami spowodowane mutacjami genéw
o charakterze delecji, ktére gendéw kodujacych podjednostki  kodujacych biatka uczestniczace
moga prowadzi¢ do MDDS tafncucha oddechowego w sktadaniu komplekséw
(zespot deplecji mtDNA) tancucha oddechowego

CPEO (POLG, POLG2, C10orf2/ syndrom Leigh'a (SURF1, LRPPRC)
TWINKLE, SLC25A4/ANT1) uszkodzenie watroby i

zespot Alpers- kwasica ketonowa (SCOI)
Huttenlocher'a (POLG) kardiomiopatia i kardiomiopatia i

atrofia miesni rdzenia encefalopatia (NDUFS2) encefalopatia (SC02)
kregowego; MDDS (TK2) optyczna atrofia i ataksja (SDHA) leukodystrofia i tubulopatia
encefalomiopatia i niewydolno$¢ (hypokalemia i kwasica nerkowa (COX10)

watroby; MDDS (DGUOK) mleczanowa (UQCRB) kardiomiopatia spowodowana
hipotonia, zaburzenia ruchu hypertrofig (COX15)

i/lub syndrom Leigh'a z encefalopatia, niewydolno$¢ watroby
kwasicg metylomalonowa; i tubulopatia nerkowa (BCS1L)
MDDS (SUCLA/SUCLG) encefalomiopatia (ATPAF)
hipotonia, encefalopatia, leukodystrofia (SDHAF1)
tubulopatia nerkowa, kwasica

mleczanowa; MDDS (RRM2B)

miopatia i katarakta (GFER)

ciezka niewydolnosé

watroby; MDDS (MPV17)

MDDS (C100rf2/TWINKLE)

spowodowane mutacjami genéw
kodujgcych czynniki translacyjne

syndrom Leigh'a, niewydolno$¢
watroby i kwasica

mleczanowa (GFM1)

kwasica mleczanowa, zaburzenia
rozwojowe (MRPS16)

miopatia i anemia (PUSI)

syndrom Leigh'a (NDUFS1,
NDUFS4, NDUFS7, NDUFS8,
NDUFV, SDHA)

W tabeli przedstawiono przyktady choréb mitochondrialnych, spowodowanych przez mutacje w obszarze genomu mitochondrialnego (1): zespét
przewlektej postepujacej zewnetrznej oftalmoplegii (CPEO, ang. chronic progressive external ophtalmoplegia); zesp6t Kearnsa-Sayre'a (KSS, ang. Kearns-
Sayre syndrome); zesp6t Pearsona (PS, ang. Pearson syndrome); dziedziczna neuropatia nerwu wzrokowego Lebera (LHON, ang. Leber's hereditary
optic neuropathy); neurogenna miopatia z ataksjg i zwyrodnieniem barwnikowym siatkéwki (NARP, ang. neurogenic muscle weakness, ataxia and
retinitis pigmentosa); miopatia mitochondrialna, encefalopatia, kwasica mleczanowa, wystepowanie incydentéw podobnych do udaréw (MELAS,
ang. mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes); padaczka miokloniczna z czerwonymi poszarpanymi witéknami (MERRF,
ang. myoclonic epilepsy with ragged red fibers) i genomu jadrowego (l1), ktérym towarzysza mutacje w obszarze genéw kodujacych podjednostki
mitochondrialnej polimerazy DNA POLG (ang. polymerase (DNA directed), gamma catalytic subunit); POLG2 (ang. polymerase (DNA directed), gamma 2
accessory subunit); mitochondrialng heiikaze DNA (Cl Oorft/TWINKLE, ang. chromosome 10 open readingframe 2); transporter nukleotydéw adeninowych
(SLC25A4/ANT1, ang. solute carrierfamily 25); mitochondrialng izoforme kinazy tymidynowej (TK2, ang. thymidine kinase 2); mitochondrialng kinaze
deoksyguanozynowg (DGUOK, ang. deoxyguanosine kinase); podjednostki ligazy bursztynylo-CoA (SUCLA/SUCLG, ang. succinate-CoA ligase);
reduktaze rybonukleotydéw (RRM2B, ang. ribonucleotide reductase M2 B); czynnik wzrostu stymulujacy regeneracje watroby (GFER, ang. growth
factor, augmenter ofliver regeneration); MPV17 (ang. mitochondrial inner membrane protein); podjednostki kompleksu | fancucha oddechowego NDUFS1,
NDUFS2, NDUFS4, NDUFS7, NDUFS8 (ang. NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein), NDUFV2 (ang. NADH dehydrogenase (ubiquinone)
flavoprotein); podjednostke kompleksu Il tancucha oddechowego (SHDA, ang. succinate dehydrogenase complex, subunit A) i czynnik uczestniczacy
w sktadaniu tego kompleksu (SDHAF1, ang. succinate dehydrogenase complex assemblyfactor 1); podjednostke kompleksu Il fancucha oddechowego
(UQCRB, ang. ubiquinol-cytochrome c reductase binding protein) i czynnik uczestniczacy w jego sktadaniu (BCS1L, ang. BCSI-like (S. cerevisiae)); czynnik
uczestniczacy w biogenezie kompleksu 1V faincucha oddechowego (SURF1, ang. surfeit locus protein) i czynniki uczestniczace w sktadaniu tego
kompleksu (SCOI, SC02, ang. cytochrome oxidase deficient homolog; COXIO, COX15, ang. cytochrome c oxidase assembly protein); (LRPPRC, ang. leucine-
rich PPR-motifcontaining); czynnik uczestniczacy w sktadaniu domeny F(syntazy ATP (ATPAF2, ang. ATP synthase mitochondrial FI complex assembly
factor 2); GFM1 (ang. G elongationfactor, mitochondrial); mitochondrialne biatko rybosomalne (MRPS16, ang. mitochondrial ribosomal protein S16); PUS1
(ang. tRNA pseudouridylate synthase 1) [13,66,67].

ktdra jest wykorzystywana przez syntaze ATP do fosfory-
lacji ADP [17],

W wewnetrznej btonie mitochondrialnej zlokalizowa-
ne sg cztery rodzaje komplekséw tancucha oddechowego:
oksydoreduktaza NADH: ubichinon (kompleks 1), oksydo-
reduktaza bursztynian:ubichinon (kompleks Il), cytochrom
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bcl(kompleks 1) i oksydaza cytochromowa (kompleks 1V)
[18]. Kompleks I sktada sie z okoto 45 podjednostek, z kto-
rych 7 kodowanych jest przez genom mitochondrialny, na-
tomiast sktadajgca sie z 4 podjednostek kodowanych przez
genom jadrowy oksydoreduktaza bursztynian:ubichinon
petni zaréwno funkcje kompleksu Il tancucha oddechowe-
go jak ijestjednym z enzymow cyklu kwasu cytrynowego

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

KOMPLEKSY | li

PRZESTRZEN
MIEDZYBLONOWA

syntaza ATP

MACIERZ

MITOCHONDRIALNA

CALKOWITA LICZBA PODJEDNOSTEK 46 4
KODOWANYCH PRzEZ IMtDNA 7 0

11 13 16
1 3 2

Rycina 2. Budowa taficucha oddechowego i syntazy ATP. Opis zamieszczony w tekscie. Rycine wykonano w /g [25].

[19]. Kompleks IlI, wystepujacy w formie natywnej w po-
staci dimeru, sktada sie z 11 podjednostek, z ktérych tylko
jedna jest kodowana przez genom mitochondrialny [20,21],
Takze kompleks IV tancucha oddechowego wystepuje w
formie natywnej w postaci dimerdéw i sktada sie z 13 podjed-
nostek biatkowych, z ktérych 3 kodowane sg przez genom
mitochondrialny [22], Kompleksy I, 11l i IV tafcucha odde-
chowego u ssakéw tworzg superkompleksy zwane niekie-
dy respirasomami, ktore taczg sie w wieksze oligomeryczne
helikalne struktury (ang. respiratory strings). Tworzenie re-
spirasomow nie tylko moze utatwiac transport elektronéw,
ale réwniez stabilizuje tworzace je kompleksy [23].

BUDOWA | DZIALANIE SYNTAZY ATP

Mitochondrialna syntaza ATP wyizolowana z serca wotu
zbudowana jest z 16 podjednostek [24], z ktérych dwie [a
(AB) i A6L (A8)] sa kodowane przez genom mitochondrial-
ny [25,26], Pod wzgledem strukturalnym mitochondrialna
syntaza ATP sktada sie dwdéch domen: katalitycznej F1(ang.
factor 1) odpowiedzialnej za synteze/hydrolize ATP idome-
ny btonowej Fo(ang. factor oligomycin-sensitioe), w obszarze
ktdrej tworzy sie kanat dla jondw H+ Domena Fj sktada sie
z podjednostek a, @y, 5 i £ ale sposrdd nich tylko podjed-
nostka Bwykazuje powinowactwo do nukleotydéw. Nato-
miast domena Foutworzona jest przez pierscien zbudowa-
ny z 10 podjednostek c,
podjednostki a (zwanej
rowniez podjednostka
A6 lub ATP6) i btono-
wej czesci podjednostki
b oraz innych dodatko-
wych  polipeptyddéw.
Podjednostki y, 5 i £
tworzg centralnie poto-
zong nozke wewnetrz-
ng (ang. central stalk)
taczacg podjednostki a
ipzdomeng Fo Podjed-
nostki a i p sa rowniez

) ) o potaczone z domeng Fo
Rycina 3. Budowa mitochondrialnej syn-

tazy ATP. Zmodyfikowano na podstawie przez nOZk? zewnetrz-
[28], ng (ang. peripheral stalk)
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utworzong przez podjednostki OSCP, F6 b, oraz d (Ryc. 3)
[26-28],

Syntaza ATP w formie natywnej wystepuje w postaci di-
merdw, ktore tacza sie i tworzag w wewnetrznej btonie mito-
chondrialnej wieksze oligomeryczne struktury. Tworzenie
dimerdéw nie tylko przyczynia sie do stabilizacji enzymu, ale
rowniez determinuje morfologie grzebieni mitochondrial-
nych, poniewaz btonowe czesci dwoéch monomerdéw pota-
czonych przez podjednostki a sg zorientowane wzgledem
siebie pod pewnym, ustalonym katem. Natomiast oligome-
ryzacja zachodzi przez potgczenie zarowno czesci btono-
wych jak i podjednostek a i P dimeréw poprzez dodatkowe
biatka [23,29],

CHOROBY MITOCHONDRIALNE ZWIAZANE
Z MUTACJAMI W OBSZARZE mtDNA

MELAS

Do najczesciej wystepujacych choréb mitochondrialnych
nalezy zesp6t MELAS (miopatia mitochondrialna, encefalo-
patia, kwasica mleczanowa, wystepowanie incydentéw po-
dobnych do udaréw). Do tej pory opisano okoto 30 réznych
patogennych mutacji w obszarze mtDNA zwigzanych z tg
chorobg, ktére wystepujag w genach kodujacych czasteczki
tRNA iniektore podjednostki tancucha oddechowego. Naj-
czesciej wystepujacg jest mutacja punktowa 3243A—G w
genie mitochondrialnym kodujacym tRNA16] ktérej obec-
nos$¢ stwierdza sie w 80% przypadkach tej choroby. Wy-
stepuje ona z rézng czestoscig na $wiecie, gdyz w Europie
(Finlandia) odnotowano 16,3 a w Australii 236 przypadkow
na 100 000 os6b. Objawy zwigzane z zespotem MELAS poja-
wiajg sie najczesciej pomiedzy 2 a 10 rokiem zycia i obejmu-
jg toniczno-kloniczne napady padaczki, stany zagubienia,
nawracajace bole gtowy i wymioty, demencje, psychoze,
utrate stuchu, kartowato$¢ oraz polineuropatie [30,31].

LHON

Dziedziczny zesp6t Lebera (LHON) charakteryzuje sie
zanikiem nerwow wzrokowych. Pierwsze objawy choroby
zazwyczaj pojawiajg sie pomiedzy 18 a 30 rokiem zycia. U
niektérych pacjentéw stwierdzono takze wystepowanie do-
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datkowych zaburzen neurologicznych takich jak drzenie,
zaburzenia motoryczne, obwodowa neuropatia czy encefa-
lopatia. Do tej pory opisano ponad 60 mutacji punktowych
w genach kodujgcych podjednostki komplekséw I, III, 1V
i syntazy ATP, ktére sg zwigzane z tg jednostka chorobo-
wg. Najczesciej spotykane sg mutacje punktowe w genach
kodujacych podjednostki kompleksu | tancucha oddecho-
wego: 11778G—A (dominuje w populacji kaukaskiej i azja-
tyckiej), 3460G—A, oraz 14484T—C (dominuje w populacji
kanadyjskiej francuskiego pochodzenia). Czesto$¢ wystepo-
wania zespotu LHON w Europie wynosi od 2 (Finlandia)
do 3,22 (Anglia) przypadkéw na 100 000 oséb. Mimo, ze
u wiekszosci pacjentdw z zespotem LHON stwierdza sie
zwykle bardzo wysoki stopien wktadu tych mutacji (homo-
plazmia), jedynie u 10% kobiet i 50% mezczyzn obserwuje
sie objawy choroby, co wskazuje na istnienie innych czyn-
nikow warunkujacych jej przebieg. Wykazano, ze zaréwno
przynalezno$¢ pacjenta do okreslonej haplogrupy mtDNA
(u cztowieka wyroznia sie ponad 27 haplogrup) jak i dzia-
tanie $rodowiska maja wptyw na prawdopodobienstwo
wystgpienia i nasilenie objaw6w zwigzanych z ta jednostka
chorobowg [32-34].

MERRF

Stosunkowo czestg chorobg mitochondrialng jest rowniez
MERRF (padaczka miokloniczna z czerwonymi poszarpa-
nymi widknami miesniowymi), ktérej, oprécz atakow epi-
lepsji, towarzyszy kartowato$é, miopatia, ataksja moézdz-
kowa, utrata stuchu, demencja i polineuropatia. Pierwsze
objawy choroby pojawiajg sie w wieku dzieciecym. Obecnie
znanych jest 7 mutacji punktowych w obszarze mtDNA po-
wodujacych zespdt MERRF, a najczestszg z nich jest mutacja
8344A—G w genie kodujagcym tRNALs ktora jest odpowie-
dzialna za 80% przypadkow tej choroby [30,35]. Czestos¢
wystepowania tej mutacji w Europie wynosi 0-0,25 przy-
padkéw na 100000 oso6b [36],

NARP/MILS

Mutacja podjednostki a syntazy ATP. Mutacje punk-
towe w obszarze genu MT-ATP6 kodujgcego podjednost-
ke a syntazy ATP sg zwigzane z wystepowaniem zespotu
NARP/MILS (neurogenna miopatia z ataksjg i zwyrod-
nieniem barwnikowym siatkéwki/zesp6t Leigh'a). Ta
jednostka chorobowa zostata po raz pierwszy opisana
przez Holt i wsp. [37] i najczesciej jest wywotana mutacja
8993T—*G. Do objawo6w towarzyszacych zespotowi NARP
naleza: zwyrodnienie barwnikowe siatkowki, neurogenna
wiotko$é miesni proksymalnych, ataksja, napady drgawek,
op6znienie rozwoju i neuropatia czuciowa, a ich wystepo-
wanie inasilenie zalezy od stopnia heteroplazmii. Jesli po-
ziom heteroplazmii mutacji 8993T—G jest nizszy niz 60%,
nie stwierdza sie wystepowania objawoéw choroby. Przy
poziomie heteroplazmii 60-75% obserwuje sie retinopatie,
natomiast petnoobjawowy zesp6t NARP stwierdza przy
poziomie heteroplazmii 75-90%. Powyzej 90% wystepuje
zesp6t MILS, zwany rowniez syndromem Leigh'a, ktory
cechuje postepujgca encefalopatia prowadzaca w wieku
niemowlecym do $mierci pacjenta [25,38]. Nie zawsze
jednak nasilenie objawow koreluje z wysokim poziomem
heteroplazmii [39], co podobnie jak w przypadku innych
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choréb mitochondrialnych, wskazuje na istnienie dodatko-
wych czynnikéw wptywajgcych na przebieg tej choroby.
Jednym z nich jest polimorfizm mitochondrialnego geno-
mu warunkujacy przynaleznos$¢ do okreslonej haplogrupy
mitochondrialnego DNA [40],

Zesp6t NARP moze byé rowniez wywotany takze inny-
mi mutacjami punktowymi w genie MT-ATP6: 8993T—C,
9176T—G, 9176 T—C, 9185T-+C. Mutacje T—G prowadzg
do zamiany Leu—>Arg i towarzysza im ciezsze objawy
niz w przypadku mutacji T—C, ktdre prowadzg do sub-
stytucji Leu—>Pro, gdyz substytucja T—>G prowadzi do
wiekszego obnizenia poziomu ATP. Moze to wynika¢ ze
zmniejszenia przeptywu protonéw przez kanat jonowy
znajdujacy sie w obszarze podjednostki ai upos$ledzenia
sprzezenia przeptywu protonéw z ruchem obrotowym
pierScienia c [25,41-44]. Zmniejszenie szybkosci fosfory-
lacji ADP moze by¢ spowodowane nieprawidtowym zto-
zeniem i niestabilno$cig syntazy ATP [45-48]. Badania
prowadzone na materiale uzyskanym od pacjentéw oraz
na komorkach cybrydowych otrzymywanych poprzez fu-
zje cytoplastéow (komorek pozbawionych jagdra komdrko-
wego, pochodzacych od pacjentéw) z okreSlona mutacjg
w obszarze mtDNA z komorkami pozbawionymi mito-
chondridéw, a takze z wykorzystaniem modelu drozdzo-
wego ujawnity istnienie jeszcze innych biochemicznych i
bioenergetycznych aspektow towarzyszacych tej jednost-
ce chorobowej [49,50]. Sg nimi wzmozone wytwarzanie
RFT, zmiany adaptacyjne systemu antyoksydacyjnego
komérki [51-53] oraz zaburzenia organizacji sieci mito-
chondrialnej i zaburzenia homeostazy jon6w wapnia [54].
Uwaza sie ze zesp6t NARP wystepuje rzadziej niz 0,71
przypadku na 100 000 oséb, chociaz dostepne dane epide-
miologiczne sg zdecydowanie niepetne. [55].

Mutacja podjednostki e syntazy ATP. W roku 2010 zi-
dentyfikowano mutacje 12Y—C w genie jagdrowym ATP5E
kodujagcym podjednostke epsilon (e) syntazy ATP [56], kt6-
ra wchodzi w sktad noézki centralnej domeny FI. Badania
przeprowadzone z wykorzystaniem fibroblastow pacjenta
wykazaty zmniejszenie aktywnos$ci enzymu i syntezy ATP
w mitochondriach o 60-70% w stosunku do komdrek kon-
trolnych oraz zmniejszenie ilosci prawidtowo ztozonego
kompleksu syntazy ATP, co wskazuje na znaczacg role pod-
jednostki ew sktadaniu domeny FI.

CUKRZYCA MITOCHONDRIALNA

Mutacja typowa dla wspomnianego wcze$niej zespo-
tu MELAS (3243A—G), bedaca jednoczes$nie najczestszag
mutacjag w obszarze genomu mitochondrialnego, jest
tez przyczyng dziedziczonej w linii matczynej cukrzycy
wspotistniejagcej z uposledzeniem stuchu (znanej rowniez
jako zesp6t MIDD, ang. maternally-inherited diabetes and
deafnes). Mutacja ta wystepuje w obszarze genu koduja-
cego mitochondrialne tRNALeu Jej $rednia czesto$¢ wy-
stepowania u pacjentow chorych na cukrzyce zalezy w
duzym stopniu od grupy etnicznej ijest najwyzsza w po-
pulacji japonskiej (1,5% wszystkich przypadkéw cukrzy-
cy), podczas gdy w populacji europejskiej wynosi 0,8%,
a w innych grupach etnicznych jest jeszcze nizsza (0,6%)
[30,57].
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Wystepowanie cukrzycy u pacjentéw bedacych nosicie-
lami mutacji 3243A—>G jest czeste (>85%), natomiast wiek
pacjenta w chwili pojawienia sie objawow jest rozny (11-68
lat). Powyzej 75% pacjentow z cukrzycg spowodowang mu-
tacjg 3243A—>G cierpi rowniez na niedostuch lub catkowita
utrate stuchu. Do innych objawo6w, ktére mogga towarzyszy¢
tej jednostce chorobowej naleza: dystrofia w obszarze plam-
ki z6kej, nadcisnienie i otyto$¢ typu brzusznego, jak rowniez
udary i bole gtowy, kartowatos¢, atrofia kory mdzgowej i
mo6zdzku, miopatia, niewydolno$é serca, niewydolnos¢
nerek, zaparcia oraz zaburzenia wchitaniania. Stwierdzono
rowniez wystepowanie zaburzen psychicznych takich jak
depresja czy schizofrenia [57,58].

Mutacja 3243A—G prowadzi do zaburzenia czwartorze-
dowej struktury mitochondrialnego tRNALau i dimeryzacji
czasteczek. Stwierdzono, ze konsekwencjg tego jest obni-
zenie aktywnosci |i IV kompleksu tafcucha oddechowego
i deficyt energetyczny w tkankach i narzagdach o wysokim
poziomie metabolizmu takich jak trzustka, slimak, siatkdw-
ka, miesnie, nerki i mézg. W przypadku trzustki dochodzi
do zmniejszenia masy komérek p i niedoboru insuliny, kto-
ry prowadzi do wystapienia objawoéw cukrzycy, podczas
gdy wrazliwos$¢ komdrek docelowych na insuline pozostaje
niezmieniona lub ulega jedynie nieznacznemu obnizeniu
[57], Przyczyng niedostuchu/utraty stuchu jest natomiast
deficyt energetyczny w komaérkach budujgcych prazek na-
czyniowy (ang. stria vascularis), ktére zwierajg duzg ilos$¢
mitochondriéw. Poniewaz komorki te produkujg endolimfe
wypetniajgca przewo6d Slimaka (ang. scala media), ich dys-
funkcja moze zaburzaé stezenie jonéw w tym rozwtorze
[59] co mogtoby utrudnia¢ powstawanie potencjatu czynno-
$ciowego w komdrkach stuchowych narzadu Cortiego leza-
cych na granicy dwoéch srodowisk o krancowo réznym skia-
dzie elektrolitowym [60]. Dodatkowo, analiza preparatow
histopatologicznych pacjentéw z zespotem MIDD wykazata
atrofie prazka naczyniowego [57],

Cukrzyca o podtozu mitochondrialnym moze by¢ row-
niez zwigzana z wystepowaniem innych mutacji punk-
towych w obszarze genéw kodujacych mitochondrialne
tRNALau (3256C—T, 3264T"G, 3254C~G i 3271T-"C),
tRNALs (8296A—G, 8344A"G i 8356T"C), tRNAAY
(10438A—>G), tRNAS5 (12258C-+A) i tRNAS5* (14709T~C).
Odnotowano réwniez przypadki cukrzycy mitochondrial-
nej spowodowanej mutacjami punktowymi w obszarze
genu ND1 kodujgcego jedng z podjednostek kompleksu I
tancucha oddechowego (3394T—=Ci 3398T—C) i w obszarze
petli D (14577T—C). Badania epidemiologiczne wykazaty,
Ze mutacje w obszarze genomu mitochondrialnego sg odpo-
wiedzialne za okoto 1% wszystkich przypadkdw cukrzycy
[571.

W przypadku cukrzycy typu 2 charakteryzujacej sie in-
sulinoopornoscig komorek miesni, watroby i tkanki ttusz-
czowej réwniez zaobserwowano zaburzenia funkcji mito-
chondridw, ale byty one niezwigzane z obecno$cig mutacji
w obszarze mitochondrialngo DNA. Nie wiadomo wiec czy
zaburzenia mitochondriéw sg pierwotng przyczyng sprzy-
jajaca rozwojowi insulinoopornosci, czy majg charakter
wtdrny i wynikajg ze stresu oksydacyjnego spowodowane-
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go hiperglikemia. Uwaza sie, ze pierwotna dysfunkcja mito-
chondriow (polegajaca na obnizonej wydajnosci utleniania
kwaséw ttuszczowych) moze leze¢ u podstaw dyslipidemii
i insulinoopornosci. Niezaleznie od tego, co jest przyczyna a
co skutkiem, wraz z rozwojem cukrzycy obserwuje sie nasi-
lenie uszkodzen mitochondriéw, co zwieksza insulinoopor-
nos¢ tworzac ,,samonapedzajace sie btedne koto". Mecha-
nizmy te sg przedmiotem intensywnych badan ze wzgledu
na ich potencjalne znaczenie w terapii cukrzycy, jednak ich
omawianie wykracza poza ramy niniejszego artykutu.

TERAPIA CHOROB MITOCHONDRIALNYCH

Obecnie nie istniejg skuteczne metody leczenia choréb
mitochondrialnych. W praktyce klinicznej zaleca sie pa-
cjentom aktywno$¢ fizyczng. Rownoczes$nie stosuje sie le-
czenie paliatywne, polegajgce na tagodzeniu objaw6éw po-
przez interwencje farmakologiczng i chirurgiczna, oraz na
usuwaniu i neutralizowaniu szkodliwych metabolitow. Ze
wzgledu na towarzyszacy chorobom mitochondrialnym
deficyt energetyczny podaje sie pacjentom metabolity i ko-
faktory takie jak CoQIO, idebenon, L-karnityna i witaminy.
Chorobom mitochondrialnym towarzyszy réwniez zwiek-
szona produkcja RFT w mitochondriach i stres oksydacyj-
ny, ktéremu probuje sie przeciwdziata¢ podajac akceptory
elektrondw (witaminy E, C, bursztynian) i zwigzki o wia-
Sciwosciach antyoksydacyjnych (CoQIO, idebenon, MitoQ,
glutation) [61,62],

Ze wzgledu na brak skutecznych metod leczenia cho-
rob mitochondrialnych nieustannie trwajg poszukiwania
nowych strategii terapeutycznych. Jednym z obiecujgcych
rozwigzan wydaje sie by¢ terapia genowa, ktérej podstawo-
wym ograniczeniem, w przypadku chordéb mitochondrial-
nych wywotanych mutacjami w mtDNA, jest brak mozli-
wosci stabilnej transfekcji mitochondrialnego genomu ko-
morek ssakow. Tym wiekszym sukcesem bytaby wiec moz-
liwos¢ przesuniecia poziomu heteroplazmii (ang. heteropla-
smic shifting) w taki sposéb by zmniejszy¢ liczbe czasteczek
mitochondrialnego DNA zawierajgcych chorobotwdrczg
mutacje ponizej warto$ci progowej. Ws$rod potencjalnych
strategii terapeutycznych wymienia sie rowniez regulacje
biogenezy mitochondriéw, modulacje dynamiki sieci mi-
tochondrialnej i regulacje homeostazy jonéw Ca2+ Chociaz
proby zastosowania tych strategii terapeutycznych w wa-
runkach laboratoryjnych potwierdzajg skutecznos$¢ takiego
rodzaju terapii, zadna z nich nie znalazta do tej pory po-
wszechnego zastosowania w praktyce klinicznej [25,63,64].
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Diseases caused by mutations in mitochondrial DNA
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ABSTRACT

Mitochondrial diseases associated with mutations within mitochondrial genome are a subgroup of metabolic disorders since their common
consequence is reduced metabolic efficiency caused by impaired oxidative phophorylation and shortage of ATP. Although the vast majority of
mitochondrial proteins (~ 1500) is encoded by nuclear genome, mtDNA encodes 11 subunits of respiratory chain complexes, 2 subunits of ATP
synthase, 22 tRNAs and 2 rRNAs. Up to now, more than 250 pathogenic mutations have been described within mtDNA. The most common
are point mutations in genes encoding mitochondrial tRNAs such as 3243A—G and 8344T—>Gthat cause, respectively, MELAS (mitochondrial
encephalopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes) or MIDD (maternally-inherited diabetes and deafness) and MERRF (myoclonic
epilepsy with ragged red fibres) syndromes. There have been also found mutations in genes encoding subunits of ATP synthase such as
8993T—G substitution associated with NARP (neuropathy, ataxia and retinitis pigmentosa) syndrome. It is worth to note that mitochondrial
dysfunction can also be caused by mutations within nuclear genes coding for mitochondrial proteins.
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WSKAZOWKI

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii" moga
mie¢ charakter artykutéw monograficznych, krétkich not o najnow-
szych osiggnieciach i pogladach oraz listbw do Redakcji. Redakcja nie
ogranicza objetoSci manuskryptéw, jakkolwiek w kazdym przypadku
zalecana jest zwieztos$¢ stylu, bez utraty jasnosci przekazu.

Autorzy odpowiadajg za prawidtowos$¢ i Scistos¢ podawanych in-
formacji oraz poprawnos$¢ cytowanego piSmiennictwa. Ujecie prac
winno by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienia zilustrowane za
pomocg tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, wzory chemiczne,
fotografie), w uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku,
gdy Autorzy zamierzajg wigczy¢ do swego artykutu ilustracje publi-
kowane przez autoréw cytowanych prac oryginalnych, do czego Re-
dakcja zacheca, nalezy uzyskac i przekaza¢ nam zgode na przedruk,
zaréwno od autoréw, jak i z wydawnictwa. Niemniej konstruowanie
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmien-
nictwa jest réwniez mile widziane. Przekazanie artykutu do redakcji
jestrbwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta publi-
kowana ani nie zostata zgtoszona do publikacji w innym czasopi$mie,
natomiast jezeli zostanie wydrukowana w ,,Postepach Biochemii®, jej
publikacja w catosci lub we fragmentach w innym czasopi$mie wyma-
gac bedzie uprzedniej zgody Redakcji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prowadzacy prace podejmuje de-
cyzje o przyjeciu lub odrzuceniu manuskryptu na podstawie wiasnej
opinii i opinii dwoch niezaleznych recenzentéw, w ciggu 6 tygodni od
momentu otrzymania artykutu. W przypadku, kiedy praca wymaga
poprawek odautorskich, Autorzy otrzymujg drogg elektroniczng opi-
nie recenzentéw i proszeni sa o przygotowanie poprawionej wersji
manuskryptu i odestanie go do Redakcji w ciggu 8 tygodni. Ostatecz-
ng decyzje o przyjeciu pracy podejmuje Redaktor Naczelny w ciggu 2
tygodni od otrzymania poprawionej wersji manuskryptu.

Autorzy sg zobowigzani do wykonania korekty autorskiej i poinfor-
mowania Redakcji o koniecznych zmianach, poczta elektroniczng lub
faksem, w ciggu 3 dni od chwili otrzymania.

Kazdy z Autoréw otrzymuje jeden egzemplarz numeru ,,Postepéw
Biochemii", w ktérym ukazat sie jego artykut.

WSKAZOWKI SZCZEGOLOWE:

Przed przystapieniem do napisania artykutu Autorzy sg prosze-
ni o0 zapoznanie sie z najnowszym numerem ,Postepéw Biochemii",
aby przygotowac prace pod wzgledem edytorskim, jezykowym oraz
jakosci materiatu ilustracyjnego, ktére beda odpowiadaty aktualnym
wymogom Redakcji. Artykuty powinny by¢ pisane jezykiem nauko-
wym, lecz zrozumiatym dla niespecjalistow. Poprawnos$¢ logiczna i
stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelno$é. Auto-
rzy winni unikaé¢ sktadni obcojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze
ogranicza¢ stosowanie skrétow nawet, jesli bywajg uzywane w pra-
cach specjalistycznych. Kazda z prac nadestanych do Redakcji podlega
ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega
sobie prawo dokonania skrdcenia tekstu i wprowadzenia koniecznych
zmian, réwniez w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:

Prosimy o nadsytanie prac pocztg elektroniczng. W wyjatkowych
przypadkach dopuszcza sie, przysytanie prac na ptycie CD. Tekst wi-
nien by¢ zapisany jako *.doc w formacie IBM PC, a pliki zawierajace
ryciny jako: *.tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst powinien by¢ napisany
z zachowaniem podwdjnego odstepu miedzy wierszami, z uzyciem
czcionki Times New Roman 12 lub Arial 12. Symbole i znaki specjalne
prosimy wstawia¢ komendg ,,insert". W tek$cie prosimy wskazaé miej-
sce umieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

Wskazany jest podziat artykutu na nienumerowane rozdziaty i pod-
rozdziaty.

Strona 1 (tytutowa) zawiera tytut artykutu, imiona i nazwiska Au-
toréw (ze wskazaniem autora korespondujacego), tytut naukowy kaz-
dego z Autordw i ich miejsce pracy z adresem pocztowym, numerem
telefonu i adresem poczty elektronicznej, stowa kluczowe (do 6), wykaz
stosowanych skrétéw (do 10) w porzgdku alfabetycznym (ograniczony
do niezbednego minimum) oraz skrécony tytut pracy (do 25 znakéw).

Postepy Biochemii

DLA AUTOROW

Kolejno numerowane strony obejmujg streszczenie (do 150 wyra-
z6w), tekst pracy i piSmiennictwo. Na kolejnych stronach winny by¢
umieszczone tabele oraz tytuty i objasnienia rycin. Ostatnia stronawin-
na zawiera¢ nastepujace informacje w jezyku angielskim: tytut artyku-
tu, imiona i nazwiska Autoréw oraz miejsca pracy, stowa kluczowe (do
6) i krotkie streszczenie artykutu (do 150 wyrazow).

PiSmiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cytowan orygi-
nalnych prac, odsytajac czytelnikéw w miare mozliwos$ci do artykutéw
przegladowych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyzej 70 publika-
cji, w wiekszoséci pochodzacych z ostatnich 10 tat. Wykaz pismiennic-
twa obejmuje prace w kolejnosci ich cytowania. W tekscie, zaznacza
sie je liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np.
[3,7,9-26], Spos6b cytowania prac oryginalnych (1) i przeglagdowych
(2), ksiazek (3), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych (4), rozdziatow
z tomdw serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazuja
ponizej podane przyktady:

1. Jiang QX, Wang ON, MacKinnon R (2004) Electron microscopic analysis ol KvAP
voltage-dependent K+channes in an open conformation. Nature 430: 806-810

2. Toyoshima C, Inesi G (2004) Structural basis of ion pumping by Ca2~ATPase of
the sarcoplasmic reticulum. Annul Rev Biochem 73: 269-292

3. Dotowy K, Szewczyk A, Pikuta S (2003) Btony biologiczne, Wydawnictwo Nauko-
we Slqsk, Katowice, Warszawa

4. Michalak M, Nakamura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and dynamics of
the endoplasmic reticulum lumenal environment, W: Pochet R (red) Calcium:
the molecular basis of calcium action in biology and medicine. Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, Boston, London, str. 191-205

5. Darzynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja konca 5'
(KAPU) mRNA iU snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu
chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adama Mic-
kiewicza w Poznaniu, Poznan, str. 143-179

Tabele winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem i ewentualnie
takze niezbednymi objasnieniami umieszczonymi pod tabela. Wielko$¢
tabel powinna byé dostosowana do szerokosci jednego tamu (8,5 cm)
lub strony (18 cm).

llustracje: ryciny winny by¢ zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub
*.eps. Ryciny powinny by¢ wykonane w skali 1:1. Wielko$¢ ryciny po-
winna by¢ dostosowana do szerokosci jednego tamu (8,5 cm) lub stro-
ny (18 cm). Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz
postugiwac sie skrétami. Opisy na rysunkach powinny by¢ wykonane
czcionkg Arial 8 p. llustracje i tabele prosimy przesyta¢ w osobnych pli-
kach. Bitmapy (pliki tif, psd) powinny mie¢ minimalng rozdzielczo$¢
300 dpi dla obrazéw kolorowych i skali szarosci (zdjecia czarno biate)
oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-biatych (schematy, wzory struktural-
ne zawierajace tylko czern i biel).

PRZESYLANIE PRAC:

Prace w formie elektronicznej prosimy przesyta¢ na adres:

postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem odpowiedniego opro-
gramowania, prosimy o przystanie pracy na ptycie CD; zabezpieczonej
przed uszkodzeniem w czasie transportu, na adres:

Stawomir Pikuta, Redaktor Naczelny kwartalnika "Postepy Bioche-
mii", Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN,
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

OPLATA ZA DRUK:

Zgodnie z decyzjg Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towarzystwo pobiera od Au-
toréow optate, pokrywajacag czesciowo koszt druku artykutu. Optata
za wydrukowanie jednej strony artykutu wynosi 150 zt. Szczeg6towe
informacje zamiesciliSmy pod adresem:

www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm

KOREKTA:

Powinna by¢ wykonana na pliku pdf przestanym przez redakcje, w
formie komentarzy lub skresled, w programie Adobe Reader V. 8 lub
nowsza (program bezptatny, http://get.adobe.com/reader/).

Korekta obejmuje biedy: literéwki, znaki interpunkcyjne oraz biedy
zawinione przez redakcje, pozostate zmiany sg objete dodatkiem 10%
do optaty za druk.
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Thermo

SCIENTIFIC

Thermo Scientific
PikoReal Real-Time PCR System
NOWA JAKOSC Real-Time PCR

EKO NOMICZNY  SzYBKI
W onrviaony NIEDROGI...

PikoReal Real-Time PCR System to zintegrowane rozwigzanie dla uzyskania najlepszych wynikéw gPCR

Najmniejszy na rynku, osobisty aparat do gPCR

Pieciokanatowy optyczny system detekcji

10 - rzedowy zakres liniowy

Wysoka czutos€ i jakosé

- detekcja na poziomie 1 kopii

Powtarzalnos¢ otrzymywanych wynikéw

- precyzyjny system kontroli i rwnomierny rozktad
temperatury na catej powierzchni bloku

Przyjazne i intuicyjne w obstudze oprogramowanie
(opcja HRM)

B Ekonomiczny - mniejsze zuzycie odczynnikéw,

plastikdw i energii
B Szybki i nowoczesny aparat w atrakcyjnej cenie

Informacje do zaméwienia

Numer katalogowy Opis
TCRO024 24-well PikoReal Real-Time PCR System
TCRO096 96-well PikoReal Real-Time PCR System

abo Grazyna Tarnowska Boreysza

iy dowiedzie¢ sie wiecej na temat aparatury do Real-Time PCR, ul. Podlesna 6a, 80-255 Gdansk
praszamy do odwiedzenia strony www.abo.com.pl a b # Biuro: ul. Wichrowe Wzgérze 123, 80-293 Gdansk
3Z www.thermoscientific.com/pikoreal tel.: 58 341 21 43: fax: 58 520 33 80

e-mail: abo@abo.com.pl; www.abo.com.pl
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QOdczynniki do transfekeji

Z rodziny "Juice” zapewniaja;

» Doskonatg wydajnos¢ zaréwno stabilnej jak
i przejsciowej transfekcji

» Wspdétdziatajg z podtozami do hodowli zawierajgcym
surowice oraz pozbawionymi surowicy

* Minimalng toksycznos¢ dla komorek

Rodzaje hodowli / Materiat do

Nazwa . Zastosowanie Nr kat.
transfekcji
Wysoka wydajnos¢ transfekcji dla wielu linii komoérkowych
GeneJuice® Ustalone linie komoérkowe / Ekspresja genéw, 70967-5
Transfection Reagent Plazmidowe DNA kotransfekcja w 70967-3
celu wytaczenia 70967-6
. genu 70967-4
Najlepsza wydajnos$¢ reakcji dla trudnych do transfekcji linii komérkowych
NanoJuice Hodowle pierwotne, trudne do Ekspresja genéw  71902-3
Transfection Kit transfekcji linie komérkowe / 71902-4
; Plazmidowe DNA
NanoJmc_e Core 71900-3
Transfection Reagent
NanoJui
uice 71901-3
Transfection Booster
Produkcja biatek w zawiesinowych hodowlach komérek HEK293
293-Free Zawiesinowe hodowle komoérek  Ekspresja genéw  72181-3
Transfection Reagent HEK293 / Plazmidowe DNA 72181-4
72181-5
Produkcja biatek w zawiesinowych hodowlach komérek CHO
NovaCHOice Zawiesinowe hodowle komérek Ekspresja genéw  72622-3
Transfection Kit jajnika chomika chinskiego
(CHO) / Plazmidowe DNA 72622-4
Transfekcja siRNA
RiboJuice siRNA R6zne linie komorkowe* / Wytgczenie genu  71115-3
Transfection Reagent Syntetyczne oligonukleotydy 71115-4

*Wymagana optymalizacja odczynnika do badanej linii komérkowej.

i
u
Merck Millipore is a division of  MERCK

Merck Sp. z o.0.,

Aleje Jerozolimskie 178, 02-486 Warszav
tel.: 022 53 59 770; fax: 022 53 59 945

Opk.

0,3 mi
1ml
5X1ml
10x1 ml

240 rxn
2400 rxn

1ml

1ml

1mi

5X1ml
10x1 ml

1 kit
1 kit

0,3 ml
1ml

dzial.handlowy@ merck.pl; www.merck-chemicals.pl

MERCK MILLIPORE
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